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Predhovor

Cielom S$tudijného materialu je poskytnit’ zakladné informacie o objektivizacii faktorov,
ktoré moézu mat Skodlivy ucinok na zdravie, ale tiez faktorov, ktorych pritomnost’

v prostredi je prospesna a zZiaduca.

Objektivizacia je zabezpeCena chemickym a fyzikalno-chemickym, mikrobiologickym,
biologickym, senzorickym a fyzikdlnym skiSanim zloziek Zzivotného a pracovného
prostredia. Predmetom skimania st vlastnosti vod, potravin, predmetov bezného
uzivania, ovzdu$ia, vnutorného prostredia budov, ako aj dalSich zloziek prostredia
a biologického materidlu. Zistené vysledky sluzia ako podklad pre kontrolné,
rozhodovacie a dalSie vyznamné konanie spojené s ochranou zdravia obyvatelstva.
Vykonanie spravnych rozhodnuti vo velkej miere zavisi od Spolahlivych vysledkov.
Preto je dolezité porozumiet, akymi skiSobnymi metédami sa analytické informécie
ziskavaju, aké ¢innosti vedu k dosiahnutiu presnych a spolahlivych vysledkov a ako sa

maju vysledky spravne interpretovat’.

Tieto ucebné texty slizia na pochopenie zakladnych principov chemickych a fyzikalno-
chemickych metdd, ktoré st sucastou uradnej kontroly potravin a Statneho zdravotného
dozoru vo vsetkych oblastiach verejného zdravotnictva. Mali by poskytnut’ zékladnu
orientaciu V zlozitej problematike javov a procesov, ktorymi sa ziskava pozadovana
informacia o skaimanych zlozkach. Taktiez by mali objasnit postupy laboratorii
na zavedenie novych metdéd aich c¢innosti, ktoré po zavedeni metdod vykonavaju
na dosiahnutie ¢o najpresnejSich a najreprezentativnejSich vysledkov skusania.
Kedze sucastou laboratornych analyz je tiez zmyslové posudzovanie vody, potravin
a kozmetickych vyrobkov, cast' Studijného materialu sa v struénosti zaoberd aj
problematikou senzorickej analyzy a moznostou jej vyuzitia vo verejnozdravotnicke;j

praxi.
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1. ZAVEDENIE SKUSOBNEJ VYSETROVACEJ METODY, VALIDACIA,
ZABEZPECENIE KVALITY VYSLEDKOV

1.1. VoI'ba vhodnej chemickej a fyzikalno-chemickej skiiSobnej metédy

Skagobna metdda pre objektivizaciu faktorov prostredia musi spinat’ poziadavky podla
ucelu, pre ktory ma byt zavedend do praxe. Musi zohladnovat’ urovenn pozadovanych
informacii, ktoré je potrebné ziskat’, povahu vzorky a jej mnozstvo, ale aj experimentalne

moznosti pracoviska a schopnosti pracovnikov.

Zmyslom analyz je najst sposob, ako vyuzit urcity fyzikdlny, chemicky,
mikrobiologicky, biologicky alebo kombinovany jav na vytvorenie signalu, pomocou
ktorého sa ziska urcitd informécia o chemickom zloZeni vzorky. Zistovanie celkového
zlozenia vzorky vSak nebyva cCasto primarnym cielom chemickych a fyzikéalno-
chemickych merani. Vel'akrat je skiimanie zamerané len na urCenie vybranych latok,

ktoré si predmetom zaujmu a celkové zloZenie zostdva nezndme.

Zlozka (latka, prvok, i6n, funkcénd skupina alebo ich kombinicia v analyzovanom
objekte), ktorej pritomnost’ alebo mnoZstvo sa urcuje metdodami analytickej chémie, sa
nazyva analyt. Zvysok vzorky sa nazyva matrica. Signal sa m6ze vytvorit' v meracom
zariadeni, alebo moéze vzniknit' v dosledku reakcie cCinidla s analytom. Signalom
v odmernej analyze modze byt farebnd zmena titrovaného roztoku, v gravimetrii zase
vznik zrazeniny. V pripade fyzikalno-chemickych metod sa signal prejavi ako odozva

detektora.

Analytickd informacia 0 vzorke, ktord ma zvolena pracovna technika priniest, moze byt
rychla, finanéne menej naro¢nd, ale casto len orienta¢nd. Alebo takato informacia
nepostacuje a je potrebné ziskat' vysoko presny vysledok aj za cenu vysSich ndkladov

a dlhsieho Casu.

Ak je cielom analyzy urcenie jednotlivych zloZiek v skimanej vzorke, ide o kvalitativne

urcenie, Cize dokaz. Ak je cielom ur€enie zastipenia jednotlivych zloziek vzorky (ich

mnozstva), alebo vzajomny pomer, ide o kvantitativne urcenie, €ize stanovenie.

Kvantitativne metody vyuzivaju vlastnosti latok, ktorych vel'kost’ sa da zmerat’. Tie, pri
ktorych sa stanovovany obsah zistuje priamo z nameranej hodnoty signdlu a hmotnosti
alebo objemu vzorky, su mezdvislé od pouzitia referenéného materidlu - Standardu.

Takych metod je menej, patri sem napr. gravimetria a odmernd analyza. Vic¢Sina metod je



porovnavacich, kde je potrebné urcit’ zavislost' medzi velkost'ou signalu a koncentraciou
stanovovane] zlozky pomocou Standardov. Zauzivanych je viacero spdsobov, ako sa
pomocou signalov zo Standardov stanovi obsah zlozky vo vzorke, ale najCastejSie sa

pouziva metoda kalibracnej krivky.

Pri metode kalibrac¢nej krivky sa na zistenie vel'kosti signalov zmeria séria kalibracnych
vzoriek s definovanou stapajucou koncentraciou (obr. ¢. 1), pripravenych napr.

z referenénych materidlov a ziska sa kalibracna zavislost. Snahou je, aby kazda

kalibracna vzorka svojimi vlastnostami odpovedala redlnej vzorke a presla rovnakym
procesom ako analyzovana vzorka. Grafické znazornenie zavislosti meraného signalu od

velkosti meranej veli¢iny sa nazyva kalibracnd krivka. Zavislost moze byt linedrna aj

nelinedrna. Namerand odozva analyzovanej vzorky sa porovnava s odozvou Standardov.
Z kalibra¢ného vztahu sa potom zisti odpovedajica koncentracia analytu vo vzorke, ako
to znazorfiuje obr. ¢. 2. Na zistenie vplyvu Cinidiel a meracieho prostredia sa vzdy

zarad’uje aj slepa vzorka, blank (z angl. blank — prazdny, ¢isty), ¢o je material pripraveny

rovnako ako ostatné kalibra¢né roztoky, avSak bez pritomnosti analytu.

—
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Obr. ¢.1 Kalibra¢né standardy Obr. ¢. 2 Kalibra¢na krivka - graficky zaznam

vzt'ahu koncentracia — signal

Vyber metdd sa pri objektivizacii faktorov prostredia odvija od zavéznych pravnych
predpisov a noriem, ktoré ustanovuju limity, napr. najvyssie medzné hodnoty rizikovych
faktorov, prip. od ocakavaného obsahu ukazovatelov. Kritéria na pracovné
charakteristiky metdod moézu byt stanovené priamo v poziadavkach legislativy, alebo si
ich ur¢i laboratorium vo svojich internych postupoch tak, aby korespondovali s pokynmi

medzinarodne uznavanych odbornych institdcii.

Skusobné metdody je mozné rozdelit do 4 Kkategérii: Standardné, Standardné

modifikované, prevzaté a vlastné.



- Standardné metédy (normalizované metody) su tie, ktoré su publikované

v medzinarodnych, narodnych alebo regiondlnych norméch, v zavaznych predpisoch,
prip. ako normativny dokument uzndvanej institicie. Vzdy, ked je to mozné, sa

Vyuzivaju prednostne, avSak pri implementécii sa nesmu nijako modifikovat’.

- Standardné modifikované metédy st upravené $tandardné metody, ktoré si pracovisko

prispdsobi napr. zmenou koncentracného rozsahu, aplikéciou na ini blizku matricu
a pod., pricom odchylky od normy st odovodnené, princip metddy je dodrzany a jej

charakteristické prvky ostali zachované.

- Prevzaté metody su metody, ktoré boli publikované vo vedeckych Casopisoch, alebo

ich zverejnili uzndvané odborné organizacie, pripadne su to aplikaéné listy a postupy

vyrobcov laboratérnych zariadeni a pristrojov.

- Vlastné metody su unikétne postupy, ktoré boli vytvorené v danom laboratériu a su

preukazatelne vhodné pre zamyslané pouzitie. Je to poslednd volba, ked’ nie st

dostupné iné moznosti.
1.2. Validacia metéd pred zamySPanym pouZitim

V stcasnosti je uz bezné, Ze laboratoria maji zaujem preukazat’ svoju doveryhodnost’ tak,
ze dolozia svoju kompetentnost a schopnost’ generovat’ platné vysledky. Dolezitou
¢innostou je preto zabezpeCenie kvality vysledkov merania. Dostatoénym stupfiom
dovery je zavedenie systému manazérstva kvality a ziskanie osvedCenia o akreditacii
urcitej ¢innosti. SkiSobné laboratéria pre objektivizaciu faktorov zivotného a pracovného
prostredia tak preukazuju sulad s principmi normy STN EN ISO/IEC 17025 (VSeobecné
poziadavky na kompetentnost’ skuSobnych a kalibraénych laboratorii). Medicinske
laboratoria preukazuji stlad s normou STN EN ISO 15189 (Medicinske laboratoria.
PoZiadavky na kvalitu a kompetentnost’). V Slovenskej republike je jedinym uznanym
akreditacnym organom Slovenska narodna akreditacnd sluzba, skratka SNAS, ktord
pracoviskdm udeluje osvedCenia o akreditacii, ¢im oficidlne potvrdzuje ich spdsobilost’

vykonavat’ deklarované ¢innosti nestranne, nezavisle a na pozadovanej odbornej urovni.

Ak chce laboratorium plnit’ poziadavky normy pre akreditaciu, musi pred planovanym
zavedenim metddy preukazat' objektivny dokaz, Ze analyticky postup je vhodny pre
zamysl'ané pouzitie a ze vysledky maju prijatelnu neistotu. Experimentalne potvrdenie

vhodnosti metddy a akceptovanie jej analytického pouzitia sa nazyva validacia. Vyraz



validovany sa pouziva na oznacenie vyhovujuceho stavu. Postup validacie sa vykonava
pomocou experimentalnych udajov zistenych dostato¢ne spolahlivym meranim a ich
matematického a Statistického spracovania. Vysledkom je jasne uréend vykonnost' metddy

podla jej wvkonnostnych (pracovnych) charakteristik, 1zv. validacnych parametrov

metody vo forme protokolu.
Vykonnostné charakteristiky — validacné parametre skuSobnej metody

Medzi vykonnostné charakteristiky, ktoré urcujii pracovni vykonnost' metody, patri
selektivita, pracovny rozsah, presnost, robustnost, citlivost, neistota. Pre kvantitativne
porovnavacie metody je dolezity aj vykonnostny parameter kalibracna funkcia, linearita
kalibracnej Ciary a overenie homogenity rozptylu. Ziskané charakteristiky sa musia
porovnat’ s analytickymi poziadavkami na metddu a zistuje sa ich primeranost’, ¢ize

vhodnost pre dany ucel.

Vyber parametrov - prvkov validdcie, ktoré maji byt experimentidlne stanovené

v podmienkach pracoviska, sa nazyva rozsah validacie.

Vzhl'adom na r6znorodost’ metdd, predmetov skiiSok (vzoriek), aplikacii, ndkladov a pod.
nie je mozné predpisat’ jednotny postup validacie. Sposob a rozsah validacie skiSobne;j
metddy si zvoli laboratorium podl'a okolnosti. V pripade akreditacie postdi vhodnost

jeho postupu akreditacny organ.

Z hladiska rozsahu a naro¢nosti sa rozliduje validicia ciastocna a vplnd. Ciastoéna
validacia postacuje v pripade, ak uz boli vSetky pracovné charakteristiky ur¢ené v inych
laboratoriach, ako je to napr. v pripade Standardizovanych metod. Aj ked’ tieto metody
mozno povazovat’ za Uplne validované, koncovy uzivatel’ musi potvrdit’ svoju schopnost’
takii metodu pouzit’ vo vlastnych podmienkach. Na vybranych charakteristikdch musi
dosiahnut’ porovnatel'né hodnoty s deklarovanymi parametrami. Pri novo vyvinutych
metodach je vSak nevyhnutné vynalozit’ viac usilia, finanénych prostriedkov a vykonat’

uplny rozsah so vSetkymi prvkami validacie.
1.2.1. Kalibra¢na funkcia

Kalibracna funkcia reprezentuje matematicky model vzt'ahu pre obsah analytu a signal.
Kalibra¢na funkcia y = f (X) sa urc¢i z experimentalnych udajov, ktoré sa ziskaju meranim
niekol’kych koncentra¢nych trovni kalibracnych Standardov (nezavisle premenna X) za

vzniku koreSpondujtcich signalov (zavisle premenna Yy). Merania sa opakuju pre viaceré



série kalibracnych koncentracii. Tvar funkcie, ktord by najlepSie vystihovala zavislost’
premennych, rieSi regresna analyza, najCastejSie metodou najmensich Stvorcov.
Kalibracnd funkcia moze byt linearna alebo nelinedrna - napr. kvadratickd, kubicka.
V pripade linedrnej zavislosti sa zmeria spravidla 5 koncentraénych urovni Standardu
a slepd vzorka. V pripade zlozitejSej, nelinearnej zavislosti, je potrebny vacsi pocet
Standardov na viacerych koncentraénych urovniach. Priklad merani kalibraénych

Standardov a dva typy kalibracnych vzt'ahov znazoriuje obr. €. 3.

Linearna zavislost’ Nelinearna zavislost’ kvadraticka
Vol'ba koncentra¢nych __signdl
—— p (mg/1) Cislo merania
Signal , L,V 1 2 3
p (mg/l) Cislo merania rovni Standardu 0,00 | 0,000 | 0,000 | 0,000
1 2 3 1,25 | 0,025 | 0026 | 0,026
0,0 0,007 | 0,007 | 0,009 250 | 0,050 | 0,048 | 0,052

0,2 0,047 | 0,049 | 0,048 375 | 0075 | 0,074 | 0,075
04 1 0087 | 0086 | 0,088 o2 o o1 Touie
0.5 0,107 | 0,105 | 0,109 750 | 0125 | 0,123 | 0,124
0.8 0,166 | 0,167 | 0,167 875 | 0132 | 0131 | 0132
1,0 0,206 | 0,206 | 0,205 10,00 | 0,135 | 0,135 | 0,135

0,25

Kalibracna krivka nelinearna

012 /—.—__
2

y=ax“+bhx+ c

015 E 01 //
0,08

0.1 0,06 /
$=0,198 ¢ + 0,007 004 /
00 / s =-0,001 ¢+ 0,025 c - 0,003
R%=0,997

Kalibra&na Krivka linearna

0,2

signdl ——»

y=ax+bh

signal ——
[=] (=]
PO
S o

0,0 02 04 06 08 10 12 a 2 4 3 8 10 12
—*cC L

Obr. ¢. 3 Odozva kalibracnych Standardov, kalibracné funkcie
Adekvatnost matematického modelu sa overuje referencnymi vzorkami alebo slepymi
vzorkami, ku ktorym sa pridd zname mnozstvo analytu.

1.2.2. Linearita

Linearita je schopnost’ analytickej metody poskytovat odozvu, ktora linedrne zavisi
od koncentracie analytu. VicSine analytickych metdd linedarny kalibracny model
vyhovuje. Vd’aka Statistickym softvérom vSak uz linearita nie je podmienkou vhodnosti
pouzitej metody. Je vSak vyhodou, ak v pozadovanom rozsahu poskytuje proporcionalnu

odozvu.

Linearitu je mozné testovat’ viacerymi spdsobmi, napr.:
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- vizualne z kalibracnej krivky

- Mandelovym numerickym F- testom na nelinearitu, t. j. testuje sa hypotéza
na vhodnost’ iného ako linearneho modelu, napr. kvadratického. Test je zalozeny
na porovnani rezidudlnych rozptylov linedrneho a kvadratického modelu. Porovnanim
s kritickou tabul’kovou F-hodnotou sa zistuje, ¢i kvadraticka funkcia je alebo nie je

vyznamne vhodnej$im modelom.
1.2.3. Overenie homogenity rozptylu

Homogenita rozptylu sa overuje testom, kde sa predpoklada konstantny rozptyl chyb
pozdiz celého koncentraéného rozsahu Zozbieraju sa udaje signdlov zo suboru
Standardu. F-testom sa zistuje, ¢i je mozné povazovat rozptyl v oblasti pracovného
rozsahu za homogénny. V pripade, ze sa predpoklad nepotvrdi a homogenita sa
nepreukaze, robia sa napravné opatrenia — zuzenie pracovného rozsahu, prip. pouzitie

vazenej regresie.
1.2.4. Pracovny rozsah

Pracovny rozsah je interval koncentracii kvantitativnej skusobnej metddy, v ktorom
mozno sledovanu latku stanovit' (merat’) s definovanou presnostou. Koncentracie sa

zvolia tak, aby pokryvali celi oblast’ pravdepodobnych vysledkov.
1.2.4.1. Horna hranica rozsahu

Optimélne by horna hranica koncentracného rozsahu, t. j. najvyssi kalibra¢ny bod, mala
dosiahnut' 1,5 az 2-ndsobok limitnej hodnoty rizikového faktora, prip. najcastejSie
ocakavaného obsahu sledovaného analytu. Extrapoladcia z krivky nad testovanymi
koncentraciami je neakceptovatel'na, nakol’ko za najvyS$sou zmeranou hranicou uz nie je
priebeh kalibracnej krivky znamy. Pripad, ked’ sa pri merani vzorky zisti signal vyssi ako
odozva posledného kalibracného bodu, sa riesi analyzou nizsich podielov vzorky, prip.

pouzitim inej, menej citlivej metody.
1.2.4.2. Spodna hranica rozsahu — medza dokazu LOD, medza stanovenia LOQ

Spodnu hranicu rozsahu tvoria medze, ktoré patria medzi vykonnostné charakteristiky

metddy — medza dokazu a medza stanovenia.
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Medza dokazu, tiez detekcny limit, skratka LOD (angl. Limit of detection), je najmensie
mnozstvo alebo koncentracia zistovanej latky, ktorej pritomnost’ vo vzorke eSte mozno

danou metddou s pravdepodobnostou 99 % dokézat’.

Nakol'ko pre odhad LOD nie je ustalena definicia, ani presné usmernenie, na ziskanie
hodnoty je mozné vyuzit viacero réznych postupov. Najbeznejsi postup vyuziva
odporucanie celosvetovej autority Vv oblasti chemického nazvoslovia, terminologie,

normalizovanych metdd merania a Vv mnohych d’alsich oblastich - IUPAC.

Pri sposobe IUPAC sa podla vzt'ahu (1.1) za LOD povazuje koncentracia prisluchajuca
priemernej hodnote odozvy opakovanych merani slepého pokusu, zvicSena o trojndsobok
smerodajnej odchylky Sumu. Pod pojmom sum sa rozumie zmena signalu po¢as merania

bez pritomnosti analytu, sposobend zmenami prostredia a fyzikalnymi vplyvmi.

Medza stanovenia, limit kvantifikdcie, skratka LOQ (angl. Limit of quantification) je

najmenSie mnozstvo alebo koncentracia zistovanej latky, ktori eSte mozno

s pravdepodobnostou 99 % kvantitativne stanovit’ s akceptovatel'nou neistotou merania.

Pri postupe odportic¢anom IUPAC sa za LOQ povazuje koncentracia prislichajuca
priemerne] hodnote odozvy opakovanych merani slepého pokusu zvicSenej

o desat'nasobok smerodajnej odchylky Sumu podla vzt'ahu (1.2).

V praxi sa stanovi 10 az 20 nezavislych opakovanych merani slepych vzoriek, prip.
blankov s vel'mi nizkym obsahom pridaného analytu a sleduje sa signidlova odozva.
Numerickym prepoctom sa z kalibracného vzt'ahu zisti odpovedajuca koncentracia C

a vypocita sa smerodajna odchylka s.
LOD =tz + 3s  (L1) LOQ =ty + 10s  (1.2)

Rozsah koncentracii medzi roviiou LOD a LOQ predstavuje oblast’ detekcie, v ktorej je
mozna iba kvalitativna analyza. Kvantitativne stanovenie pod troven LOQ by nebolo
spol'ahlivé, neistota merania je Vv tejto vel'mi nizkej koncentra¢nej oblasti ovel'a vacsia
ako v pracovnom intervale. Pracovny rozsah metddy za¢ina az hodnotou LOQ. Situdciu

znazoriuje obr. €. 4.
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Pracovny rozsah metody

Obr. ¢. 4

signdl s

Grafické znazornenie

pracovného rozsahu metddy

|8 timit

~ 4rozsah

510 |_/i
BT i 1
LOD| !
| | [ ¢

LOD, LOQ, limit,
posledny kalibra¢ny bod Cmax

Vo viacerych pripadoch st naroky na LOD a LOQ skuSobnej metddy Specifikované
legislativne. Pre ukazovatele kvality pitnej vody sa poziadavky na detekény limit a limit
kvantifikacie ustanovuju vo Vyhlaske MZ SR ¢. 247/2017 Z. z. v zneni ¢. 97/2018 Z. z.

ako percentualne hodnoty z limitu.

Ukazka 1 LOD, LOQ skuSobnej metddy na stanovenie vybranych kovov v pitnej vode

V zmysle VyhlaSky MZ SR 247/2017 Z. z. v zneni ¢. 97/2018 Z. z. najvyssi
akceptovatelny LOD pre stanovenie olova, kadmia a medi v pitnej vode je 10 %
a najvyssi akceptovatelny LOQ je 30 % z limitnej hodnoty. NajvysSia medzna hodnota
pre olovo je 0,010 mg/l, pre kadmium 0,005 mg/l a pre med’ 2,0 mg/l (tab. ¢. 1). Aké
hodnoty LOD a LOQ su podl'a vyhlasky akceptovatelné?

Tab. ¢.1 Poziadavky Vyhlasky MZ SR 247/2017 Z. z. v zneni ¢. 97/2018 Z. z.
na vybrané ukazovatele kvality pitnej vody

Ukazovatel’ LOD LOQ Limit  mg/l

% z hodnoty limitu vyjadreny ako NMH
Olovo 10 30 0,010
Kadmium 10 30 0,005
Med 10 30 2,00

Podl'a poziadaviek ustanovenych vo vyhlaSke musi byt LOD metddy na stanovenie olova
rovny alebo nizsi ako 0,001 mg/l, LOQ rovny alebo nizsi ako 0,003 mg/l. LOD metdody
na stanovenie kadmia musi byt rovny alebo nizsi ako 0,0005 mg/l, LOQ rovny alebo
nizsi ako 0,0015 mg/l. LOD metddy na stanovenie medi musi byt rovny alebo nizsi ako
0,20 mg/l, LOQ rovny alebo nizs$i ako 0,60 mg/l. Metédy s vySSimi parametrami by

neboli dostatocné. Ak by bola namerand napr. koncentracia olova 0,002 mg/l, ¢o
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odpoveda hodnote z intervalu od LOD = 0,001 mg/l po LOQ = 0,003 mg/l, hodnotu nie je
mozné povazovat za kvantitativne stanovenie. Z takého vysledku je znama len
skutoCnost, ze pritomnost olova vo vzorke bola spolahlivo dokazana, avSak
v koncentracii mensej ako LOQ, t. j. 0,003 mg/l, pretoze merania sa daju spolahlivo

kvantifikovat’ az od koncentracnej hodnoty prisluchajicej LOQ a vysse;j.
1.2.5. Presnost’ — spravnost’ a zhodnost’

Norma STN ISO 5725-1 opisujuca presnost pouziva na oznacenie presnosti (anglicky
ekvivalent accuracy) kombinaciu dvoch pojmov - zhodnost (anglicky ekvivalent

precission) a spravnost (anglicky ekvivalent trueness).

Presnost’ metoddy je definovand ako tesnost’ zhody medzi vysledkami skusky ziskanymi

danou metddou a prijatou referen¢nou hodnotou.

Spravnost je mierou systematickej chyby, teda blizkost zhody medzi aritmetickym
priemerom velkého poctu vysledkov skiiSok a skutocnou alebo akceptovanou referen¢nou

hodnotou.

Zhodnost' je miera nahodnej chyby, teda tesnost’ zhody medzi nezavislymi vysledkami

merani jedného objektu.

Vystiznym znazornenim definicii je grafické zobrazenie presnosti, spravnosti a zhodnosti
v podobe tercov s vysledkami opakovanych merani znamej vzorky na obr. ¢. 5. V strede

terCov su skuto¢né hodnoty, body reprezentuju jednotlivé merania a ich rozptyl.

Obr. ¢. 5

Grafické zndzornenie presnosti, spravnosti,

(710 zhodnosti
NF
AN 4

zlepSovanie presnosti
pokles neistoty

[
-

a) Nizka zhodnost, nizka spravnost’ = nizka

pokles systematickych chyb
zlepSovanie spravnosti

presnost’
3 b) Vysoka zhodnost’, nizka spravnost’ = nizka
) presnost’
- ¢) Nizka zhodnost’, vys§ia spravnost’ = nizka

zlepSovanie zhodnosti presnost’

pokles néhodnych chyb d) Vysoka zhodnost’, vysoka spravnost’ = vysoka
presnost’

(Upravené podrla: https://www.artel-usa.com/clarifying-accuracy-with-help-from-iso-iwa-

15/definition-of-accuracy-trueness-precision/)
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1.2.5.1. Spravnost’

Spravnost’ sa hodnoti porovnanim nameranych udajov voci deklarovanym hodnotam
referenénych materidlov, alebo voci referencnym hodnotam uvadzanym vo vhodnych
typoch medzilaboratornych porovnavani. Statisticky sa hodnoti vyznamnost' rozdielu

medzi ziskanou a skuto¢nou hodnotou. Vyjadrenim spravnosti je vytaznost metody.

V praxi je to percentudlne porovnanie redlne nameranych vysledkov analyz vzorky so
znamym obsahom analytu voc¢i ocakdvanej hodnote. Vzorkou moéze byt referencny
material, certifikovany referenény material alebo vysledok medzilaboratorneho
porovnavania skusky vhodnej vzorky. V pripade nedostupnosti tychto materialov sa moze
pouzit’ aj realna vzorka s pridavkom definovaného mnoZstva analytu. Pridana latka vSak
nie je chemicky viazand k skuto¢nej matrici, preto vysledky ziskané tymto sposobom

maju nizsiu platnost’ nez vysledky ziskané pouzitim referenéného materialu.

Referencny material, skratka RM, je material dostato¢ne homogénny a Casovo staly,

v ktorom jedna alebo viac vlastnosti (t. j. koncentracia sledovanej latky) su dobre
definované a zndme, aby sa mohli pouzit na kalibraciu metddy, aj na stanovenie
parametrov presnosti. RM méze byt ako Cista latka na kalibraciu, alebo ako material

s komplexnou redlnou matricou.

Certifikovany referencny material, skratka CRM, je material, ktorého jedna alebo viac

hodnét veli¢in, vratane neistoty a nadvdznosti, si dolozené certifikditom vydanym

opravnenym organom. CRM zarucuje nadvidznost’ merania na SI sustavu.

Certifikované referenéné materialy st jednak roztoky chemikalii, ako aj matricové
materialy dostatocne homogénne a stabilné S redlnou matricou (napr. lyofilizovany prasok
BCR® Brown bread (Hnedy chlieb) alebo BCR® White cabbage (Biela kapusta)
na stopovu analyzu kovov), ktoré sa podrobili medzilaboratérnym porovnaniam medzi

Spickovymi laboratoriami, aj krizovej kontrole s pouZitim réznych metod.

Systematicka chyba, ktort parameter spravnost’ reprezentuje, mdze byt sposobend napr.
nespravnou kalibraciou meradiel, kontaminéaciou vzorky, vplyvom matrice, atd’. Vtedy st
vysledky systematicky skreslené bud’ zaporne, smerom k niz§im hodnotam, alebo kladne,

smerom k vy$§im hodnotam.
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1.25.2. Zhodnos?t

Zhodnost’ je variabilita medzi opakovanymi meraniami, ktord vznika v dosledku
nahodnych chyb. Nahodné chyby vznikaju vzdy, ich distribliciu mozno vyjadrit
Gaussovym normalnym rozdelenim. Zhodnost sa preto najcastejSie vyjadruje
prostrednictvom smerodajnej odchylky. K vzniku tychto chyb prispieva jednak osoba,
ktora meranie vykonava, atieZz pouzité zariadenie, kalibracia zariadenia, podmienky
prostredia (teplota, vlhkost’, zne€istenie ovzdusia) a ¢as, ktory uplynul medzi meraniami.
Rozdielnost medzi meraniami vykondvanymi réznymi pracovnikmi, na rdéznych
zariadeniach, v réoznom prostredi a Case je obvykle vicSia ako pri merani jedného
pracovnika na jednom zariadeni v kratkom €asovom odstupe. Podl'a faktorov, ktoré sa
podielaju na variabilite, ma zhodnost' dve hrani¢né miery — opakovatelnost (angl.

repeatability) a reprodukovatelnost (angl. reproducibility).
12521 Opakovatelnost

V podmienkach opakovatelnosti sa uvedené faktory moézu povaZovat za konStantné,
ktoré neprispievaju k variabilite, nakol’ko sa uvazuje o sérii vysledkov ziskanych tou istou
osobou, v tom istom laboratdriu, na tom istom zariadeni a v kratkych ¢asovych tsekoch

medzi meraniami. Preto opakovatel'nost’ predstavuje minimdlnu rozdielnost vysledkov.

NajcastejSie je vyjadrend ako smerodajnd odchylka opakovatelnosti Sr zo suboru

minimalne 12 nezéavislych podielov tej istej vzorky.
1.25.2.2 Reprodukovatelnost

V podmienkach reprodukovatelnosti sa vSetky uvedené faktory menia a vSetky
prispievaju k variabilite. Merania sa vykonavaji na réznych miestach, na réznych
zariadeniach, s roznymi operatormi a v dlhSom casovom odstupe. Preto

reprodukovatelnost’” predstavuje maximalnu rozdielnost vysledkov. NajCastejSie je

vyjadrend ako smerodajna odchylka reprodukovatelnosti Sr.

V pripade, Ze nie st Gdaje 0 merani rovnakého materialu z r6znych laboratérii dostupné,
merania sa moZu vykonat aj na jednom mieste, na jednom zariadeni, ale aspoil viacerymi

operatormi a s va¢§im ¢asovym odstupom. Uvedeny postup vsak treba zdokumentovat'.
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1.2.6. Neistota

Vsetky merania st zat'azené chybou, a preto sa vysledky merania odliSuja od skuto¢ne;j
hodnoty meranej veli¢iny. Neistota je parameter spojeny s vysledkom merania,
charakterizujlci rozptyl hodnat, ktoré mézu byt’ opravnene priradené meranej velicine. Je
to rozsah hodnot, v ktorom sa so zvolenou pravdepodobnostou nachadza namerany
vysledok. Neistota merania zahfla mnoho prispevkov. K neistote prispieva meracie
zariadenie, jeho opotrebovanost, Sum, primeranost’ jeho kalibracie, prispievat moze aj
miera stability meranej vzorky. Na neistotu tiez vplyva postup pri odbere vzorky,

podmienky laboratdérneho prostredia — teplota, vlhkost' a mnohé d’alSie faktory.

Niektoré zlozky neistoty moézu byt vyhodnotené experimentalne zo série opakovanych
merani S$tatistickou analyzou nameranych hodndét. Mozu byt vyjadrené smerodajnou
odchylkou. Odhad vplyvu tychto prispevkov je oznaCovany ako neistota ziskand

postupom typu A, v skratenej forme neistota typu A, oznacenie Ua.

Dalsie mozné zlozky neistoty sa viazu na zname, identifikovateI'né zdroje a mozu byt tiez
vyjadrené¢ formou smerodajnej odchylky. Su zalozené na predchadzajiicej sktsenosti

alebo poskytnutej informacii. Odhad vplyvu tychto prispevkov je oznacovany ako

neistota ziskand postupom typu B, v skratenej forme neistota typu B, oznacenie Ug.
Takymi informaciami mézu byt Udaje z kalibraénych certifikdtov pristrojov, udaje
z certifikatov k vaham na vazenie, neistoty dolozené k certifikovanym hodnotam objemov
odmernych nadob, k referencnym hodnotam certifikovanych referenénych materialov,
udaje z medzilaboratornych porovnavani, niektoré publikované informacie, ale aj vlastné

zistenia napr. z predchadzajucich kalibracii a pod.

V prvom kroku je potrebné identifikovat’, ktoré z tychto alebo dalSich zdrojov sa
podielaju na neistote. V druhom kroku je potrebné odhadnut’ velkost prispevku

z konkrétneho zdroja.

Jednotlivé prispevky typu A aj typu B sa podla zakona Sirenia neistot skombinuju, aby

poskytli celkovi hodnotu neistoty, tzv. kombinovanu neistotu Uc.

Aby neistota poskytovala zvolenu Uroven spolahlivosti, kombinovana neistota Uc sa

vynasobi prislusnym koeficientom rozsirenia (prekrytia) k, ¢im sa dosiahne tzv. rozsirend

kombinovana neistota oznacovana U. Ak by sa kombinovana neistota nerozsirila a ostal

by faktor k = 1, Groven spolahlivosti by bola nizka, len 68 %. NajcastejSie sa voli

koeficient rozSirenia k = 2, aby sa dosiahla troven spolahlivosti 95 %. To znamenam Ze s
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pravdepodobnostou 95 % skuto¢na hodnota ¢ + U lezi v intervale (-U, U). Napr.
vysledok stanovenia olova v pitnej vode vyjadreny hodnotou 5,00 + 0,87 pg/l znamena,
ze s 95 % pravdepodobnost'ou skuto¢na hodnota lezi v intervale 4,13 az 5,87 ugll.

Grafické zobrazenie neistoty je na obr. ¢. 6.

= Obr. ¢. 6 Grafické zobrazenie neistoty
B Neistota U

_____ C ] ctU

8 limit [~ - , .
n @/ Namerana hodnota * neistota
o —
5{55/5 T . . e
- : T Skuto¢na hodnota lezi v intervale
top LoQ 9@ limit c < U U>

Ukazka 2 Postup odhadu neistoty pre pripravu kalibraéného Standardu kadmia (obr. ¢. 7)

Priprava kalibraéného Standardu kadmia 1000 mg/l prejde procesom: Cistenie povrchu
kovu — navézenie kovu — rozpustenie kovu v kyseline — rozriedenie roztoku na
kone¢ny objem — vysledok

Odhad a) identifikacia zdrojov podiel’ajucich sa na neistote, vytvorenie zoznamu
neistoty b) odhad velkosti prispevku z konkrétneho zdroja, kvantifikacia zloziek

C) vypocet rozsirenej kombinovanej neistoty U

1000.m.P /1 MatematICky Vlastnost Hodnota Neistota F:zi?:?:
C = ——— (mg > —
(Cd’) Vv ( g ) vzt ah P | Cistota kovu 0,9999 0,000058 0,000058
m | Hmotnost kovu 100,28 mg 0,05 mg 0,0005
C(Cd} - koncentracia kal. &tandardu (mg/l) V | Objem odmernej banky 100,0 ml 0,07 ml 0,0007
m - hmotnost gistého kc;vu (mg) Cce | Koncentrdcia dtandardu Cd | 1002,7 mg/l 0,9 mg/l 0,0009
P - Cistota kovu
V - objem kalibraéného standardu (ml)
Zdr0]e neistoty a) Rozdlel_nel- prl'_spelvky zd rIOJov k neistote
teplota — 4 ""-_. P "4 | f |
kalibrdcia — \ m |
reprodukovatelnost —=\ ."-‘_ J
A| |
c(cd)
opakavatelinosr' _.-“ opakovatelnost P_:]
m (nddoba) i ~f——— 5 mi(nddoba + kov)
prgarta =] o] [ Jrmete e et =
citlost vah —{ ovatelnost | _." . ‘o T T T T
za%atel’né}(?’: scia vih '."{ Kalibré -':; ci:%:t:ﬁg 0 02 04 06 08 1
alibracia va ' alibracia va b) relativna neistota (mg/l)

Obr. ¢. 7 Odhad neistoty — identifikacia zdrojov a odhad vel'kosti prispevkov zo zdrojov

(Upravené podl'a: Eurachem/CITAC, 2019)
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K odhadu neistoty boli pouzité certifikaty dodavatel'ov o Cistote kovu, kde sa uvadza P =
99.99 £ 0.01% a certifikat k objemu odmernej banky, kde sa uvddza V = 100 ml = 0.1 ml.
Na objem vsak vplyvali aj d’alSie faktory v laboratoriu, ktorych prispevok bolo treba
zaratat. Pri navazovani Cistého kovu sa bral do uvahy certifikat k analytickym vaham
s deklarovanou neistotou a d’alSie faktory ovplyviiujice vazenie. Sériou vypoctov sa
dospelo k ¢iastkovym neistotam, prisliachajicim k identifikovanym zlozkdm. Z grafu b) je
zrejmé, ze najvacsim prispevkom k neistote bol objem odmernej banky. Spojenim
parcialnych neistot sa vypocitala kombinovana neistota s hodnotou uc = 0,9 mg/l, ktora

bola rozsirena faktorom k = 2 na hodnotu U cq) = 1,8 mg/l.
1.2.7. Selektivita

Selektivita je schopnost’ meracieho systému alebo metdody dokéazat’ a stanovit’ prislusny
analyt aj v zlozitej zmesi bez toho, aby iné zlozky ovplyvnili vysledok analyzy.
Selektivita sa Casto zistuje porovnavanim kalibra¢nej funkcie ziskanej
z mnohozlozkovych kalibraénych roztokov (kde je pridany potencialny interferent)
s kalibratnou funkciou ziskanou z jednoduchych kalibraénych roztokov analytu
v demineralizovanej vode. Sleduje sa vyznamnost' rozdielov, pri linedrnej zavislosti sa

porovnavaju smernice priamky.

Ak s pri merani pritomné ruSivé zlozky, zistuje sa taky rozsah koncentracii tychto
zloziek, kedy je eSte mozné sledovany analyt stanovit’ bez interferencii. Zdrojom rusivych
signalov st vedl'ajSie interakcie skimadla so vzorkou, iné sucasti vzorky, Sum pristrojov

a mnohé d’alsie faktory, ktoré mozu spdsobit’ prekryv analytického signalu a skreslit’ ho.
1.2.8. Robustnost’

Robustnost’ je mierou stability metddy, vyjadruje odolnost metdody voci jemnym
odchylkam vykonanym v experimentadlnych podmienkach. Faktory, ktoré by mohli
ovplyvnit’ pracovné charakteristiky a tym aj vysledky, m6zu byt malé zmeny teploty, pH,
navazkov vzorky, doby skladovania a pripravy vzorky a Standardov, nadbytok Cinidla,
druh a znacka chemikalii atd’. Vplyvajuce faktory mézu byt identifikované zdmernym
vykonanim malych zmien do podmienok analyzy. Metdda sa povazuje za odolnu voci
vykonanej zmene, pokial sa Statistickymi testami nepreukaze vyznamnost' rozdielu medzi

vysledkami merani suboru bez zmenenych podmienok a vysledkami zo suboru
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po vykonanej zmene. Musia sa vSak urcit hranice velkosti jednotlivych odchylok,

v ramci ktorych este nedochadza k naruseniu stability metody.
1.2.9. Citlivost’

Citlivost’ metddy je miera zmeny vel'kosti signalu sposobenej zmenou urc¢itého mnozstva
sledovanej latky. Je to rozdiel v hodnote obsahu analytu zodpovedajici najmensSiemu
postrehnutelnému (detegovatelnému) prirastku alebo ubytku signalu v meracom pristroji
(obr. €.8). Pri ru¢ickovom meradle by doslo k posunu o 1 dielik na stupnici. Metdda je
citliva vtedy, ked’ mald zmena koncentracie alebo mnozstva analytu vyvola vel’kti zmenu
signalu. Ak je funkcia signdl - koncentracia linearna, citlivost’ sa zhoduje so smernicou

kalibra¢nej priamky.

Obr. ¢. 8 Citlivost’ metody
1
I A 20 o
w l \m i ’!’
] = posun o 1 dielik ',-’"
~ B TS *»
£ 3 @ - T s
“m “m - | "-'
2 E~, % Citlivost
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sz P metody ’ o
g [ Prirastok analytu sposobil .
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1.2.10. Vhodnost’ pre dany ucel

Metdda vybrand pre urCity Ucel by mala byt prakticka, t. j. nemd vyzadovat’ zlozité
operacie, mala by spifat’ poziadavky na naklady a efektivnost (pocet vysetrenych

vzoriek). Po ukonceni validacie sa posudzuje:

- primeranost’ ziskanych valida¢nych parametrov

- porovnanie s limitom

- porovnanie s poziadavkami predpisov

- primeranost’ vysledku skusky s CRM

- uspesnost’ vysledku v medzilaboratornom porovnavacom merani

Medzilaboratorne porovndvacie meranie je skuSka organizovana na narodnej alebo

medzinarodnej urovni, v rdmci ktorej laboratdria meraji mnozstvo (koncentraciu) zlozky

v jednom alebo viacerych porovnatelnych podieloch homogénnych, stabilnych
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materidlov, pricom vysledky sa zhrni do jedného dokumentu. Matrica pouzitych
materidlov by mala odpovedat’ vzorkam, ktoré sa danou metédou budu bezne analyzovat'.
Utast’ na takychto skuskach sa povazuje za dolezita sudast’ zabezpedenia kvality skusok

a v pripade akreditacie sa tym preukazuje aj plnenie akredita¢nych kritérii.

V pripade, Ze parametre validovanej metdédy vyhovuju kritériam, stanovena hodnota
cielovej latky v CRM je vyhovujiuca a medzilaboratornym porovnévacim meranim sa

potvrdila vhodnost’ metoddy, zdokumentuje sa protokol o validdcii skiSobnej metody,

vypracuje sa standardny pracovny postup, skratka SPP a metéda sa zavedie do rutinného

uzivania.

1.3. Postup po zavedeni metédy do rutinnej praxe

Po zavedeni metédy do rutinnej praxe je potrebné udrziavat’ metdédu v porovnatelnom
stave, v akom bola hodnotend jej vhodnost’ pre dany ucel a pravidelne monitorovat, ¢i

nedoslo k neo¢akavanej zmene. Sposob, akym sa metdda udrziava v poZadovanom stave,

ma byt’ podrobne zdokumentovany v prislusnom SPP.
1.3.1. Standardny pracovny postup

Standardny pracovny postup je dokument opisujuci vsetky podstatné kroky, ktoré sa
musia pri pouZziti danej metddy vykonat’ - od pripravy vzorky aZ po spravu o vysledku

skusky. Ddlezitou suastou je systém zabezpecenia kvality, ktory ma byt pre dant

metdodu jasne stanoveny. Tvoria ho  prvky vmiutorného riadenia kvality — analyza

duplicitnych podielov vzorky, slepych vzoriek, kontrolnych vzoriek, pouzivanie

regulaénych diagramov a prvky vonkajSieho riadenia kvality — ucast na programoch

medzilaboratornych porovnavacich merani (tab. ¢. 2).
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Tab. ¢. 2 Zabezpecenie kvality dosahovanych vysledkov

Stanoveny | kalibra¢nych standardov na overenie platnosti kalibratného vzt'ahu

pocet duplicitnych stanoveni vzorky

slepych vzoriek

Stanovena | vzoriek interného RM

frekvencia | riadenia kvality CRM

kontrolné vzorky pripravené na pracovisku

realne vzorky s pridavkom definovaného mnozstva
Standardu, ktoré presli celym analytickym procesom

vzoriek externého | pravidelna ucast’ na medzilaboratornom

riadenia kvality porovnavacom merani
overovania kalibracny vztah
valida¢nych

charakteristik LOD, LOQ

presnost’ ...atd’.

Vicsinou su slepé vzorky a niektoré z d’alSich vzoriek interného riadenia kvality zaradené
ku kaZdej meranej sérii vzoriek. Po analyze sa porovnavaju s nastavenymi kritériami, t. j.
voCl stanovenym kritickym hodnotam a posudzuje sa miera splnenia poziadaviek.
V pripade, ze kritériam nevyhoveli, vysledky st pre celi sériu merani neplatné

a analyticky proces sa musi zopakovat'.

Kazdy krok postupu, aj pripadny odklon od postupu, musi byt zdokumentovany. Musia sa
zaznamenavat vSetky vykonavané operacie, tak aby bolo jasné, akym spdsobom sa
vysledok dosiahol, ktori pracovnici sa na analyze podielali, kto cely proces kontroloval
a kto je zodpovedny za spravu o vysledku skisky. Zaznamy sa pocas stanovenej doby

archivuju tak, aby boli pocas tejto doby kedykol'vek dostupné.
1.3.2. Regula¢né diagramy — prvky interného riadenia kvality

Medzi hlavné Statistické diagnostické nastroje pouzivané na sledovanie dlhodobe;j

stability systému patria Shewhartove regulacné diagramy, ktorym sa venuje norma STN

ISO 8258. Walter Andrew Shewhart (1891 — 1967), americky fyzik, inzinier a Statistik,

zaviedol zakladné principy kontroly kvality priemyselného procesu formou jednoduchych

diagramov, ktoré¢ sa daju aplikovat’ aj na dlhodobé monitorovanie analytickej metddy
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po jej uspesnom zavedeni v laboratoriu. V analytickej praxi sa osvedCili dva druhy

regulacnych diagramov - kontrolny X-diagram a R-diagram rozpdti.

1.3.2.1. Regulacny X-diagram

Zakladom kontrolného X-diagramu je periodické meranie vhodnej kontrolnej vzorky
alebo slepej vzorky. Namerané hodnoty niektorych metrologickych charakteristik (asto
aritmetického priemeru duplicitnych stanoveni) sa v ¢asovom postupe zanasaju do grafu.
Namerané hodnoty su porovnavané s referenénou hodnotou, ktoru reprezentuje centrdlna
linia umiestnend v strede grafu. V regulacnom diagrame sa sleduje rozptyl
zaznamenanych vysledkov okolo centrdlnej linie a Statisticky stanovenych hranic -
varovnych a regulacnych medzi (obr. ¢. 9), s cielom odhalit zmeny a mimokontrolné
situdcie. Taktiez sa sleduji aj hodnoty neobvyklého zoskupenia tvoriace neziaduce
trendy, ktoré norma presne popisuje. Mimokontrolné situdcie a trendy signalizuja
nevyhovujlci stav meracieho systému. V takom pripade sa hl'ada pric¢ina a robia sa

napravné opatrenia.

Stanovenie dusi¢nanov v RM - X-diagram
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Obr. ¢. 9 Regulacny X-diagram

1.3.2.2. Regulacny R-diagram rozpiitia

Zéakladom regulacného R-diagramu rozpitia je periodické sledovanie minimalne dvoch
duplicitnych stanoveni vhodnej kontrolnej vzorky alebo slepej vzorky a zanasanie ich
rozpétia do grafu v ¢asovom postupe. Namerané hodnoty su porovnavané so Statisticky
stanovenou centrdlnou liniou referen¢nej hodnoty. Podobne ako pri regulacnom
X-diagrame sa sleduje rozptyl hodndt okolo centralnej linie a Statisticky stanovenych

hranic - varovnych a regulacnych medzi (obr. ¢. 10), s rovnakym cielom odhalit’ zmeny
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a mimokontrolné situacie. Tiez sa sleduju hodnoty neobvyklého zoskupenia tvoriace

neziaduce trendy.

Stanovenie dusicnanov v RM - R diagram

Regulaény R-diagram rozpatia

rozpétie c. priamka UCL  -meeeeee UTL‘
45
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Obr. ¢. 10 Regula¢ny R-diagram rozpétia

1.3.3. Vyjadrovanie vysledkov skisok

Vysledky merania maju byt vyjadrené vo veli¢inach a jednotkach, v akych su vyjadrené

aj limitné hodnoty v pravnych predpisoch a norméch. NajcastejSie sa pouziva:

- hmotnostnd koncentrdcia p [g/1], [mg/l], [ng/l]

- ldtkova koncentrdcia ¢ [mol/l], [mmol/I], [umol/I]

- percentualny podiel hmotnosti alebo objemu, vyjadreny ako

- hmotnostné percento [%] ™/m - hmotnost’ rozpustenej latky v pomere k celkovej

hmotnosti roztoku

- objemové percento [%] VIv - objem latky v pomere k celkovému objemu roztoku

Vyjadrenie vo forme ppm (z angl. parts per million), ppb (z angl. parts per billion) sa

neodporuca.
Pri kvantitativnom stanoveni mézu nastat’ 3 pripady:
- obsah sledovanej latky je v koncentracnom intervale 0 az LOD

- obsah sledovanej latky je v koncentra¢nom intervale LOD az LOQ

- obsah sledovanej latky je rovny alebo vyssi ako LOQ
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Pre vyjadrovanie vysledkov nie je ustaleny jednotny postup. Jednym z vhodnych
a vystiznych spdsobov zapisu je vyjadrenie s pouzitim parametrov metédy LOD, LOQ

a neistoty, ako je to znazornené na obr. ¢. 11 a v ukazke 3 na obr. ¢. 12.

- Vysledok z intervalu 0 az LOD sa zapise v tvare ND (z angl. not detected)
s vypocitanou hodnotou LOD uvedenou v zatvorke, ¢o znamena, ze latka nebola danou
metodou detegovatelnd. Je to kvoli tomu, ze vysledok v tvare 0,0 nemusi znamenat’
uplnt nepritomnost’ sledovanej latky, citlivejSia metéda méze dokazat’ koncentracie,

ktoré sa pre menej citlivii metddu javia ako nulové.

- Vysledok z intervalu LOD az LOQ sa zapiSe v tvare < Ciselna hodnota LOQ, ¢o
znamena, ze hodnota nebola danou metdodou kvantifikovatel'na. V tychto pripadoch sa
neistota U k vysledku nezapisuje, pretoze v tejto oblasti ma plne in hodnotu (ovela

vyssiu) ako v meracom rozsahu.

- Vysledok z intervalu vyssi ako LOQ ma uz priradent akceptovatel'nu neistotu, zapise
sa v tvare strednej hodnoty opakovanych merani + neistota U, pricom pocet
desatinnych miest je rovnaky.

b — Obr. ¢. 11
O v~

! - — Sposoby zapisu vysledkov
Loq @E_//C v zavislosti od koncentrécie

Ukazka 3 Zapisy vysledkov stanovenia olova v pitnej vode (obr. €. 12)

Pouzita metoda ET AAS ma pre stanovenie olova v pitnej vode parametre LOD = 0,0010

mg/l, LOQ = 0,0030 mg/1 a neistotu 0,0019 mg/1 pre cely pracovny rozsah.

Pouzitim tejto metddy sa zistil vysledok pre vzorku a) 0,0008 mg/l, pre vzorku b) 0,0025
mg/l, pre vzorku c) 0,007 mg/l a pre vzorku d) 0,015 mg/l. Zapis vysledkov je v tvare:

A S n — 0.0008 mg/l
. ! + 0,010 N
Timit] Pb mgl zapis
IND (0.001) mg/1
ST ) o 0smgl
limit| Pb mgll .
Zapis
EU,DDS mgfll
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0 [ To00n0+®@o0i® o0 : ~ 0.007mgl
' ' ' mgill Zapis
L0Q Tlimit | Pb :
[oa] - 0,0070 + 0,0019 mg/l
Hodnota vyhovuje limitu
d [T 0010<__0,0160+ G0018) > 0.015mg/l
| ! . | . mall Zdp1S
limit | P |E5150J_r 0,0019 mg/l
Hodnota nevyhovuje limitu

Obr. ¢. 12 Ukazka zapisov vysledkov — olovo v pitnej vode

Ukazka 4 Vyber metody pre stanovenie kadmia v pitnej vode

Rozhodnite, ¢i metéda na stanovenie kadmia v pitnej vode, s validaénymi parametrami
LOD = 0,135 ng/l, LOQ = 0,405 pg/l, spravnostou 0,042 ug/l a neistotou 0,885 g/l
vyhovuje kritéridm VyhlaSky MZ SR €. 247/2017 v zneni ¢. 97/2018 Z. z.

Kadmium v pitnej vode
Parameter LOD LOQ Spravnost Neistota | Limit
Poziadavky vvhldsky % 10 30 10 25
Pofiadavky vvhlaslky Lzl 0.3 1.5 0.3 1,25
Parametre metody L/l 0,133 0,405 0,042 0,885 >
_ . . pgl | 0,135=05 | 0405=15|0,042=05 |0.885=125 hel
Splnenie poziadaviy 7 7 vz v

Metoda vyhovuje v danych parametroch legislativnym poziadavkam.

Ukéazka 5

Vyber metody pre stanovenie olova v pitnej vode

Rozhodnite, ¢i metdoda na stanovenie olova v pitnej vode, s validanymi parametrami

LOD =0,99 pg/l, LOQ = 2,97 pg/l, spravnostou 1,49 ug/l a neistotou 2,95 ug/l, vyhovuje

kritéridam VyhlaSky MZ SR ¢. 247/2017 v zneni €. 97/2018 Z. z.

Olovo v pitnej vode
Parameter LOD LOQ Spravnost Neistota | Limit
Poziadavky vvhlisky % 10 30 10 25
Poradavky vvhlasky Lg/l 1.0 3,0 1.0 2,5
Parametre metody gl 0.99 2,07 1.49 2,95 10
— nel | 099=10 | 297=30 | 129-10 | 295525 | "
Splnenie poziadavky v v % %

Metoda nevyhovuje legislativnym poziadavkam, nakol’ko parameter spravnost’ a neistota
su prili§ vysoké oproti nastavenym kritéridm. Na stanovenie olova v pitnej vode je

potrebné pouzit in metddu, prip. sa pokulsit’ odstranit moznu systematicka chybu,
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prehodnotit’ kalibracny model, vylepsit vytaznost’, identifikovat’ vSetky zdroje neistoty,

pokusit’ sa znizit’ vplyv najzavaznejSich prispevkov a pod.
1.3.4. Interpretacia vysledkov s neistotou

Pri interpretacii vysledkov voci legislativne stanovenym limitnym hodnotdm by sa mali
brat’ do tivahy oba faktory — vysledok aj interval neistot. Pri posudzovani vysledkov a ich

neistot moze nastat’ 5 pripadov, ako to znazornuje obr. ¢. 13:

Vysledok + neistota Jnad limitom Obr. &. 13
Limt @ P ) ld) Je) Neistota a porovnanie s limitnou
hodnotou

MPH L %
gt

(Upravené podra: Eurachem/CITAC, 2012)
a) Vysledok s celym intervalom neistoty je pod limitom - vysledok vyhovuje.

b) Vysledok je pod limitom, ale s pripo¢itanou neistotou sa rovna prave limitu - vysledok

vyhovuje, ak limitom je najvyssia pripustnd hodnota (poslednd vyhovujica hodnota).

€) Vysledok je sice pod limitom, ale limit je v intervale neistoty, teda existuje
pravdepodobnost, Ze skutocny vysledok leZi nad limitnou hodnotou; vysledok sice

nevyhovuje, ale je potrebné individualne posudenie podl'a okolnosti.

d) Vysledok je sice nad limitom, ale interval neistoty zasahuje aj pod limit; existuje
pravdepodobnost’, ze skuto¢ny vysledok by mohol este lezat’ pod limitnou hodnotou -

vysledok sice nevyhovuje, ale potrebné je individualne posudenie podl'a okolnosti.

e) Vysledok s celym intervalom neistoty je nad limitom - vysledok nevyhovuje.

Ukéazka 6 Interpretacia vysledku

Rozhodnite, ¢i je dodrzana maximalna pripustna hodnota pre kadmium v pitnej vode
stanovena vyhlaSkou MZ SR na 5 pg/l, ked’ sa pri rozbore vody zistila hmotnostna

koncentracia p (Cd) = 4,115 pg/l £+ 0,885 ug/l.

p(Cd) =4,115+0,885ugll = p(Cd) =(3,23:5,0) ug/l < MPH (Cd) 5 g/l
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Maximalna pripustna hodnota pre kadmium v danej pitnej vode bola dodrzana, kvalita

vody pre tento parameter vyhovuje poziadavkam.
1.3.5. Metrologicka nadviznost’ a vysledky merani

Podla definicie metrologickd nadviznost (angl. traceability) je viastnost vysledku
merania, pomocou ktorej sa vysledok mozZze vztahovat' na urcenu referenciu
prostrednictvom dokumentovaného nepreruseného retazca kalibracii, z ktorych kazda
prispieva K urcenej neistote merania. Predstavuje nepreruseny retazec porovnani od
primdrneho etalonu na realizdaciu jednotiek SI, cez narodny etalon, sekundarny etalon az

po pracovny etalon v laboratoriu.

Uz vstarom Egypte bola zavedena dizkova jednotka kubit (kralovsky laket). Bol
odvodeny zdizky predlaktia panujuceho faraéna, zmeranej od lakta po koniec
prostrednika. Povodnd miera sa preniesla vytesanim do granitového kamena ako
referenény etalon a pre stavebnych robotnikov sa vyhotovili granitové alebo drevené
kopie, v dneSnom ponimani pracovné etalony. ESte v nedavnej historii kazda krajina
pouzivala svoje vlastné miery. Predchodcom dne$ného systému bol Metricky systém,
ktory vznikol vo Francuzsku. Tvorili ho platinové etalony metra a kilogramu, dodato¢ne
oznacené ako archivny meter a archivny kilogram. V suvislosti s priemyselnou revoltaciou
a hospodarskym trendom sa objavila potreba jednotnej sustavy jednotiek, ktord sa mala
pouzivat' celosvetovo. V sucasnosti je zavedeny medzinarodny systém jednotiek Sl
uznany 56 §tatmi BIPM a 41 pridruzenymi Statmi a ekonomikami, ktoré podporuju
a financuju staly vedecky institat BIPM - Medzinarodny urad pre vahy a miery (z franc.
Bureau Internationaldes Poids et Mesures).

Systém SI zahffia definicie medzinidrodne uznanych meracich jednotiek na zaklade
prirodnych konstant (fyzikélnych javov). Posledna redefinicia zdkladnych jednotiek bola
vykonana v roku 2018. Jednotky st definované tak, aby boli univerzalne dostupné. Kazda
meracia jednotka je v praxi technicky realizovatelna vedeckymi metédami, napr.
realizacia metra laserovym li¢om. Zrealizovana fyzikalna veli¢ina sa nazyva etalon, ktory
reprezentuje jej hodnotu s prislusnou neistotou a sliuzi ako referencia. Etalon moze byt

fyzicky realizovany meracim zariadenim alebo referenénym materialom.

Uchovavanim néarodnych etalénov a realizdciou zhmotnenej miery jednotiek podla ich
definicie su poverené narodné metrologické ustavy. Na Slovensku je to Slovensky

metrologicky ustav, skratka SMU, ktory aj zastupuje krajinu na medzinarodnej trovni.
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SMU uchovava, vykonava primarne realizacie metrologickych jednotiek a odovzdava
hodnoty jednotiek alebo stupnic hodndt zetalonov s najvysSimi metrologickymi
parametrami podl'a schémy nadviznosti na etalény nizsich radov, az na pracovné meradla
prislusnej veli¢iny. Tento proces je sprevadzany zvySovanim neistoty, kazdy prenos
vysSieho etalébnu na niz8i aj pri najpreciznejSom merani niekol’konisobne zvicSuje
neistotu stanovenej jednotky.

Koncovy pouzivatel moze ziskat nadvdznost na najvysSiu medzindrodnii droven
prostrednictvom sekundarneho kalibra¢ného, zvédcsa akreditovaného laboratoria, alebo
pokial to jeho poziadavky na presnost vyzaduji, az priamo od narodného prip.
rovnocenného zahrani¢éného metrologického ustavu. Vyrazny rozdiel medzi sposobmi
ziskania nadvédznosti je v miere neistoty hodnoty etalénu alebo kalibracie a v cene.
V kazdom pripade musi byt tento proces zabezpeceny etalonom, ktory je v hierarchii
etalonov na vyssej Grovni a nadvédznost’ jeho merania siaha az po realizaciu jednotky SI.
Vysledky hodndt etalénov a kalibracii spolu s neistotami musia byt zdokumentované

v certifikatoch.

Obr. ¢. 14 znazoriiuje postupnost’ nadvéznosti etalonov a kalibracii od definicie jednotky
cez jej realizaciu a zmaterializovanie prostrednictvom narodnych etalénov, cez kalibréacie

referenénych etaldonov smerom cez pracovné etalony az ku kone¢nému meradlu.

Schéma
nadvaznosti merani

Obr. ¢. 14

Schéma nadvéznosti merani

Narodny
metrologicky ustav

Nérodné etalony

- najvyssia uroven - primarny etalon
Kalibraéné laboratoria

(akreditované) . , s ,
- népreruseny retazec porovnani

vV

Referenéné etalony ; e
Z vysSich radov na nizsie

Pracoviska,
podnikové kalibraéné laboratoria

Pracovné etalény - vysledok merania alebo hodnota
Koncovi uzivatelia meradia etalonu - prepojenie na vyssie rady
Pracovné meradlo
neistota \

- rast neistoty smerom K niz§im radom

Tento jednoduchy princip sa dd l'ahko implementovat do fyzikadlnych merani. Pri
chemickych meraniach je situdcia zlozitejsia. Kalibrovat’ je mozné len meracie zariadenia
prostrednictvom certifikovanych referencnych materidlov alebo referen¢nych materialov.

Napr. pouzitie primarneho CRM (vodny roztok oxidu holmia) na kalibraciu stupnice
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vlnovej diZky pristroja pre UV-VIS spektrometriu, ¢im sa realizuje prenos hodnét na

narodny etalon.

Chemické merania ¢asto neprebiehaju v takych riadenych a definovanych podmienkach
ako fyzikalne, zavisia od povahy vzorky. Preto  nadvédznost merania v oblasti
chemickych merani poskytuju matricové certifikované referencné materialy a standardné
referencné metody (normalizované), pokial su k dispozicii. V pripade, Ze pre stanovenie
daného analytu v danej matrici je dostupnd normalizovanad metoda, je zarukou, Ze na

dvoch réznych pracoviskach budi porovnatel'né podmienky pre merania.

CRM maja preukazatelnti nadvéznost' na narodné a medzinirodné Standardy a maju
doloZenu neistotu certifikovanej hodnoty analytu. St vel'mi spol'ahlivé, odportica sa ich
pouzitie vSade, kde je to mozné. Dokaz o nadvdznosti je uvedeny v kalibraénych

certifikatoch.

Pouzitie matricovych CRM vsak ma vyznam iba vtedy, ak sa priblizuji svojim zlozenim
realnym vzorkam a ak certifikovana hodnota stanovovaného analytu je na porovnatel'nej
koncentra¢nej urovni. V praxi sa matricové CRM vzhladom na finan¢né naklady
nepouzivaji na kalibraciu. Zaraduju sa v pravidelnych intervaloch ako vzorky
zabezpecenia kvality k meraniu série realnych vzoriek niekolkokrat do roka podla
potreby. Chemické merania naviazané na CRM poskytuju porovnatel'né a medzinarodne

akceptovatelné vysledky.
Otazky ku kapitole

1 Na zaklade kalibracného vztahu z tabulky zistite, aka je hmotnostnd koncentracia

niklu vo vode, ked’ bola metédou ET AAS namerand absorbancia vzorky A = 0,431.

Kalibra¢né roztoky niklu — ET AAS
£ (ND) pgl) 0 10 20 30 40 50
absorbancia |0,000]0.066|0,132|0,198]0.264 | 0,330

2 Ako by ste zapisali vysledok skuSky na obsah patulinu v ovocnej §tave, kde bola
metddou HPLC s LOD = 5,5 pg/kg, LOQ 16,5 ng/kg, neistotou U = 0,007 mg/kg
stanovend hodnota 0,015 mg/kg?

3 Vysvetlite, na ¢o sluzi CRM.

4 Akym sposobom zapiSete vysledok merania obsahu etylalkoholu v alkoholickom
napoji, ked” sa sktSobnou metédou s parametrami LOD = 0,21, LOQ = 0,63
a neistotou U = 0,41 objemovych percent zistila hodnota 11,89 objemovych percent?
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5 Zistite hmotnostni koncentraciu zeleza v neznamej vzorke, pri ktorej bola zistena

absorbancia A(vz) = 0,129, namerana metdédou FLAME AAS s kalibratnym vztahom
A = 0,04983 p (mg/l) + 0,005 .

Odpovede st na str. 92
2. CHEMICKE A FYZIKALNO-CHEMICKE VYSETROVACIE METODY
2.1. Chemické vySetrovacie metody zakladné

Zakladné vysetrovacie metddy patria medzi klasické metoédy analytickej chémie. Boli
vyvinuté v 18. storo¢i pre poziadavky textilného priemyslu. Skumaju zloZenie daného
objektu (vo forme roztoku, vyluhu a pod.) prostrednictvom chemickych reakcii. Vhodne
zvolenymi reakciami je mozné zistit' pritomnost’ ¢i nepritomnost’ uréitych latok, t. j.
kvalitativne dokazat’ jednotlivé zlozky v skumanej vzorke. Taktiez umoziuju aj ich
kvantitativne stanovenie, ¢im poskytuji informéciu o mnozstve daného komponentu
alebo 0 vzajomnom pomere viacerych zloziek. Medzi zakladné metddy, ktoré umoziuja

dokaz aj stanovenie skimanych latok, patri odmerna analyza a gravimetria.
2.1.1. Odmerna analyza

Odmerna analyza (iny nazov volumetria, latinsky volumen - objem), je metdda zalozena

na merani objemu odmerného roztoku skimadla - titracného cinidla - S presne zndmou

koncentraciou, ktoré reaguje s uréovanou latkou - analytom. Skuimadlo sa postupne
pridava do roztoku vzorky so skiimanou latkou az dovtedy, kym neddjde k Gplnému
ukonceniu reakcie. Tento proces sa nazyva titrdcia (franctzsky titre — hodnota, Cistota,
rydzost’). Reakcia je ukoncena vtedy, ked’ cela stanovovana zlozka chemicky zreagovala
s titratnym cinidlom. Z objemu spotrebovaného ¢inidla a jeho znadmej koncentracie sa
podl'a stechiometrie reakcie vypocita mnozstvo alebo koncentracia stanovovaného

analytu.
2.1.1.1. Zaklad odmerného stanovenia

Zakladom odmerného stanovenia je chemicka reakcia, ktorej priebeh musi byt

- Jednoznacny, t. J. bez vzniku vedlajsich produktov, ktory sa da opisat chemickou

rovnicou
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podla zndmej stechiometrie, aby bolo mozné pomocou stechiometrickych koeficientov

vypocitat’ latkové mnozstvo stanovovaného analytu

kvantitativny, aby stanovovana zlozka zreagovala cela

dostatocne rychly, latky musia zreagovat’ pocas premieSavania titrovaného roztoku po
pridavku ¢inidla v niekol’kych sekundach; niektoré pomalSie reakcie sa mézu urychlit

pridanim vhodného katalyzatora

vyrazny, sledovatelny (zmena farby, tvorba zrazeniny a pod.), umoznujici
zaregistrovat’ koniec reakcie, kedy vSetok urCovany analyt zreagoval a d’alsi pridavok

¢inidla uz nema s ¢im reagovat’.

Podmienkam vyhovuji 4 typy reakcii, podla ktorych st aj metdédy odmernej analyzy

rozdelené:

- Acidobazické titracie (acidimetria a alkalimetria)

Su zaloZené na reakciach kyselin a zasad, kde zakladom stanovenia je vymena protonu
H*. Su to reakcie, kde titratnym ¢inidlom je bud’ roztok kyseliny so znamou
koncentraciou a stanovovana latka je zasada, vtedy ide o acidimetriu. Alebo naopak,
ak stanovovanou latkou je kyselina, titruje sa odmernym roztokom zasady SO znamou

koncentraciou, vtedy sa jedna o alkalimetriu.

Komplexotvorné titracie, zaloZzené na tvorbe komplexnych zlu¢enin.

Zrazacie titrdcie, zaloZzené na vzniku malo rozpustnej zrazeniny.

Oxidacno-redukcné titrdcie, zalozené na vymene elektronov medzi reakénymi

partnermi, pri ktorej sa meni oxida¢ny stupen latok. Ak je titranym cinidlom
oxidujici roztok, ide o oxidimetriu, ak sa titruje redukujucou latkou, ide

o reduktometriu.

2.1.1.2. Zariadenia na odmerniui analyzu

Na samom zaciatku vyuzivania odmernej analyzy bola meradlom objemu c¢inidla ¢ajova

lyzi¢ka. Postupom cCasu sa zaCalo pouzivat' Specidlne laboratérne sklo. Meradlom na

presné meranie objemu titratného ¢inidla sa stala byreta - sklena trubica s vypustnym

uzaverom, vybavena stupnicou objemov (obr. €. 15a). Roztok obsahujuci skiSanu latku je

V titracnej banke (obr. ¢. 15b). Pri manualnej titracii sa v titratnej banke kruzivym

pohybom premiesava pridavané ¢inidlo s titrovanym roztokom (obr. ¢.15c)
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Obr. ¢. 15 Zariadenie na odmernu analyzu

V sucasnosti sa viac vyuzivaju automatické digitadlne byrety, ktoré umoznuju davkovat aj
malé davkovacie objemy pre velmi presnu titraciu. Titrdcia nemusi byt manudlna,

mieSanie zabezpecuje elektromagneticka mieSacka.

Ukoncenie reakcie je indikované bud’ subjektivne - vizudlnym pozorovanim zmien
Vv roztoku, alebo objektivne - meranim vhodnej fyzikalnej vlastnosti roztoku, napr. pH,

vodivosti, absorbancie a i. Tento koncovy stav reakcie sa oznacuje ako bod ekvivalencie

alebo tiez stechiometricky bod a znamena, ze pridané latkové mnozstvo titratného ¢inidla

je ekvivalentné latkovému mnoZstvu pritomnej skiimanej latky.

Koncovy bod reakcie sa pri vizualnej titracii najcastejSie indikuje pomocou pridavku
vhodnych chemickych latok - tzv. indikdtorov - ku skimanej vzorke, niekedy je mozné
bod ekvivalencie pozorovat' aj priamo. Vizualna titracia vyzaduje vhodné osvetlenie
pracovného miesta, napr. rozptylenym dennym svetlom, priame slne¢né svetlo nie je
vhodné. Farebna zmena sa pozoruje proti bielemu podkladu. Vznik zakalu sa pozoruje

proti tmavému podkladu.

Chemické zlozenie odmerného roztoku titraéného Cinidla sa ¢asom mdze menit, preto je
pred analyzou potrebné stanovit jeho presni koncentraciu. Stanovenie presnej
koncentracie ¢inidla v odmernom roztoku sa nazyva Standardizdcia. Vykonava sa
titracne pomocou latok, ktoré st na vzduchu stale, maju definované zlozenie a dobra

rozpustnost’ vo vode. Oznacuju sa ako zdkladné latky alebo tiez volumetrické Standardy.
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2.1.1.3. Vyhody a nevyhody odmernej analyzy

Vyhody odmernej analyzy

Metoda poskytuje vysledky bez pouzitia etalonov. Patri preto medzi priame, nezavislé
metoédy, v starSej terminoldgii oznaCované ako absolutne. Je jednoduchd, rychla,
dostatoéne presna pre koncentracie analytov 102 az 104 mol/l, ekonomicka, bez narokov

na draht pristrojovu techniku a prevadzku.

Nevyhody odmernej analyzy

Metdda nie je vhodnd na stopovi analyzu, vyzaduje dostatoéné mnozstvo vzorky
a skuseného analytika.

2.1.1.4. Priklady analytického vyuZitia odmernej analyzy vo verejnom zdravotnictve
Ukazovatele kvality vody: stanovenie vapnika, horcika, chemickej spotreby kyslika,
tvrdosti, kyselinovej neutraliza¢nej kapacity a i.

Ukazovatele kvality potravin: stanovenie chloridov (NaCl), kyslosti, stanovenie
peroxidového ¢isla v tukoch a i.

2.1.2. Gravimetria

Gravimetrickd metdda v SirSom ponimani zahfila metddy zaloZené na merani hmotnosti
odseparovanych zloziek. Vazenie sa uz odddvna vyuZzivalo pri ur€ovani zloZenia kovov.

Gravimetria v uzSom ponimani je vazkova metdda zalozena na vylucovani stanovovanej
latky vo forme malo rozpustnej zliceniny, ktora vhodnym postupom zreaguje na
zrazeninu presne definovaného zlozenia. To znamend, Ze sa da vyjadrit chemickym
vzorcom. Jej hmotnost’ sa zistuje vazenim. Z hmotnosti navazku vzorky a z hmotnosti
ziskanej zrazeniny vo vaZitel'nej forme sa na zaklade stechiometrickych vztahov vypocita

obsah stanovovanej latky v hmotnostnych percentach.
2.1.2.1. Pracovny postup gravimetrickej metody

Pracovny postup gravimetrickej metddy pozostava z niekol’kych krokov:

1. Reakcia skimanej zlozky so zrazadlom
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- vyuzivaju sa Specifické alebo selektivne zrazadla, ktoré dovoluju izolovat danu

latku aj zo zlozitejSej zmesi.
2. Zrdzanie

- stanovovany analyt sa vyla¢i ako malo rozpustnd zrazenina, ktora musi byt

vyzrazana v ¢o najcistejSej a dostatocne stalej forme
- rozpustnost’ zrazeniny nemdze byt pri laboratornej teplote va¢sia ako 1.1074 g /I.
3. Filtrdcia
- zrazenina musi byt’ dobre filtrovatel'na, aby sa izolovala z roztoku filtraciou

- pouziva sa filtracny papier s rdéznou velkostou podrov alebo filtraény téglik

s porovitou vlozkou — fritou, vel’kost’ porov sa voli podla potreby.

4. Premyvanie

- po filtracii sa zrazenina premyva vhodnym premyvacim roztokom, v ktorom je

vwe

- aby sa zrazenina opdt nerozpustila, pouziva sa iba nevyhnutné mnoZstvo
premyvacieho roztoku - podl'a druhu stanovovanej latky je to zriedeny roztok

zrazadla alebo destilovana voda, prip. organické rozpustadlo.

5. SuSenie /Zihanie - Giprava na vazitelnu formu

- po premyti sa zrazenina spolu s filtrom vysusi pri danej teplote do konStantnej
hmotnosti vo vopred vysusenej a odvazenej navazovacke

- Vniektorych pripadoch je potrebné zrazeninu nielen vysusit, ale aj vyzihat' pri
vysokych teplotach v zihacom tégliku

- po suSeni/zihani sa zrazenina nechd vychladnit’ na laboratornu teplotu v nadobe

so suSidlom - exsikdtore, aby sa do nej nedostala vzdu$na vlhkost’ a prach, ¢o by

vazenie zat'aZilo chybou.

6. Meranie hmotnosti — vaZzenie

- hmotnost’ sa zmeria vazenim na vysoko citlivych analytickych vahach.
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2.1.2.2. Vyhody a nevyhody gravimetrie

Vyhody gravimetrie

Metoda podobne ako odmernéd analyza poskytuje vysledky bez pouzitia etalénov. Patri
tiez medzi priame, nezavislé metody. Je financne nenaro¢nd, dostatocne presnd, avsak nie

je vhodna pre stopovu analyzu.
Nevyhody gravimetrie

Nevyhodou je dlhy cas potrebny na analyzu, metdda tiez vyzaduje dostatocny objem

vzorky a skuseného analytika.
2.1.2.3. Priklady analytického vyuZitia gravimetrie VO verejnom zdravotnictve

Ukazovatele kvality vody: stanovenie celkovych rozpustenych latok, nerozpustenych
latok

Ukazovatele kvality potravin: stanovenie tuku
Ukazovatele kvality ovzdusia: stanovenie pevného aerosélu v ovzdusi
Otazky ku kapitole

6 Ako sa nazyva odmerné sklo na stanovenie spotrebovaného objemu titratného
¢inidla?

7 Co je odmerny roztok?

8 Preco je potrebné Standardizovat’ odmerné roztoky?

9 Moze sa vysuSena alebo vyzihana zrazenina nechat’ vychladit’ na voI'nom vzduchu?

Odpovede st na str. 92
2.2. Fyzikalno-chemické metddy - optické metody

Optické metody vyuzivaju interakciu atomov, molektl aidnov analyzovanej sustavy
a elektromagnetického ziarenia. VSetky elektromagnetick¢ viny sa S$iria vo vakuu
rovnakou rychlostou 3.10% m/s, aviak ich energia je rozdielna, je dana vinovou dizkou A.
Interval vietkych vlnovych diZok od najvd¢sich po najmensie sa nazyva spektrum.
Z praktického hladiska je celé spektrum rozdelené na zaklade vlnovych diZok na skupiny,
¢o znazornuje obr. ¢. 16, medzi ktorymi nie su ostré hranice. Oblast’ viditeIného svetla

(VIS) je len malym intervalom od 380 nm do 780 nm z celej $kaly vlnovych dizok od
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10*m (radiové viny) az po 10~ ¥ m (gama luc¢e). Nazov spektrum (latinsky spectrum -
obraz, tikaz) zaviedol uz Isaac Newton (1643 — 1727) pri svojich experimentoch na popis
farieb duhy. Spektrum duhy vznikad disperziou polychromatického bieleho svetla na
vodnych kvapkach, v meracich pristrojoch sa pouzivaji na rozklad svetla optické mriezky

a hranoly (prizmy), ako znazorfiuje obr. &. 17.

Elektromagnetické spektrum

e e N N WAVAVAVA T )
radiové —

L\V‘ SW | TV iﬂ\]{ mikro
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10 102 1 102 104 10_6|| 1078 10710 10-12 1914
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Obr. ¢. 17 Vznik spektra
disperziou na hranole

7

410
vinovi dizka A (m) (Upravené podla: http://mww.
yorku.ca/ eye/spectru.htm)

Obr. ¢. 16 Elektromagnetické spektrum

(upravené podrla http://pk-info.spsepn.edu.sk/studium/ucebtext/ele/siete/elmag_vina.pdf)

Pri interakcii elektromagnetického ziarenia so vzorkou nastavaju viaceré¢ fyzikalne
a chemické procesy. Ziarenie sa sdasti absorbuje, sdasti odraza, vyvolava elektronové
prechody a nasledné emisie, vedie k chemickym reakciam atd’. Povahu a vel’kost’ tychto
zmien vyuZiva na ziskanie analytickych informacii o vzorkdch a objektoch vedna

disciplina s nazvom spektroskopia (grécky skopein - skamat’, prezerat)).

Zaciatok modernej analytickej spektroskopie sa datuje do roku 1861 a pripisuje sa
Gustavovi Robertovi Kirchhoffovi (1824 — 1887) a Robertovi Wilhelmovi Bunsenovi
(1811 — 1899). Tito nemecki prirodovedci sa zasluzili o zdokonalenie optického pristroja
spektroskopu, pomocou ktorého mohli bez rusivych vplyvov detailne skumat’
charakteristické emisné aj absorpcné spektra prislichajuce Cistym latkam. Vytvorili
katalog spektier znamych prvkov, popritom objavili dva nové, pomenované po farbach
svojho spektra — cézium (modrd) a rubidium (Cervena). Porovnavanim spektier dokazali
analyzovat aj chemické zloZenie slnecnej atmosféry. Poukazali aj na to, Ze spektrd

atdbmov emisné aj absorpéné mozu byt zakladom vykonnej chemickej analyzy.

Metddy, ktoré vyuzivaji poznatky spektroskopie, sa delia na nespektralne a spektralne.
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2.2.1. Nespektralne optické metody

Pri nespektralnych metdédach nedochadza k vymene energie medzi latkou a Ziarenim,

po interakcii dochadza k zmenam vlastnosti ziarenia — rychlost’, smer, rozptyl a i.
2.2.1.1. Nefelometria, turbidimetria, refraktometria

Nespektralna analyticka metoda zalozend na fotometrii rozptyleného svetla sa nazyva

nefelometria_(grécky nefele — hmla). Na merani rozptylom zoslabeného svetla je

zalozena turbidimetria (angl. turbid — zakaleny). Obe zakalomerné pracovné techniky sa

pouzivaji na analyzu koloidnych sustav.

Pri prechode svetla z jedného optického prostredia do prostredia s inou mernou hmotnost'ou
sa meni jeho prienikova rychlost’, ktord vSak v praxi nie je dost’ dobre meratel'na. Fyzikalnym
dosledkom zmeny prienikovej rychlosti je zmena smeru prieniku la¢ov, ¢o sa prejavi ako lom
na rozhrani dvoch optickych prostredi. Pre tto situaciu je definovany index lomu, ktory

vyuziva refraktometria (angl. refraction — lom). Index lomu je pri stalych podmienkach

fyzikalnou konStantou latky, mozno ho preto vyuzit’ na identifikaciu.

2.2.1.2. Priklady analytického vyuZitia nespektrilnych metod vo verejnom

zdravotnictve

- Ukazovatele kvality potravin: stanovenie cukrov v sladenych napojoch a sirupoch

refraktometricky
2.2.2. Spektralne optické metody

Pri spektralnych metodach dochadza k vymene energie medzi latkou a ziarenim.

Podl’a toho, ¢i sa analytickd informacia ziskava pri absorpcii (pohlcovani) fotonov alebo
pri vzniku, ¢ize emisii (vyziareni) fotonov, jedna sa o absorpcnu alebo emisni spektralnu
analyzu. Podla povahy skumanej latky sa spektroskopia tiez deli na atomovu

a molekulovu.
2.2.2.1. Analyza zaloZend na molekulovej absorpcnej spektrometrii

Spektrofotometria vo viditel’'nej a ultrafialovej oblasti

UV/VIS spektrofotometer vyuziva svetlo s vinovymi dizkami od 185 po 700 nm.
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Energia fotonov z viditeI'nej a ultrafialovej oblasti spektra je dostato¢ne velka na to, aby
pri interakcii s molekulou sposobila zmenu elektronového stavu danej molekuly. Pri
absorpcii svetla nastava interakcia elektrickej zlozky ziarenia s elektrickym pol'om
molekuly, ktoré je tvorené elektronmi pohybujucimi sa okolo jadier atomov. Elektrony sa
pohybuju v orbitaloch, ktorych energie su kvantované. Ak elektrony zaberaju najnizsie
energetické stavy, st v zdkladnom stave. Aby doSlo k absorpcii svetelného Ziarenia,
musia byt schopné po prijme fotonovej energie prejst’ na vyssSie energetické hladiny —
do excitovaného (vzbudeného) stavu, ¢im sa zvysi vnitorna energia molekuly o hodnotu,
ktora odpoveda rozdielu hornej adolnej energetickej hladiny. Excitovany stav je
nestabilny, molekuly sa vratia opédt’ do zdkladného stavu. Pravdepodobnost’ uskuto¢nenia
prechodu elektronov urCuje molovy absorpcny koeficient & danej latky, veliCina

charakteristicka pre kazdt hmotu.

Zakladom pre kvantitativnu analyzu zalozeni na merani absorpcie Ziarenia je

Lambertov-Beerov zakon. Plati pre zriedené roztoky, kde mozno zanedbat’ zmenu indexu

lomu so zmenou koncentracie meraného roztoku. Vystihuje ho obr. ¢. 18 a vztah (1.3):

Lambertov-Beerov zakon Obr. & 18
@, = @,.1075¢!
Lambertov-Beerov zakon
@y 2,
1 (Upravené podla:https://chem.libretexts.org/Bookshelves/
_ Physical_and_Theoretical Chemistry Textbook Maps/
A= -log (D./ @y .../Spectrophotometry)
Lambertov-Beerov zakon
_ec1 (L3) ¢ - molovy absorpény koeficient danej latky (I.mol™.cm™)
D, = @,y. 10
@y - ziarivy tok na vstupe do vzorky
@& - ziarivy tok vystupujuci zo vzorky
I - optické draha luca vo vzorke - hrabka kyvety (cm)
Cc - koncentracia absorbujlicej zlozky (mol.1™)
A=¢.l.cC (1.4) A - absorbancia- bezrozmerna veli¢ina pouzivana na popis
absorpcie
A= - log (D1 / @)
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Zo vztahu (1.4) vyplyva, Ze absorbancia A je pre urcity skimany roztok pri konstantne;j
hrubke kyvety | s pouzitim monochromatického ziarenia imerna koncentracii ¢ skiimanej
latky, ktorej prislicha moélovy absorpény koeficient ¢. Grafické znézornenie zévislosti
absorbancie a vinovej dizky pre dany roztok sa nazyva absorpcné spektrum, ma tvar
absorpcnej krivky. Na absorpCnej krivke sa hlada poloha, pri ktorej je absorpcia
najvacsia, tzv. absorpcéné maximum. Poloha odpoveda vlnovej dizke, ktora spravidla sluzi

na stanovenie ciel'ového analytu.

Prvé UV/VIS spektrofotometre sa zacali vyvijat' od 30-tych rokov minulého storocia
najmé pre vyskum vitaminov v strave, o ktorych sa predpokladalo, Ze absorbuji svetlo
z UV oblasti. V tom ¢ase bol proces analyzy este velmi zdihavy a mélo presny. V roku
1940 bol uvedeny prvy komercéne dostupny laboratorny pristroj, vyvinuty Arnoldom
Orvillom Beckmanom (1900 — 2004), americkym chemikom a vynalezcom, ktory

zjednodusil, urychlil a zlepsil presnost’ metody.

Aj ked’ sa moderné UV/VIS spektrometre vyrazne liSia od prvych, vSetky pracuju na
rovnakom principe. Zdrojom Ziarenia pre viditelna oblast’ je volfrdmova alebo
halogénova lampa, nevyhodou volframovej je jej nizsia Zivotnost’. Zdrojom ziarenia pre

UV oblast’ je vodikova alebo deutériova lampa.

Optickym hranolom alebo mriezkou sa svetlo zo zdroja rozlozi a pomocou $trbiny sa
z polychromatického spektra odfiltruje nepotrebné Zziarenie. Vzorkou potom prechadza
monochromaticky zvizok ultrafialového alebo viditeI'ného svetla s vybranou vinovou
dizkou. Meria sa rozdiel intenzity pred vstupom a po vystupe zo vzorky. Kyvety na
meranie v UV oblasti su kremenné, na meranie vo viditel'nej oblasti postacuje skleny
material. MnoZstvo absorbovaného svetla zodpovedd koncentracii absorbujucej zloZzky

vo vzorke. Schematicky nakres spektrofotometra znazornuje obr. ¢. 19.

Spektrofotometer Obr. ¢. 19
Kolimator Selektor vinovej dllik‘,r Detektor
[§|:|§|:|_vka] (§trbina) (foton&sobhig) Schematicky nakres
e I - spektrofotometra
Displej
Zdroj Monochromator Roztok vzorky
svetla (hranol, mriezka) v kyvete

(Upravené podra: chem.libretexts.org/Bookshelves/Physical_and_Theoretical_
Chemistry_Textbook..._Kinetcs/Spectrophotometry)
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Intenzita Ziarenia dopadajuceho na detektor je okrem stanovovanej absorbujucej zlozky
ovplyvnena aj absorpciou aodrazom na stenach kyvety, v rozpustadle a v optike
pristroja. Na kompenzaciu tohto vplyvu sa meranie vykonava vzhl'adom na porovnavaci
roztok. Porovnavacim roztokom je slepa vzorka bez pritomnosti analytu, pri ktorej sa

predpoklada rovnaky prejav vplyvov ako aj pri roztoku vzorky.

Molovy absorpény koeficient & vyjadruje absorbanciu roztoku danej zlGéeniny
s koncentraciou 1 mol.I"t, v kyvete s optickou drahou (hriibkou) 1 cm. BeZne sa jeho
hodnota nezist'uje, va¢sinou sa spolahlivo pouziva metoda kalibracnej krivky za pouzitia
Standardov o znamej koncentracii. Z nameranych hodnot absorbancii sa zisti matematicky

model vztahu A = f (p), kde A je_absorbancia a p je_ hmotnostna koncentracia. Moderné

meracie zariadenia umoziuju vlozit parametre kalibracnej krivky do paméte pristroja.
Platnost’” Lambertovho-Beerovho zdkona sa overuje zistovanim linearity kalibracnej

Krivky.
Priprava vzorky

K analyze sa pripravi presne definovany podiel vzorky, ktory sa spracuje prisluSnym

postupom do kvapalného stavu so zndmym objemom.
Vyhody a nevyhody UV/IVIS spektrofotometrie

Vyhodou UV/VIS spektrofotometrie je jej Siroka oblast’ pouzitia na analyzu organickych
aj anorganickych latok. Mnohé jej aplikdcie st vysoko citlivé, pri inych je mozné
citlivost’ zvysit pouZzitim kyviet s vdcSou optickou drdhou. Samotné meranie je pomerne
rychle, najbeZnejSia pristrojova technika nie je prili§ finan¢ne nakladna v porovnani

S inymi inStrumentalnymi metddami.

Nevyhodou je, ze metdda si vyZzaduje prevod pevnej vzorky do roztoku. Priprava vzorky
je pri niektorych postupoch pomerne naro¢na a zdihava. Analyticka vzorka niekedy nie je
stabilnd, moze sa menit’ v ¢ase, preto je Casto potrebné dodrziavat’ presne stanoveny Cas

merania.
Priklady analytického vyuZitia spektrofotometrickej metody vo verejnom zdravotnictve

- Ukazovatele kvality potravin: stanovenie dusitanov a dusi¢nanov v mise a miasovych

vyrobkoch, dusi¢nanov v zelenine, histaminu v rybacom méise a konzervach a i.

- Ukazovatele kvality vody: stanovenie dusitanov, dusi¢nanov, fosfore¢nanov,

kyanidov, tenzidov a i.
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Otazky ku kapitole
10 Je nevyhnutné k meraniam zarad’ovat’ slepu vzorku?

11 Je vyhodnejsie pouzit na kalibra¢nu krivku standardy, ktoré nemuseli prejst’

vSetkymi krokmi pripravy ako vzorka?
12 Mobze sa pomocou UV/VIS spektrofotometra merat’ absorbancia bezfarebnej latky?
13 Je mozné pouzit’ pre merania v UV oblasti sklené kyvety?
Odpovede st na str. 92

Ukazka spektrofotometrickej metdody je v prilohe A
2.2.2.2. Analyza zaloZend na atomovej absorpcnej spektrometrii

Atomova absorpéna spektrometria AAS

V praxi sa uz v 30-tych rokoch 20. storoCia vyuzivali absorpéné spektra molekul. Aj
emisné spektra atomov mali uz v tom case svoje vyuzitie, najmé pre ucely metalurgického
priemyslu. Napriek tomu, ze Kirchhoff a Bunsen este v 19. storo¢i zistili, ze pre
stanovenie kovov je vyhodné aj absorpcné spektrum atomov, myslienka jeho praktického
vyuzitia ostala dlho v tzadi. Tato pracovnu techniku zaviedol v roku 1952 v Australii
britsko-australsky fyzik Alan Walsh (1916 — 1998), ktory si uvedomil vyhody vyuzitia
absorpénych spektier pre atomy. Prvy komeréne dostupny pristroj AAS bol uvedeny az
v roku 1958.

Analyticka informacia pre metodu AAS je zalozena na absorpcii Ziarenia volnymi
atomami Stanovovaného prvku. Mierou koncentracie vol'nych atdomov elementu je ubytok
ziarenia pohltené¢ho touto latkou. Merany signal vznika pri elektronovych prechodoch

V atdbmoch.

Pre kazdy prvok su po prijme energie charakteristické rozdiely energii medzi
jednotlivymi elektronovym stavmi. Prechod z nizSej energetickej hladiny elektronu na
vysSiu nie je spontanny, ale je vyniteny pritomnostou ziarenia s vhodnou vinovou
dizkou, pri¢om sa selektivne absorbuje ¢ast’ Ziarenia. V stlade s Kirchoffovym zakonom
atom najsilnej$ie absorbuje fotony tej vinovej dizky, ktoré je schopny sam najsilnejsie
vyzarovat. Energia prijatych fotonov musi odpovedat’ energetickému prechodu

valen¢ného elektronu v zdkladnom stave na niektoru vysSiu hladinu. V praxi je tato

42



situacia vyrie$ena, ked’ zdrojom fotonov s potrebnou vinovou dizkou je rovnaky prvok

umiestneny V katode lampy.

Na to, aby sa zabranilo inteferenciam elektronovych prechodov s vibracnymi a rotanymi
prechodmi v molekule, ktoré su z hl'adiska atdomovej spektrometrie nevhodné, interakcia
ziarenia so vzorkou sa vykonava v rozzeravenom plyne. Vtedy dochadza v molekulach
Kk preruSeniu chemickych vézieb, idny st redukované prijmom elektronov zo spalovania
a vznikaju volné atomy. Na splynovanie vzorky a tym disociaciu jej molekul na atomy sa
vyuziva plamern, ktory dosahuje podl'a druhu paliva (najéastejSie acetylén) a oxidovadla

(vzduch, oxid dusny) teplotu 2 000 az 3 150 K alebo bezplamernovy grafitovy atomizér,

ktory sa elektricky zahreje az na 4 000 K. Pri tychto teplotach sa prevazna ¢ast’ vol'nych
atomov vacsiny prvkov nachadza v zédkladnom energetickom stave Eq a pohltenim fotonu
sa dostava na niektor z vyssich hladin Ex, ¢o je zndzornené na obr. ¢. 20. V AAS maju
najvacsiu pravdepodobnost’ prechody medzi zdkladnym stavom Eo a najbliz§im
excitovanym stavom E;. Tymto prechodom odpovedaju tzv. zédkladné rezonancné Ciary,

ktoré su pre atdmy jednotlivych prvkov najcitlivejSie a charakteristické.

E2 =T orravany | ODI- €. 20 Elektronové prechody pri AAS
i stav
f1 Prechod elektronu v zdkladnom stave Eo na vysSie energetické
hladiny E: a E2 po prijme energie
Po absorpcii fotonu v AAS je pravdepodobny prechod Eo - Ex
Pri AAS sa sleduje ubytok energie, ktora sposobila elektronovy
EO zé;(ladn\,? stav preChOd

Absorpciu Ziarenia pri danej vinovej dizke mozno vyjadrit pomocou absorbancie A, jej
vztah s hrabkou absorbujuceho prostredia a jeho koncentraciou je dany Lambertovym-
Beerovym zakonom A= ¢. | . ¢ (vztah 1.4), kde | je hrubka absorbujucej vrstvy, C je
pocet atomov v zdkladnom stave akonStanta gje molovy absorpény koeficient,
charakteristicky pre absorbujici prvok. To znamend, ze ¢im je vysSia koncentrcia

sledovanej latky, tym menej svetla sa deteguje v meracom systéme.
Zariadenie pre atomovu absorpénu spektrometriu

V stcasnosti sa vyrabaju pristroje AAS najroznejSej konstrukcie. Vo vSeobecnosti sa
zariadenie skladd zo zdroja Ziarenia, atomizatora, monochromatora, detektora
a indikacného systému, ktory spraciva avyhodnocuje analyticki informaciu.

Schematicky nakres atdmového absorpéného spektrometra je na obr. ¢. 21.
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zdroj Ziarenia I

Atémovy absorpcny spektrometer

blokova schéma
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Obr. ¢. 21

Schematicky nakres atdbmového
absorpcného spektrometra

Casti atomového absorpéného
spektrometra

1. Zdroj ziarenia

2. Atomizator

3. Monochrométor
4. Detektor

5. Indikacny systém

(Upravené podla: http://web2.mendelu.cz/af 291 projekty2/vseo/print.php?page=2304&typ=html)

Zdroj Ziarenia — znazoriuje obr. ¢. 22

Najbeznejsim zdrojom ziarenia v AAS je vybojka s dutou
katddou. Je to evakuovana sklend trubica naplnena argbnom
alebo nednom. Katddou je duty kovovy valcek z rovnakého
kovu, aky sa ma stanovovat. Po vlozeni elektrického napétia
emituje cez okienko uzke spektralne ¢iary s vinovymi

dizkami charakteristickymi pre analyzovany element.

(Upravené podrla: https://slideplayer.com/slide/5779677/)

Atomizator

Obr. ¢. 22

Zdroj Ziarenia

Lampa  kremenné/sklené
okienko
N
) ZE |
=2 |
) ! l \ J sklend

duté katéda anéda \ banka

Podl'a druhu pouzitého atomizatora sa metoda AAS deli na:

a) Plamenovu (angl. Flame Atomic Absorption Spectrometry, skratka FL AAS)

b) Bezplameniovt (angl. ElectrothermalAtomic Absorption Spectrometry, skratka ET

AAS)

¢) Hydridova (angl. Hydride generationAtomic Absorption Spectrometry, skratka HG

AAS)
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a) Atomizdtor pre plameriovit AAS — horak (obr. ¢. 23) Obr. ¢. 23 Horak pre AAS

Atomizér

Najbeznejsie sa atomizuje kvapalna vzorka. V pripade
plameniovej AAS je absorpénym prostredim vysokoteplotny
plamen horaka, naj€astejSie so Strbinovym tstim, do ktorého
sa nasava vzorka v podobe aeroso6lu. V prostredi plamena sa
rozpustadlo odpari, vzorka sa atomizuje, priCom vznikaji

volné atdbmy v zdkladnom stave. Tie st schopné absorbovat’

spektralne linie emitované zo zdroja Ziarenia.

(Upravené podla: https://slideplayer.com/slide/5779677/)

b) Atomizator pre bezplameriovi, elektrotermickit AAS — grafitova piecka

Na zachytenie velmi nizkych stopovych koncentracii prvkov sa vzorky atomizuju
Vv pieckach. Potrebné teplo sa dodava elektrickym rozzeravenim grafitovej kyvety v tvare
trubicky, do ktorej sa davkuje niekol'ko mikrolitrov vzorky. Teplotnym programom sa
vzorka v ochrannej dusikovej alebo argonovej atmosfére najprv termicky upravuje.
V prvom, susiacom kroku sa zbavi rozpustadla a so stupajucou teplotou sa v spalovacom
kroku zbavi mozného organického podielu. V tretom, atomizacnom kroku prudkym
zvySenim teploty na niekol'ko sekund bez pristupu inertného plynu dochédza k atomizécii
aabsorpcii  ziarenia. Spalovacie a atomizacné teploty sa zistia zrozkladnych

a atomizacnych kriviek.

C) Atomizdtor pre hydridovit AAS — vyhrievand kremennd trubica v tvare pismena T
Pouziva sa na stanovenie hydridotvornych prvkov, ako je arzén, selén, antimdn, ktoré sa
z matrice vzorky uvolfuji po chemickej reakcii vo forme prchavého hydridu. Pradom

nosného plynu (dusik, argon) sa privadzaju do atomizatora.

Monochromator (obr. ¢. 24) Obr. ¢. 24 Monochromator

Monochromator selektuje a filtruje spektralne linie
vystupujice z lampy pomocou mriezky alebo
prizmy nastavenej pod uhlom. Nastavenie uhla

vyélefiuje presnti vlnovu dizku, ktora prechadza

vystupnou $trbinou cez vzorku do detektora.

(Upravené podla: https://slideplayer.com/slide/5779677/)

45



Detektor (obr. ¢. 25)

Na detekciu sa bezne pouzivaju fotoelektrické
nasobice, ktoré premenia vel'mi slaby zablesk na
meratel'ny elektricky prud. Po dopade fotonov na
fotokatodu sa z nej uvol'nia elektrony, ktoré po
urychleni elektrickym pol'om po dopade na najblizsiu
z kaskady elektroéd emituju nové, sekundarne
elektrony. Kazda d’alSia elektroda spdsobuje so
zvySujlicim sa napatim zvacSenie fotopradu

emitujucich elektrénov.

Obr. &. 25 Detektor

Fotondsobic
urychlujuca
fotokatéda elektréda

fotén l — —
\.“ { 1 E-. >
\ 1 vystupnyf
- T | [] signal
\ , \
vyziareny deli€ napatia 1 - & 1»71”77‘

fotoelektron

VN~1300 V

(Upravené podl'a: http://fyzika.jreichl.
com/main.article/view/747-fotonasobic)

Odozva detektora pri plameniovej AAS je V tvare linie, ktorej poloha v urcitej vyske na

osi y odpoveda absorbancii, (obr. ¢. 26), zatial' ¢o odozva pri bezplameniovej AAS je

VvV tvare ostrého atomizacného piku, absorbancia sa spravidla zistuje z vysky piku,

v niektorych pripadoch z plochy piku (obr. ¢. 27).

Obr. ¢. 26 Odozva detektora pre FL AAS

Obr. ¢. 27 Odozva detektora pre

0254
PROGRAM3  Cu FLAME S rny gm E
SAMPLE 1 REPLICATE 1 MANUAL A Atﬂmlzaﬁny plk
ABSORBANCE CONCENTRATION BC OFF
INTEGRATION 30 (sec) AIR-ACETYLENE 0294 ]
055 o -
SIGNAL GRAPHICS FL AAS i
A éné lini
a Absorbanéné linie oCw 32 mel o,
5
C'u) 2.4 gl
p(Cu) 24 m -
] 0.00
p(Cu} 0.8 mgl
~030 : ' B
TIME (sec) , 9.0
DISPLAY TIME 0,0 TO 99
ABS SCALE =030 TO 0,55 OVERLAY YES
TIME CONSTANT (sec) 0,05

Pri ET AAS sa takmer celé nadavkované mnozstvo vzorky zucastiuje na absorbancii

primarneho ziarenia. Téato skuto¢nost’ zaruCuje vysSiu koncentraciu volnych atomov

v plynnej faze v malom objeme atomizatora. Elektrotermicka metdda preto dokaze

zaregistrovat’ ovela nizSie koncentracie prvkov oproti plamenovej AAS, pri ktorej

efektivnost’ disociacie na u¢inné atomy je nizsia. Na dosiahnutie lepSich spodnych limitov

sa niekedy pouziva koncentrator umiestneny nad horakom.
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Vyhodnotenie signalu

Metody AAS patria medzi porovnavacie, pre ktoré je potrebné urCit’ zavislost medzi
vel'kost'ou signalu a koncentraciou stanovovanej zlozky pomocou Standardov. Zist'uje sa

kalibraény vztah A = f (p), kde A je_absorbancia a pje_hmotnostnd koncentrdcia. Na

eliminaciu vplyvu chemikalii, rozpustadiel a prostredia sa vzdy pripravuje aj slepé

stanovenie.
Priprava vzorky na analyzu

NajbeZnej$ou pripravou vzorky je rozklad. Ugelom je odstranenie organickej matrice
a kvantitativne prenesenie analytu do roztoku. Rozklad moze byt ciastocny alebo upiny.
Pri ciastocnom rozklade sa uvazovana forma analytu vylihuje zo vzorky do vhodného

rozpust'adla a reprezentuje iba rozpustny, vol'nejsie viazany podiel z celku.

Cielom pri uplnom rozklade — mineralizacii - je Gplné rozrusenie organickej matrice, aby
sa ziskal cely podiel analytu. K uplnému rozkladu dochadza bud® mokrou cestou
pOsobenim agresivneho prostredia mineralnych kyselin, ako je kyselina dusi¢nd, sirova
ai., alebo suchou cestou pdsobenim tepla, pripadne posobenim oxida¢nej zmesi plynov
Vv $pecialnom zariadeni. ZvySok po mineralizacii sa rozpusti do roztoku, v ktorom mozno
stanovit’ kovy aj v Stopovych mnozstvach. Stupen vytaznosti je ovplyvneny volbou
podmienok rozkladu, je dolezité, aby mineralizacia bola dostato¢ne u¢inna a zaroven aby
nedoglo k uniku prchavejsich analytov pri vysokych teplotach. U¢innost’ rozkladu moze

podporit’ aj zvySeny tlak a aplikacia mikrovinného ziarenia.

Niektoré typy pristrojov umoziuji meranie pevného skupenstva vzorky vo forme
suspenzie prasku, tzv. slurry technika (angl. slurry - riedka kasa).

Priklady analytického vyuZitia atomovej absorpcnej spektrometrie VO verejnom
zdravotnictve

- Ukazovatele kvality potravin: stanovenie kovovych prvkov - olovo, kadmium, nikel,

arzén ai.

- Ukazovatele kvality vody: stanovenie kovovych prvkov — olovo, kadmium, zelezo,

chrém, nikel, mangan, med’, arzén, antimon a i.

- Ukazovatele kvality predmetov bezného uzivania: stanovenie kovovych prvkov —

olovo, kadmium, zinok a i.
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- Ukazovatele kvality vyzivovych doplnkov: stanovenie kovovych prvkov — Zzelezo,

zinok, selén a i.

- Ukazovatele kvality pracovného ovzdusia: stanovenie kovovych prvkov — olovo, nikel,

mangan, med’, chréom a i.
Vyhody a nevyhody metody AAS

Vyhodou je vysoka schopnost’ detekcie a stanovenia prevaznej Casti kovov, metaloidov
a niektorych nekovov (bor, fosfor), vysokd selektivita, rychla analyza, spolahlivé

vysledky.

Nevyhodou je, Ze metoda si spravidla vyzaduje kvantitativne prenesenie pevnej vzorky do
roztoku, vysoké naroky st na Cistotu chemikalii, v danom ¢ase sa meria len jeden prvok,
pouziva sa vicsi pocet vybojok - pre kazdy prvok (pripadne mala skupinu prvkov)
samostatna vybojka. Pri ET AAS je potrebna korekcia absorpcie rusivého pozadia
a modifikitory na dokonalejSie odstranenie zloziek matrice a stabilizdciu prchavych

analytov. Pristrojova technika a naroky na chemikalie su finanéne pomerne naro¢né.

Jednoucelovy pristroj na meranie ortuti

Specialny pripad aplikicie atomovej absorpénej spektrometrie je priame stanovenie ortuti
Vv organickych aj anorganickych, kvapalnych aj pevnych vzorkéach bez potreby chemickej
upravy. Jednoucelovy pristroj (obr. ¢. 28) sa nazyva DMA, TMA prip. AMA (angl.
Direct Mercury Analyzer, Trace Mercury Analyser, Advanced Mercury. Analyser). Tato
technika vyuziva prekoncentraciu ortuti amalgamaciou na grafitovej kyvete potiahnutej

zlatom, prip. platinou.

Nosnym plynom je kyslik. Spravidla posta¢uje hmotnost’ vzorky priblizne 0,25 g. Merana
vzorka sa vstuva do spalovacej trubice, kde dochddza v prude kyslika k termickému
rozkladu. Plynné produkty prechadzaji cez katalyzator, kde je dokonéena oxidacia a kde
st zachytené rusivé latky kyslej povahy. Plynné produkty su d’alej vedené pradom kyslika
cez amalgamator, kde dochadza k selektivnemu zachyteniu a nakoncentrovaniu ortuti.
Zachytena ortut’ je potom uvol'nena kratkodobym ohrievanim a vedena cez meraciu celu,

umiestnenu do optickej drahy spektrometra, kde sa meria absorbancia.
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T s Obr. ¢. 28
i : detektor ’ indikaény systém Jednoaédow prl’stroj
Lo filter na meranie ortuti | Jednoucelovy pristroj
N = na meranie ortuti
.
i 'E
V! % | E |
Y - s (B : BE_ autosampler
b ";:- cela .am.alg_ama.tl:lr lodicka so vzorkou
i3 — [Ktalyzator suSiaca a spalovacia
P . trubica
i Hg lampa \'::
-

(Upravené podl'a: https://www.analytix.co.uk/mercury-analysis/solid-liquid-and-gas-analysis-
systems/)

Priklady analytického vyuZitia vo verejnom zdravotnictve
- Ukazovatele kvality potravin: stanovenie ortuti

- Ukazovatele kvality vody: stanovenie ortuti
2.2.2.3. Atomova emisnd spektrometria AES

Analytickd informécia atdmovej emisnej spektrometrie je zalozend na merani
emitovan¢ho charakteristického Ziarenia. Emisia takého Ziarenia vznikd po splyneni,

atomizacii vzorky a budeni atéomov teplom. Vzorka sa meria v plynnom alebo

V plazmatickom stave. U&inkom tepelnej energie z budiaceho zdroja prejde elektron
skokom do prvého excitovaného stavu Ei, prip. do vysSieho energetického stavu. Kratko
nato sa zase vrati do zédkladného stavu Eo, priCom sa nadbyto¢na energia vyziari vo forme
charakteristickych &iarovych spektier (obr. ¢. 29). Vinové dizky vzniknutych spektralnych
Ciar su dolezité pre kvalitativnu analyzu, intenzita je dolezita pre kvantitativnu analyzu.
Na rozdiel od atdbmovej absorpcie nie je v zariadeni potrebny Ziadny zdroj ziarenia, ked’Ze
meran¢ Ziarenie tvori emisia fotonov zo stanovovaného prvku. Potrebny je zdroj budenia,
ktory moze byt elektricky vyboj alebo plamern. Plamen sa vSak pre svoju niz$iu energiu
uplatiuje najmé na analyzu l'ahko excitovatelnych prvkov, ako su alkalické kovy (sodik,
draslik ai.) akovy alkalickych zemin. Dobré budiace vlastnosti ma indukcne viazana

plazma.

49



E2——Tomiavany | ODI. €. 29 Elektronové prechody pri AES
EI : stav
: Prechod elektrénu zo vzbudeného stavu E1 prip. E2 po vyziareni
charakteristického fotonu do zédkladného stavu Eg
. Pri AES sa sleduje narast charakteristického ziarenia
EO klad
zakladny stav

Atémova emisna spektrometria s indukéne viazanou plazmou - ICP

ICP AES (angl. Inductively coupled plazma) je rychla analytickd technika pre stopova
analyzu. Budiacim zdrojom je argénova plazma, ktora obsahuje Vysoko ionizované
Castice Ar™ a elektrony. Vznika v priadiacom argone, ktory vyteka z plazmového hordka.
K zapéleniu a vzniku plazmy dochadza iskrovym vybojom a jej udrZiavanie zabezpecuje

privod vysokofrekvenénej energie prechadzajuci indukénou cievkou.

Teplota plazmy je vel'mi vysokd, od 6 000 K nad hordkom po10 000 K v blizkosti horaka.

Pri tychto teplotach je mozné ziskat’ emisné spektra aj tazko ionizovatel'nych prvkov.

Metdda je teda vhodna pre vSetky kovy a niektoré nekovy, ako je bor a fosfor. Je aj

multielementarna, umoznuje simultdnne v jednom merani spol'ahlivo stanovit’ vedl'a seba

mnohé prvky bez vzajomnych rusivych vplyvov. Rovnako ako d’alSie atomové emisné
techniky na rozdiel od AAS pri merani nepotrebuje vybojky, okrem ortutovej lampy,
ktora sa pouziva len na kalibraciu vlnovej dizky. Nevyhodou st vyssie naklady, spotreba

argonu je pomerne vysoka.
Otazky ku kapitole

14 Co je spoloéné pre atémovii absorpénti a atémovi emisnii spektrometriu?

15  Co je zdrojom Ziarenia pri atomovej emisnej spektrometrii?

16  Co je zdrojom Ziarenia pri atdmovej absorpénej spektrometrii?

17 Je mozné pri atobmovej absorpcnej spektrometrii merat’ viacero prvkov naraz

V ramci jedného merania?
Odpovede st na str. 92

Ukazka spektrofotometrickej metody je v prilohe B
2.3. Fyzikalno-chemické metody - separacné chromatografické metody

Chromatografia zahfna skupinu fyzikalno-chemickych separa¢nych metéd, pomocou

ktorych je mozné delit’ zmesi latok na jednotlivé zlozky. Separované zlozky sa distribuuju
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medzi dve fazy, ktoré st odlisné od tych, v ktorych bola zmes pdvodne pritomna. Jedna
faza je nepohyblivda — staciondrna, ktora méa schopnost réznou mierou zadrziavat
analyzované zlozky. Druhd je pohyblivd — mobilnd, ktora sa pohybuje systémom

v danom smere a unasa analyzovan¢ latky.

Za zakladatel'a chromatografie sa povazuje Michail Semjonovi¢ Cvet (1872 — 1919) —
rusky botanik, ktorému sa v roku 1900 podarilo oddelit’ prirodné listové pigmenty
vyextrahované z rastlin. Do skleného stipca (kolény) naplneného jemne mletym
uhli¢itanom  véapenatym (staciondrna fdza) nalial petroléterovy extrakt zo
zelenych rastlinnych listov. Po naadsorbovani roztoku premyval stipec &istym
petroléterom (mobilnd faza). Povodna zmes sa premyvanim rozdelila na rad
roznofarebnych pasov, ktoré sa pohybovali kolénou roéznou rychlostou — situaciu
znazoriiuje obr. ¢. 30. Latky, ktoré boli najsilnejSie zadrziavané na uhlicitanovej
stacionarnej faze, sa pohybovali kolonou ovela pomalSie oproti tym, ktoré boli k tejto
faze pritahované menej. To umoznilo odoberat’ jednotlivé oddelené zlozky postupne
vytekajuce z kolony. Farebné pasy roéznych pigmentov pritomnych v rastlinnom extrakte

boli neskor stanovené ako chlorofyly, xantofyly a karotenoidy.

=
L Obr. ¢. 30
V Schematické znazornenie pokusu M. S. Cveta
=l (Upravené podla
https://slideplayer.com/slide/1710782/)

1 L 1 1 iy
1 B L]
v \/ u SN 77

M. S. Cvet prezentoval vysledky svojej prace na vedeckom kongrese prirodovedcov
a lekarov v roku 1901 v Petrohrade. Neskor$i nazov ,,chromatografia“ bol odvodeny
z gréckych slov chromos — farba a grafein — pisaf, nakol’ko sa najprv zdalo, ze taka
separacia moze byt pouzita len pre farebné latky. Od 30-tych rokoch 20. storoc€ia sa tato
technika zacala vyznamne rozvijat' a Vv sucasnosti je jednou z najpouzivanejSich metod

na oddel'ovanie nespocetného mnozstva roznych latok.
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Delenie chromatografickych metod

Z hladiska separacného mechanizmu sa metddy delia podl'a toho, aké fyzikalno-chemické
sily rozhoduju o transporte zloziek zmesi medzi mobilnou a stacionarnou fazou. Podl'a
dominantného deja sa chromatografia deli na adsorpcnu, rozdelovaciu, ionovymennii,

gélovu a chiralnu.

- Adsorpcna chromatografia je metdda, kde prevladaju adsopcno-desorpéné javy na

povrchu stacionarnej fazy. Bez pritomnosti analytov je povrch stacionarnej fazy
v styku iba s mobilnou fazou, ¢o znamena, ze molekuly pohyblivej fazy st viazané
silou zodpovedajicou ich adsorp¢nej energii; ak sa v mobilnej faze objavi analyt
s viacSou adsorpcnou energiou, prechodne sa naadsorbuje na povrch staciondrnej
fazy, pricom vytla¢i predchadzajuce naviazané molekuly. K rozdeleniu zmesi

dochadza, ak jednotlivé zlozky maji rozdielnu adsorpént energiu.

- Rozdelovacia chromatografia je zalozend na rozdielnej rozpustnosti latok

V polyfadzovom systéme. Metdda vyuziva vlastnost, ked rozpustnost’ zlozky
V stacionarnej faze je vacsia ako v mobilnej faze, ¢o sa da dosiahnut’ najmi vtedy, ak
obe fazy maju rozdielnu polaritu. K rozdeleniu zmesi dochadza, ak jej jednotlivé
zloZzky maju rozdielnu rozpustnost,, t. j. rozdielne rozdel'ovacie koeficienty v systéme

danej mobilnej a stacionarnej fazy.

- Pri idnovymennej chromatografii sa skimany analyt vo forme nabitej ¢astice - idonu -

zachyti na stacionarnu fazu (ionex) vymenou za iny. Castice bez ndboja prechadzaju

systémom bez zadrZania.

- Pri gélovej chromatografii achromatografii na molekulovych sitach dochadza

k deleniu zloZiek na stacionarnej faze s porovitou Struktarou V désledku rozdielnej
vel'kosti molekul. Molekuly menSie ako velkost’ porov difunduju do dutin vyplnenych
mobilnou fazou, ¢im sa zachytia a prenikaji systémom pomalSie oproti vAESim

molekuldm undSanym mobilnou fazou, ktoré do poérov nezapadnu.

- Chirdlna chromatografia ma za ciel’ rozdelenie optickych enantiomérov t. j. r6znych

stereoizomérov opticky aktivnej latky, ktoré maju identické fyzikalno-chemickeé
vlastnosti s vynimkou otacania roviny polarizovaného svetla. K deleniu dochadza na

zaklade schopnosti stacionarnej fazy zachytavat’ prave jednu z konfiguracii.
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Tato klasifikacia nie je uplna, okrem spomenutych dejov s zname aj d’alSie mechanizmy.
Tiez nie je vzdy jednoznacna, pretoze sa pri separacii Casto uplatiiuji viaceré separacné

principy sucasne.

Vsetky typy chromatografickych metéd vyuzivaji rozdielnu distribciu roznych zloziek
medzi obe fazy. Delenie je zalozené na nerovnakych fyzikalno-chemickych vlastnostiach
rozpustenych latok v zmesi, ¢im dochddza k ich réznemu zadrzaniu — retencii -
V polyfdzovom systéme. Pri pohybe zjednej fdzy do druhej dochddza k rozdielnej

migracii jednotlivych zlucenin a zlozky sa od seba priestorovo odd’al'uju.
Proces migracie

V désledku unaSania latok mobilnou fazou sa uvazovany analyt postiva na dosial’ nim
neobsadeny diel staciondrnej fazy, kde je viazany urCitymi fyzikdlno-chemickymi silami.
Tam zotrvava dovtedy, kym sa nenarusi prechodne ustaleny rovnovazny stav. Po naruseni
rovnovahy je zo svojej pozicie opdt’ vymyty mobilnou fazou a presunuty na d’alsi diel
staciondrnej fazy, kde sa opdt zdrzi pocas ustdlenej kratkodobej rovnovahy. Takymto
opakovanym procesom sa dana zli€enina postupne posuva po jednotlivych tsekoch, az je

nakoniec zo systému Uplne vymyta.

Ucinnost’ separdcie suvisi s poctom opakovane vytvorenych rovnovaznych stavov
separovanych analytov medzi dvoma fazami. Cim je pocet ustdlenych rovnovah vicsi,

tym je aj delenie uvazovanych zlicenin od ostatnych zloziek zmesi ucinnejsie.

Z hl'adiska experimentalneho usporiadania je moZné chromatografiu rozdelit’ na plandrnu

a kolonovu.
2.3.1. Planarna chromatografia

Pri planarnej t. j. plosnej chromatografii sa separatny proces deje na tenkej vrstve

sorbentu nanesenom na plochej podlozke — nazov tenkovrstvova chromatografia (angl.

thin layer chromatography, skratka TLC). Separacia sa moze realizovat’ aj na papieri,

vtedy sa jedna o papierovua chromatografiu (angl. paper chromatography, skratka PC).

2.3.1.1. Zikladny systém tenkovrstvovej chromatografie

Pri tenkovrstvovej chromatografii zakladny systém pozostava z TLC platne, z vyvijacej

chromatografickej komory a z organickych rozpustadiel ako mobilnej fazy (obr. ¢. 31).
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Dominantnu ulohu zohrava adsorpcia na povrchu stacionarnej fazy. Bezne pouzivanym
sorbentom je polarny silikagél alebo oxid hlinity, ktory vo forme tenkého filmu s hribkou
0,1 — 0,5 mm prichyteného na podlozku zo skla, plastu alebo na kovovu féliu tvori
chromatograficku platiiu. Platne sa Casto upravuju primesou fluorescenéného indikatora,

ktory ul'ahcuje detekciu.

Pred aplikaciou vzoriek sa na chromatografickej platni naznaci Startovacia linia
so zvyraznenim jednotlivych bodov, do ktorych sa maja davkovat' analyzované zmesi.
Vzorky aprislusné referencné latky - Standardy - sa zvycajne rozpustia v malom
mnozstve prchavého rozpustadla. Na Start sa nanasaji mikropipetou v objemoch
niekol’kych mikrolitrov, ako je to znazornené na obr. ¢. 31 a). Na zakoncentrovanie

analytov je mozné viacnasobné davkovanie po odpareni rozpustadla.

Separacny proces planarnej chromatografie sa nazyva vyvijanie. NajcastejSim sposobom
vyvijania TLC platni je linedrna metdda, ktora vyzaduje kontakt spodného konca platne
s malou vrstvou mobilnej fazy. TLC platia S nanesenymi vzorkami a Standardami sa vlozi
v zvislom smere alebo v miernom uhle do vyvijacej komory, ktora sa a prikryje vekom.
Jej dno je uz vopred pokryté vrstvou vyvijacej sustavy (mobilnej fazy), aby sa vnitorna
atmosféra nasytila parami organickych rozpustadiel mobilnej fazy. Zlozenie vyvijacej
sistavy zavisi od charakteru skiSanych vzoriek. Startovacia linia TLC platne
S nanesenymi vzorkami nesmie byt pri vyvijani ponorend pod hladinu vyvijacej sustavy.

Zaciato¢nu fazu vyvijacieho procesu znazornuje obr. ¢. 31 b).

Tenkovrstvova chromatografia [ = ) a) Vzorky nanesené na Start
vyvijacia komora
a) - b) b) TLC platiia v komore
A pripravena na vyvijanie
f/
\,

Start
e
i1 vz, &0 Iig

N U mobilnslfiza /

Obr. ¢. 31 Zakladny systém tenkovrstvovej chromatografie

(Upravené podla https://www.chemguide.co.uk/analysis/chromatography/thinlayer.html)

Pocas vyvijania putuje mobilna faza vzostupne pésobenim kapilarnych sil medzi zrnami

sorbentu a unasa jednotlivé zlozky vzorky roznou rychlostou pozdiz deliacej vrstvy
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nahor. Vyvijanie prebieha tak dlho, pokial’ sa ¢elo vzlinajucej zmesi nepribliZzi k hornému
okraju platne. Vtedy sa platiia vyberie, zaznac¢i sa celo mobilnej fazy a po vysuSeni sa
lokalizuju bud’ priamo alebo po vizualizécii Skvrny oddelenych zloziek zo skiumanych
zmesi latok. Ak by sa platiia nad’alej ponechala vo vyvijacej sustave, ¢elo mobilnej fazy
by vzlinalo az po samotny horny okraj a spolu s nim by sa k okraju postupne presunuli

bez rozdielu aj vSetky skvrny jednotlivych zloziek.
2.3.1.2. Detekcia a hodnotenie tenkovrstvovej chromatografie

Ak st molekuly analytov farebné, oddelené skvrny vidno vol'nym okom a je mozné ich
detegovat’ priamo. V pripade nefarebnych latok je mozné niektoré pozorovat pod
zdrojom UV ziarenia, vela rdz je vSak nevyhnutné pouzit na zviditeInenie Skvin
chemicku reakciu s vhodnym reagencnym c¢inidlom, aplikovanym na vysuSenu platiu

vo forme par alebo postreku. Vizualizaciou Skvin sa ziska chromatogram.

Pri hodnoteni chromatogramu sa meria vzdialenost’ stredu $kvrny od Startu, co
predstavuje vzdialenost' d, ktorGi dosiahla zlozka pocas separacie. Tiez sa zmeria
vzdialenost |, ktorti presla mobilna faza od Startu, ako je to zobrazené na obr. ¢. 32.
Obréazok znazornuje situdciu, kde sa vzorka vz. porovnava s dvoma Standardami sz. 7 a st.
2. Vzorku tvorila zmes, ktord sa v danych podmienkach rozdelila na dve zlozky
s rozdielnymi hodnotami d: ad>.Vzdialenosti di ad> zloziek vzorky su zhodné

so vzdialenost’ami d1 a d2 pouzitych Standardov.

Obr. ¢. 32
g &elo mobilnej fazy | Hodnotenie (;hromat’ogramu T!_C o
__ e_e I - vzdialenost’ ¢ela mobilnej fazy od
‘;2 12 Startu
| di - vzdialenost Standardu ¢. 1
| a zlozky 1 zo vzorky
e ] | d» - wvzdialenost Standardu ¢. 2
" b a zlozky 2 zo vzorky
[
I [
—&—e—e—| Start
st.1 vz, 5t.2 (Upravené podra https://www.chemguide.
co.uk/analysis/chromatography/thinlayer.html)
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Poloha separovanej latky ateda jej pohyblivost sa vyjadruje hodnotou retardacného
faktora Rf (faktor zdrzania), ktory je definovany ako pomer vzdialenosti d al podla
vztahu (1.5).

d (1.5) Rf - retardacny faktor
==
! d - vzdialenost stredu $kvrny od Startu

I - vzdialenost ¢ela mobilnej fazy od Startu

Hodnoty Rf sa pohybuju od 0 do 1. Pre latky, ktoré zostavaju blizko $tartu, sa hodnota Rt blizi

k nule. Pre latky, ktoré idu takmer s ¢elom mobilnej fazy, sa hodnota Rs blizi k 1.

Jednotlivé zlozky skimanej vzorky sa identifikuji porovnanim vypocitanej hodnoty
retardacného faktora a hodnoty R Standardu. Na obr. ¢. 32 je zlozka 1 identicka
so Standardom ¢. 1 a zlozka 2 je identicka so Standardom ¢. 2. Hodnota Rf (1) zlozky 1 je
nizsia ako Rf(2) zlozky 2, ¢o znamena4, ze ide o rozdielne latky a zlozka 1 je viac viazana

k stacionarnej faze.

Pre dané podmienky je hodnota Rf pre urcitu latku charakteristickd veli¢ina. Pri zmene
fyzikalnych podmienok, ako je teplota, tlak alebo pri zmene zloZenia mobilnej fazy ¢i
staciondrnej fazy sa vSak hodnota Rt meni. Latky je mozZzné identifikovat’ aj podla
spravania sa v ultrafialovom Ziareni a podl'a sfarbenia Skvrny po postreku reagenénym
¢inidlom.

Moznosti kvantitativnej analyzy st pri klasickej tenkovrstvovej a papierovej
chromatografii obmedzené. Koncentraciu zlozky zo vzorky je mozné priblizne odhadniat
na zéklade porovnania intenzity sfarbenia jej Skvrny voci referencnej latke so znamou

koncentraciou. V praxi sa pouzivaju aj iné postupy.
Vyhody a nevyhodyplandrnej chromatografie

Velkou vyhodou je najmai jej rychlost’ a finan¢na dostupnost’. Je vhodna na delenie zmesi
a kvalitativne dokazovanie pritomnosti urcitych zloziek alebo skupiny latok. Dovoluje
hodnotit’ naraz viacero vzoriek vedla seba na jednej platni. Pre svoju spolahlivost’

a nendro¢nost’ na laboratorne vybavenie je aj v sucasnosti ¢asto vyuzivana.

Nevyhodou je, Ze vysledky klasickej planarnej chromatografie su len orientacné a ziskané

informacie treba Casto potvrdit’ konfirma¢nymi analytickymi metdédami.
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Priklady analytického vyuZitia plandrnej chromatografie vo verejnom zdravotnictve

- Ukazovatele kvality potravin: kvalitativny dokaz farbiv, triazinovych herbicidov a i.

metodou TLC
2.3.2. Kolénova chromatografia

Pri  usporiadani pre koléonovi chromatografiu sa separaény proces deje
v chromatografickej kolone naplnenej sorbentom. V klasickom experimentalnom
usporiadani ide o tzv. stlpcovii chromatografiu, kde sa pracuje so sklenou rarkou
s priemerom 1 aZ 3 cm a diZkou cca 20 az 30 cm. Na dne rirky je poérovita frita na
zachytenie naplne a kohut, ktorym mozno regulovat’ prietok mobilnej fazy. Do rarky sa
vpravi ndpli, ¢im sa ziska chromatograficka koloéna. Mikropipetou sa nadavkuje vzorka
ado kolony sa zacne privadzat mobilnd kvapalina, ktord najcastejSie samospadom
prenika kolonou. Tento spdsob vyzaduje naplne s vd¢Sou zrnitostou a kratSie kolony.
Analyza trvd pomerne dlho a u¢innost’ separacie nie je vysoka, toto usporiadanie je
mozné vyuZzit' len pre rozdelenie jednoduchych zmesi. Poziadavka na efektivnejSiu
arychlejSiu  separaciu  zlozitejSich matric  podnietila rozvoj instrumentdalnych
chromatografickych metod. Pristroje, pomocou ktorych sa separdcia uskutociiuje, sa

nazyvaju chromatografy.

Chromatograf pozostava  z davkovacieho bloku, chromatografickej kolony so
stacionarnou fazou a detektora. K pristroju je pripojeny zdroj mobilnej fazy. Zobrazenie
a spracovanie udajov zabezpecuje pocitac s prislusSnym softvérovym vybavenim. Blokova

schéma chromatografu je na obr. ¢. 33.

LD&\?I{D\?&EJ { Koléna J l Detelctor Ih

Zasobnik
mobilnej
fizy

[ 1
PC

Obr. ¢. 33 Blokova schéma chromatografu

Graficky zaznam odozvy detektora a ¢asu sa nazyva chromatogram. Mozno ho pouzit’ na
kvalitativnu a kvantitativnu analyzu atiez na charakterizaciu separacnej Uc€innosti

chromatografického systému.
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Chromatogram obsahuje krivky, spravidla s vlastnostami Gaussovho rozdelenia, ktoré sa

nazyvaju chromatografické piky. Jednotlivé piky reprezentuju izolované zlozky zmesi.

Z polohy piku je mozné predpokladat’ identitu latky, plocha piku informuje o mnozstve

tejto latky. Optimalny chromatogram je vtedy, ked’ sa piky navzajom neprekryvaju.

Obr. ¢. 34 znazoriiuje chromatogram ziskany analyzou Stvorzlozkovej vzorky, pretoze
chromatogram obsahuje Styri piky. Prvy z nich prislicha najrychlejSie vyplavenej zlozke,
ktora je najmenej viazana k stacionarnej faze a Stvrty prislticha zlozke viazanej najdlhsie,

ktora optista systém ako posledna.

Chromatogram

chromatograficky pik 2

chromatograficky pik 7

odozva detektora

chromatograficky pik
3

chromatograficky
pik 4

nastrek

e e ¥ —
¢as (min)

Obr. ¢. 34 Chromatogram — graficky zdznam separacie $tvorzlozkovej vzorky

(Upravené podla https://chromblog.files.wordpress.com)

Charakteristiky, ktoré Specifikuju separovanu zlozku, st elu¢né Udaje ziskané po jej
vymyti z kolony. Pre identifikdciu latky je podstatné umiestnenie maxima piku na

chromatograme vzhl'adom na ¢asovil os.

Zdkladné elucné charakteristiky v kolénovej chromatografii

K veli¢inam, ktoré sa zarad'uju medzi hlavné chromatografické parametre, patri elucny
(retencny) cas tr, elucny (retencny) objem VR, redukovany elucny (retencny) cas t'r
a redukovany elucny (retencny) objem V.

Zachyt na stacionarnej faze sposobuje, ze zadrzana latka migruje menSou rychlostou ako
je priemerna rychlost’ mobilnej fazy. Molekula zlozky stravi v kolone urcity ¢as, ktory sa

nazyva elucny (retencny) cas tr. Je to cas, ktory uplynie od okamihu naddvkovania

skimanej vzorky, az kym sa maximalna koncentradcia uvaZovanej latky nevymyje
Z koldny do detektora. Zavisi od podmienok v kolone, rychlosti mobilnej fazy a rozmerov

kolony.
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Eluc¢ny objem Vg prisltichajuci analytu je objem mobilnej fazy, ktora presla cez kolonu za
jeho elu¢ny Cas tr. PrepocCet Casového Uidaju na objem vyzaduje znalost objemového

prietoku danej mobilnej fazy a je vyjadreny vztahom (1.6):

Vr = E,.tg (1.6) Vr - eluény objem uvazovanej latky
Fm - objemovy prietok mobilnej fazy v kolone
tr - elucny Cas uvazovanej latky

Elu¢ny Cas sa deli na Cas, ktory molekula stravi v mobilnej faze a spolu s fiou prenika

kolénou totoznou rychlostou — mrtvy elucny (retencny) cas tm  acas straveny

V stacionarnej faze — redukovany elucny (retencny) cas t'r, podla vztahu (1.7).

tg =ty +tg 1.7) tr - elucény ¢as uvazovanej latky
tv - mftvy elucny Cas
t'R - redukovany elucny cCas

Mitvy eluény Cas tm Sa stanovi pomocou latky inertnej voci stacionarnej faze, ku ktorej
nie je pritahovana. Pohybuje sa systémom po cely ¢as bez zdrzania, rychlost'ou rovnakou
ako mobilna faza. Pri danych podmienkach je retencny Cas tr) takejto latky zhodny
S mftvym retenénym ¢asom tm systému. Zakladné elu¢né udaje st znazornené na obr. €.

35, pik inertnej latky je oznaceny O.

2 R(2) retenény ¢as (2) 7 tM - mftVy elu(\fny éaS (5aS
é } \ TR(2) redukovany retenény éas(2 lnertne_] létky 0)
d T | 2 v Vo N X
3 1 R ommnery e ) : tr(1) - eluény (retenény) Cas
| r
© ' -
S ;‘ tM J‘ tR(1) latky 1
8 ! mityy | redukovany chromatograficky pik IR (1) - redukovany elucny cas
i retencny retencny ¢as (1) 3 1 I
[ 2 atky 1
i éas
xi chromatograficky tR(Z) - eluén}'/ (retenén}'/) cas
! ik 4 ,
3!
! /I\ zéKladna linia ) _ . t'R(2) - redukovany elu¢ny Cas
0 ¢as (min) latky 2
Obr. ¢. 35

Zakladné elucné charakteristiky v kolonovej chromatografii — mftvy eluény ¢as tm, eluéné asy

tr, redukované elu¢né Casy ¢ r(Upravené podrl'a https://chromblog.files.wordpress.com)

Redukovanému ¢asu ¢'r zodpoveda redukovany eluény objem Vg, t. j. objem mobilnej

fazy, ktory presiel koléonou za Cas ¢ 'r.
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Identifikacia zloziek vo vzorke sa kolonovou chromatografiou najCastejSie vykonava
porovnanim elu¢nych udajov s eluénymi udajmi referencnych latok analyzovanych

za podobnych podmienok.

KedZze zékladné elucné charakteristiky zavisia od viacerych faktorov, akymi st typ
adizka kolony, teplota, rychlost mobilnej fazy, nemozno ich merat tak
reprodukovatelne, aby sa mohli tabelovat’ a porovnavat’ medzi laboratoriami. Preto boli

zavedené dalSie veliCiny - relativne elucné udaje, ako kapacitny pomer K, retencny

(zbrzdovaci) faktor R, elucny pomer Yis a elucné indexy |.

Kapacitny pomer k charakterizuje distribtciu latky medzi stacionarnu a mobilnt fazu. Je
definovany vztahom (1.8) ako pomer mnozstva latky v stacionarnej a v mobilnej faze.
Latkové mnozstvo danej zluceniny v stacionarnej faze je umerné Casu, pocas ktorého je

V tejto faze zadrziavana.

K= ng  thy (1.8) k - Kkapacitny pomer
- Nm - ty ns - latkové mnoZstvo v stacionarnej faze
Nm - latkové mnoZstvo v mobilnej faze
t'R - redukovany elu¢ny Cas
tv - mftvy elucny cas

Reten¢ny faktor R vyjadruje relativne zadrzanie zlozky v kolone, je definovany ako
pomer rychlosti, ktorymi sa koléonou pohybuje analyzovana latka a mobilna faza- vztah

(1.9).

R = v_tv (19 R - relativny retenény faktor zlozky
u IR v - priemernd rychlost’ migracie uvazovanej zlozky
tv - mftvy eluény Cas
u - priemerna rychlost mobilnej fazy (migracie)
tr - elucny Cas zlozky

Elu¢ny pomer ris a je definovany vztahom (1.10) ako pomer redukovaného elu¢ného casu

uvazovanej zla€eniny ¢ rj a redukovaného eluéného Casu referencnej latky ¢ r;i:

t'r; (110) ris - eluény pomer
Tis = 7
URrs t'Ri - redukovany elu¢ny ¢as uvazovanej zluceniny
t'Rs - redukovany elucny Cas referen¢nej latky
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Elucny (reten¢ny) index | zlaCeniny sa pouziva pre jej identifikdciu pomocou viacerych
Standardov. Je to Cislo ziskané spravidla logaritmickou interpolaciou redukovaného
eluéného cCasu t'ri uvazovanej latky (prip. inych odvodenych elu¢nych udajov)
a redukovanych elu¢nych casov dvoch hypotetickych referenénych latok ¢rp @ #'rp+1,

ktoré by pri analyze za rovnakych podmienok boli eluované pred a po danej latke.
Kvantitativna analyza

Zakladom kvantitativnej analyzy vzorky kolénovou chromatografiou je urcenie vztahu
medzi vel'kostou signalu detektora — spravidla plochou piku a obsahom skiimanej zlozky.
Z nameranych hodnét plochy pikov referenénych latok sa zisti matematicky model
vztahu A = f (c), kde A je plocha piku a ¢ je koncentracia analytu. Charakteristiky piku
pre vypocet plochy st znazornené na obr. €. 36. Vysledok sa stanovi metodou kalibracnej

krivky, vnutorného $tandardu alebo pridavku standardu ku vzorke.

- vyska piku
X Y - sirka piku pri zékladni, dana
© priese¢nikmi dotyCnic
=] 7 ’
£ K ramenam piku
Slmax T o e,
s Yne - Sirka Vv polovici vysky piku
E .
5 t = - Casnadavkovania vzorky
® h/2
: 0
Lékladné linia tr - elucny Cas

=]

(upravené podra: Cakrt a kol., 1989)

Obr. €. 36 Charakteristiky chromatografického piku

V minulosti sa na zistenie plochy pikov vyuzivali viaceré postupy — od roéznych
vypoctovych metod, cez prekreslovanie pikov z registratného zariadenia na milimetrovy
papier, az po vazenie ploch vystrihnutych z chromatogramov. Sucasné zariadenia

integruju plochy zvolenych pikov pomocou softvérov, ktorymi su vybavené.
Predanalyticka faza - uprava vzoriek pre kolonovi chromatografiu

Priprava vzorky sa vykondva najCastejSie extrakciou zlozky zo vzorky do extrahovadla.
Medzi rozhodujuce faktory, ktoré ovplyviiuji GC€innost’ procesu, patri rozpustnost

stanovovaného analytu v extrahovadle.
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Klasicky spdsob pripravy vzorky je extrakcia zlozky medzi dve navzajom nemieSatelné
kvapaliny. NajjednoduchSou formou extrakcie latky z jednej kvapalnej fazy do druhej je
pretrepavanie. Analyt spravidla rozpusteny vo vodnom roztoku sa na zéklade lepSej
rozpustnosti ochotnejSie presuva z povodného roztoku do kvapalného extrahovadla,
najcastejSie nepolarneho alebo malo polarneho organického rozpustadla. Jednotlivé fazy
sa od seba v oddel'ovacom lieviku oddelia. Analyzovana zlozka sa zakoncentruje tym, ze
sa organické rozpustadlo, v ktorom je rozpustend, necha odparit. Nevyhodou tohto
postupu je jeho Casova naroc¢nost, velky objem pouzitych chemikalii a pomerne vela
necistot, ktoré sa extrahuju spolu s ciel'ovou zloZzkou.

V sucasnosti je trend vylucit pouZzivanie velmi toxickych latok, znizovat objem
pouzitych chemikalii a skracovat’ dobu dosiahnutia vysledku. K Setrnému ziskavaniu

rychlych, spol'ahlivych a presnych vysledkov napomaha extrakcia na tuhej fize (z angl.

Solid Phase Extraction, skratka SPE), kde extrahovadlom je tuha faza. Je vhodna pre
stredne prchavé a neprchavé latky. Jej cielom je vyCistenie vzorky od necistot, izoldcia

a zakoncentrovanie pozadovanej zlozky z matrice do vhodného extraktu.

Pri tomto postupe su cielové analyty najprv rozpustené v kvapalnej faze. Po aplikovani
vzorky sa zadrzia na tuhom sorbente, ktory tvori napli $pecialnych SPE koléniek alebo je
zlisovany do membrany v tvare disku. Pripravu vzorky extrakciou SPE znazorfiuje obr. €.
37. Sorbent sa vopred aktivuje - kondicionuje pislusnym rozpustadlom, ¢im sa pripravi na
interakciu so sledovanym analytom. Do pripravenej kolonky sa nadavkuje vzorka (obr. €.
37 a). Spolu s uvazovanym analytom sa zachytava aj ur€ity podiel neziaducich zloziek,
ale velky podiel matrice sa vyplavuje pre¢. V premyvacom kroku sa pouzitim vhodného
premyvacieho roztoku vymyji zo sorbentu d’alSie necistoty (obr. ¢. 37 b). Premyvaci
roztok je zvoleny tak, aby nevyplavil aj sledovanu latku. Poslednym krokom je uvolnenie

- elucia - ciel'ovej latky zo sorbentu pouzitim selektivneho elu¢ného roztoku (obr. 37 c).
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a) Davkovanie vzorky b) Premyvanie (Cistenie) c¢) Uvolnenie analytu

vzorka = o 1
_— &J |
..’. J necistoty
. <
Qo () L. A r — zachytené
| analyt I <= na
..'.: %a necistoty [ sorbente
s ) | zachytené °
% na sorbente |
bent o = 1 |®
sorl| = 4

o uvolneny
- analyt
‘ [ ] [
L‘ ®
necistoty
{ <]Fnezachytené

. na sorbente

Obr. ¢. 37 Priprava vzorky extrakciou SPE

(Upravené podl’a: https://www.chromacademy.com/Ims/sco53/Sample_Preparation_Solid_%20
Phase_Extraction_Overview.pdf)

Na urychlenie procesu sa vSetky kroky deji za pouzitia podtlaku v Specidlnom zariadeni

s nazvom manifold, napojenom na vyvevu.

Viaceré¢ aplikacie v chromatografii umoziuji aj davkovanie vzorky, ktort netreba
v predanalytickom kroku vyrazne upravovat. Kvapalné vzorky v niektorych pripadoch
staCi prefiltrovat’ a pripadne nariedit. Pri niektorych postupoch pre prchavé latky sa
Vv Specialnych zariadeniach moZe bez akejkol'vek Upravy vzorky odobrat’ na analyzu len

plynna cast’ nad uzavretou vzorkou.
Vyhody a nevyhody kolonovej chromatografie

Medzi hlavné vyhody chromatografie patri, ze ma vel'mi Siroké uplatnenie, ma schopnost’
rozdelit mnohozlozkové zmesi, dokazovat a stanovovat velmi roznorodé spektrum
najméd organickych latok v priebehu jednej analyzy. V kombindcii s hmotnostnou

detekciou dokaze identifikovat’ mnohé nezname komponenty a ich derivaty.

Nevyhodou je, ze neexistuje univerzalna chromatograficka kolona, ktora by sa dala
pouzit’ na vSetky skupiny latok. V sti¢asnosti st v§ak vyvinuté mnohé druhy kolon, ktoré

su vykonné pre vel'mi Siroku skupinu latok.

Financnu nérocnost’ nie je mozné zovSeobecnit, nakolko sa v zavislosti od typu
chromatografickych aplikacii uplatiiuja aj cenovo dostupné zostavy, ale aj Systémy

finan¢ne vel'mi naro¢né.
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Rozdelenie chromatografie podla skupenstva mobilnej fazy
Podl’a skupenstva mobilnej fazy sa kolonové chromatografické metody delia na:

- plynovu chromatografiu (angl. gas chromatography, skratka GC), kde mobilna faza je
plyn

- kvapalinovu chromatografiu (angl. ligiud chromatography, skratka LC), kde mobilna

faza je kvapalina
2.3.2.1. Plynova chromatografia

Plynova chromatografia je jednou z najdlhSie a najéastejSie pouzivanych separacnych
metod. Mobilnou fazou je inertny plyn - hélium, argoén, dusik a i., oznacovany ako nosny
plyn. Touto metéodou je mozné analyzovat’ plyny, kvapaliny, aj vhodne upravené tuhé

latky.

Vzorky sa cez nastrekovy vstup davkuji do kolony v kvapalnej forme, spravidla
vobjemoch od 1 do 2 pl. Metoda vSak vyzaduje, aby vSetky latky vstupujice
do deliaceho systému boli v plynnej faze. Aby bolo mozné analyzovat’ kvapalné a tuhé
latky, musi sa nastrekovy vstup, koldéna a detektor vyhriat na pozadovanu teplotu
v termostatoch. To znamend, Ze aj tuhé latky sa musia pri pracovnej teplote aspoii
CiastoCne vyparovat’ a nesmu sa rozkladat’. Spravidla sa analyzuju latky do bodu varu cca
500 °C, poctom uhlikovych atomov do 100 a relativnou molekulovou hmotnostou do
1600. V niektorych pripadoch mozno analyzovat’ aj latky neprchavé, tie vSak musia byt’

chemicky modifikované na vhodné derivaty s vyhovujicimi vlastnost'ami.

Pri analyze prchavych latok je mozné plynna cast’ vzorky priamo davkovat do
analyzatora pomocou zariadenia s nazvom headspace (volny preklad priestor nad
matricou). Toto davkovacie zariadenie umoziuje odobrat’ alikvotnil Cast’ plynnej fazy
sponad kvapalnej alebo pevnej vzorky umiestnenej v hermeticky uzavretej vialke, po jej

vyhriati na poZadovant teplotu a ustaleni rovnovah.

Separa¢ny systém plynového chromatografu sa sklada zo stacionarnej fazy zakotvenej
V koléne. V sucasnosti sa vyuzivaji najmé kapilarne kolony v tvare zvinutej Spiraly
s dizkou 25 az 30 m, pri niektorych aplikaciach moze byt od 10 m po 150 m. Latky
opustajuce kolonu st detegované detektormi, od ktorych sa vyzaduje rychla odozva,

velky rozsah, vysokd citlivost a stabilita zakladného signalu. Musia byt schopné
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kontinudlne monitorovat’ latky vystupujice z kolony. Schematicky nakres plynového

chromatografu je zndzorneny na obr. €. 38.

Ee. Plynovy chromatograf Obr. ¢. 38
Y
vzorka _ Schematicky nakres plynového
chromatografu

nosny .
plyn nastre
_vzorky| "————

detektg

-|\‘. AN

spracovanie
udajov

(Upravené podl’a https://www.esrl.noaa.gov/gmd/ccgg/behind_the_scenes/meas_analyzers.html

Medzi najrozSirenejSie  typy detektorov patri  plamenovo-ionizacny  detektor
a tepelnovodivostny detektor. Velmi vyhodné na identifikdciu neznamych latok je

spojenie s hmotnostnym detektorom.

Principom plameriovo-ionizacného detektora ( z angl. flame ionization detector, skratka

FID) je ionizacia zloziek v kyslikovo-vodikovom plameni, ktory hori medzi dvoma
elektrodami. Na elektrody sa vklada jednosmerné ioniza¢né napitie. Vodik horiaci
Vv prade vzduchu bez pritomnosti inych latok poskytuje len malé mnozstvo i6nov, ¢o je
registrované ako nulovy prad. Vstupom a spalovanim eluovanych latok s vdzbami C-H sa
pocet 16nov zvysi a zodpovedajuci ioniza¢ny prud sa zaregistruje vo forme signalu. FID

je teda vhodny na detekciu organickych zlu€enin.

Principom tepelnovodivostného detektora je odvod tepla z rozzeraveného odporového

vladkna nosnym plynom. Zmenou prostredia sa meni tepelnd vodivost’ vldkna a meni sa
jeho odpor. Vstup latky eluovanej z kolony sposobi zmenu prostredia, pricom dojde

k zmene tepelnej vodivosti vlakna, a tym aj jeho odporu, Co sa prejavi vo forme signalu.

Hmotnostné detektory (angl. Mass spectrometry, skratka MS) umoznuji identifikaciu

neznamej latky porovnavanim jej hmotnostného spektra s databazou tabelovanych
spektier. V hmotnostnom detektore dochadza k ionizacii a k fragmentacii, t. j. kK Stiepeniu
molekuly na charakteristické i6nové fragmenty. Zavislost’ intenzity (poctu) a hmotnosti
(resp. pomeru hmotnosti a naboja m/z) takto vzniknutych idonov — fragmentov - vytvara

sériu Ciar charakteristickych pre dant latku s nazvom hmotnostné spektrum. Naboj idnov
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Z je najcastejSie rovny 1, preto hmotnosti zo spektra via¢sinou zodpovedaju realnym
atomovym a molekulovym hmotnostiam. Na obr. ¢. 39 je znazorneny priklad

pre hmotnostné spektrum - kofein s charakteristickymi fragmentami m/z 194, 109 a 67.

1194 H-Puine-2 E-dione, 3.7-dhydio-1 3, 7-timethyl- §5 lert-Pep §% Cafeina $3 Caffein $% Caffine $% Cafipel £ Ceffeine § Guararine $% Kolfein §% Maleina $% Methyltheobromine §5 No-Doz 3 Refrest
Inten.(x10,000) 4
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CAs# 58-08-2 Molwt 194 Serialt: 371 m/z
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Crpd Form : CEHTONAO2 ClassFlag Mo Class Flags.
FietIndex: 1735

Obr. €. 39 Hmotnostné spektrum — zavislost’ intenzity od m/z

(Library Editor — NIST5.LIB (163,198 Spectrum)

Priklady analytického vyuZitia plynovej chromatografie vo verejnom zdravotnictve

- Ukazovatele kvality potravin: stanovenie pesticidov, polychlérovanych bifenylov,

metylalkoholu, etylalkoholu, a i.

- Ukazovatele kvality vody: stanovenie chlorovanych insekticidov a inych pesticidov,
halogenovanych uhl'ovodikov, prchavych organickych zli€enin — benzén, xylén,

toluén a i.
- Ukazovatele kvality pracovného prostredia: stanovenie toluénu, formaldehydu,
acetonu a 1. prchavych organickych latok

2.3.2.2. Kvapalinova chromatografia

V kvapalinovej chromatografii je mobilnou fadzou kvapalina. Na rozdiel od plynovej
chromatografie nie je inertna, ale vyrazne ovplyviluje separaciu zloziek. Stacionarnou
fazou je nemieSatelna kvapalina alebo pevna latka. Klasické stipcové usporiadanie nema

potrebnu Gcinnost’, ale stalo sa zékladom pre vysokoucinnt kvapalinova chromatografiu.

Vysokoucinna kvapalinova chromatografia (z angl. High performance liquid

chromatography, skratka HPLC), sa vyvinula zo stipcovej a plynovej chromatografie
zaCiatkom 70-tych rokov 20. storocia. Vysoka ucinnost’ je zabezpeCena stacionarnymi
fazami, ktoré obsahuju malé Castice pravidelného tvaru a jednotnej velkosti, ktoré
homogénne vypliiaji kolénu. Prietok mobilnej fazy zabezpetuje vykonné vysokotlakové

cerpadlo.
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Vzorka sa davkuje aj stanovuje v kvapalnej forme. Preto je mozné pracovat pri
laboratornej teplote a metoda je vhodna aj pre termolabilnejSie a neprchavé zluceniny.
Kvoli reprodukovatelnosti vysledkov je vSak potrebna definovand teplota, ktora
zabezpecuje termostat. Metdda umoznuje analyzovat' polarne aj nepolarne latky,
nizkomolekularne aj vysokomolekuldrne zlaceniny. Schematicky nakres kvapalinového

chromatografu je na obr. ¢. 40.

‘ % vzorka Kvapalinovy chromatograf
v l ]
. | 1 J.A.L-
) L2 |-> injektor kolona [ detektor

spracovanie

udajov
Obr. ¢. 40 Schematicky nakres kvapalinového chromatografu

mobilna
faza

(Upravené podla: https://www.researchgate.net/figure/Schematic-diagram-of-the-High-Performance-
Liquid-Chromatography-HPLC-system fig2 236146377)

Vzorky sa spravidla davkuju v objemoch od 1 do 20 pl, chromatografické kolony maja
dizku od 5 do 30 cm, vyvoj smeruje k ich miniaturizacii. Koléna sa sklada z rarkového
kovového plasta naplneného stacionarnou fazou, uzavretého na oboch koncoch poréznou
kovovou fritou. Napliiou kolon je najéastejSie granulovany material na baze silikagélu.
Silikagél sa vyznacuje polarnymi vlastnostami, preto je ¢asto modifikovany naviazanim
roznych skupin. NajbeznejSie su to uhlikové ret'azce obsahujtice spravidla 18, pripadne 8
uhlikovych atémov, ktoré znizuju polaritu. Na sorbent v§ak moZu byt’ naviazané d’alSie

funkéné skupiny, vol'ba vhodnej néplne zavisi od vlastnosti skimanych latok.

Separdcia moze prebiehat izokratickou eliciou — Vv mobilnej faze s konStantnym
zloZenim alebo gradientovou eluciou — v mobilnej faze, ktorej zloZenie sa behom analyzy

plynulo meni podl'a zvoleného programu.

Detekciu zloziek zabezpeCuju viaceré druhy detektorov. Niektoré st univerzalne
areaguju s rovnakou citlivostou na vsetky latky okrem mobilnej fazy, iné su selektivne
areaguju len na urcita skupinu latok. NajrozsirenejSie su spektrometricke, fluorescencné,

refraktometrické a elektrolytické detektory. Novsim trendom st hmotnostné detektory.
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Spektrometricke UV/VIS detektory si zaloZzené na principe absorpcie ultrafialového alebo

viditelného elektromagnetického Ziarenia v oblasti vlnovych dizok od 195 do 700 nm.
Pocas analyzy prechadzaju eluované zlozky ¢irou bezfarebnou kyvetou, tzv. prietokovou
celou, ktord je ozarovanid monochromatickym svetlom s vybranou vlnovou dizkou.
Intenzita svetla pohlcovana samotnou pretekajucou mobilnou fazou bez pritomnosti inych
latok je ina ako pri prechode eluentu. Detektor zaznamena rozdiel v absorpcii svetla
ana vystupe vznikne graficky zdznam vo forme chromatografického piku. Velkost
signalu je dany Lambertovym-Beerovym zidkonom, ktory vyjadruje vzajomny vztah
medzi hrubkou absorbujlcej vrstvy (zavisi od rozmerov prietokovej cely), koncentraciou
absorbujucej zlozky a velkostou absorpcie vyjadrenej ako absorbancia, ktora stvisi

s chemickou strukturou latky.

K UV/VIS detektorom patria aj detektory s diodovym polom (angl. diode-array detector,
skratka DAD). Na rozdiel od klasického UV/VIS detektora, ktory deteguje absorbanciu

len pre jednu zvolenti vlnovii dizku pocas jednej analyzy, DAD snima opakovane
vo velmi kratkych ¢asovych intervaloch tpIny rozsah vlnovych dizok priebezne podas
celej analyzy. Tento detektor nema monochromator, Ziarenie zo zdroja dopada na diédové
pole, kde je kazda fotodidda nastavena na uréiti vinova dizku Ziarenia z rozsahu 190 az
600 nm, v niektorych pripadoch az po 900 nm. Pocet didd urcuje spektralne rozliSenie
detektora. Pre kazdt eluovanu zlozku sa zosnimaju vel'kosti absorbancii v celom intervale
vinovych dizok a tak sa ziska charakteristicka spektralna mapa - spektrogram. Na rozdiel
od UV/VIS detektora s jednou fixnou vinovou dizkou, kde identifikacia zloziek je mozna
len podl'a retenéného Casu, pri DAD sa identifikuji zlozky spolahlivejsie, porovnanim

svojich spektier s tabelovanymi databazami v knizniciach.

Fluorescencné detektory, vysoko citlivé a selektivne, registruji fluorescencné ziarenie

skupiny latok, ktoré fluoreskuji. Ak zli€eniny nemaji tato vlastnost, chemickou
reakciou mozno z mnohych organickych latok pripravit vhodné derivaty, ktoré
nadobudnti schopnost’ fluoreskovat’. Casto sa vyuZziva tzv. postkolonovéa derivatizacia,
kde je reakcna Spirala s cinidlom umiestnena za kolonu pristroja, pred vstupom
do detektora. Tam dochadza k naprogramovanému primieSavaniu reagencie k eluovanym

zlozkém za vzniku fluoreskujucich derivatov.

Principom detekcie refraktometrickych detektorov je meranie rozdielov v indexe lomu

eluatu a mobilnej fazy. Pretoze index lomu zavisi od teploty, detekéni celu treba
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termostatovat’. SO univerzalne, neselektivne a maju pomerne nizku citlivost’. Citlivost’ je
9

tym vécsia, ¢im je vacsi rozdiel v indexe lomu analytu a mobilnej fazy.

Citlivé elektrochemické detektory meraju uréitu elektricku veli¢inu - elektricka vodivost,

elektricky naboj alebo prad — vyvolany prechodom latky prietokovou celou, v ktorej st
umiestnené elektrody s vlozenym pracovnym napidtim. Sleduje sa zavislost medzi
elektrickou veli¢inou a koncentraciou zlozky, ktora musi byt schopna elektrochemicke;j

reakcie.

Do popredia sa Coraz viac dostdvaju systémy ultravysoko ucinnej chromatografie,

(z angl. Ultra high performance liquid chromatography, skratka UPLC), ktoré st vysoko
ucinné, aj ked pouzivaju vyrazne vysSie tlaky a skracuju dobu analyz. Tieto systémy je

mozné kombinovat’ s hmotnostnymi detektormi.

Priklady analytického vyuZitia kvapalinovej chromatografie vo verejnom zdravotnictve

- Ukazovatele kvality potravin: stanovenie farbiv, konzerva¢nych latok, umelych
sladidiel, vitaminov, kofeinu a d’al$ich alkaloidov, mykotoxinov a inych organickych

latok

- Ukazovatele kvality vody a ovzduSia: stanovenie polycyklickych aromatickych

uhl'ovodikov
Otazky ku kapitole
18 Aké latky sa najcastejSie stanovuju chromatografickymi metédami?
19 Je mozné stanovit’ pevné latky metodou plynovej chromatografie?
20 Ako pomaha davkovacia technika headspace pri analyze neprchavych zloziek?

21 Kde dochédza k oddel'ovaniu jednotlivych zloZiek zmesi v koldonove;j

chromatografii?
22 Moze sa tenkovrstvova chromatografia pouzit’ aj pre separaciu bezfarebnych latok?
Odpovede st na str. 92

Ukazka chromatografickej metody je v prilohe C
2.4. Fyzikalno-chemické metody - elektrochemické metody

Metody elektrochemickej analyzy su zalozené na merani elektrochemickych veli¢in, ako

je potencial, prad, naboj, odpor ai. Su vhodné na stanovenie idénov v roztoku.
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Elektrochemicka veli¢ina sa deteguje, premienia na vhodny elektricky signal

a vyhodnocuje. Do skupiny tychto metdd sa zarad’uje potenciometria a konduktometria.
2.4.1. Potenciometrické meranie pH

Potenciometrické meranie pH je zaloZené na informécii o koncentracii vodikovych idonov
H*, ktora sa ziska z potencidlového rozdielu medzi dvoma elektrédami ponorenymi

do meraného roztoku.

Merania sa vykonavaju pomocou indikacnej (pracovnej) sklenej elektrody a referencnej
(porovnavacej), napr. kalomelovej elektrody, ktoré ponorenim do skiimaného roztoku

tvoria elektrochemicky clanok. Referenéna elektroda ma pri danej teplote znamy,

konstantny, od roztoku nezavisly potencial, zatial ¢o potencial pracovnej sklenej

elektrédy sa meni v zévislosti od koncentracie vodikovych ionov.

Sklend elektrdda je vyrobena zo Specialnych druhov skla, zvycajne ma tvar uzkej trubicky
uzavretej tenkou sklenou gulovitou membranou, ktord je schopna prepustat H.
Spravidla pozostava z chloridostriebornej elektrody ponorenej vo vnutri sklenej trubicky
do tlmivého roztoku. Sklena elektroda nereaguje na pritomnost’ oxida¢no-redukénych
latok, ani povrchovo aktivnych latok v roztoku, je selektivna iba na 16ny vodika. Jej
pouzitie je zalozené na procese, pri ktorom tenka sklena membrana, oddel'ujuca vnttorny
tlmivy roztok avonkaj$i merany roztok, umoziuje difiziu vodikovych ioénov bud
smerom dnu, pokial ma vnatorny roztok niz$i obsah H* oproti vonkajSiemu, alebo
smerom von do meraného roztoku, pokial ma vnatorny roztok obsah H vy$si oproti
vonkaj$iemu (obr. ¢. 41). Difuzia prebieha az do stavu dynamickej rovnovahy, kym sa
nevyrovnaju rozdielne koncentracie vodikovych i6nov oboch roztokov. Potencial sklenej
elektrody tak dosiahne rovnovazny stav Umerny Kkoncentracii vodikovych iénov
v meranom roztoku. KedZze absolitna hodnota potencialu sa v praxi nemeria,

potenciometrom sa zist'uje rozdiel oproti referencnej elektrode.
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Potenciometrické meranie pH

Obr. ¢. 41
indikaéna referenéna ) . .
elektréda elektréda ] Schéma potenciometrického merania pH
sklena

~- —- —merany roztok — ——-

(Upravené podl'a http://www.chtf.stuba.sk/kalch/AC/ii-2.pdf)

Mnohé pH metre st uspdsobené na pracu s kombinovanou sklenou elektrodou, kde su
Vv spolo¢nom obale inStalované obe elektrody, sklend aj referen¢na. Vodice, ktoré su
vyvedené z kazdej elektrody osobitne na odlisné Casti konektora, su kryté v spolo¢nom

obale.

Vysledkom merania je bezrozmernad hodnota pH z rozsahu od 0 po 14, ktord vyjadruje
zdaporny dekadicky logaritmus koncentracie vodikovych ionov V roztoku podla vzt'ahu
(1.11) pH = - log [H*]. Tento pojem zaviedol dinsky biochemik Seren Peter Lauritz
Serensen (1868 — 1939) kvoli jednoduchsiemu vyjadrovaniu koncentracie vodikovych
16nov.

Hodnota pH mensia ako 7 poukazuje na kysly charakter meraného roztoku, s vysokou
koncentraciou H*. Hodnota vécéSia ako 7 poukazuje na bazicky charakter, s nizkou

koncentraciou H. Roztok s hodnotou pH 7 je neutrélny.

Meranie je ovplyvnené teplotou, v minulosti bolo potrebné roztoky a meraciu ststavu
temperovat’ na Standardnt laboratornu teplotu. Moderné pristroje dokazu teplotu snimat’

senzorom a vysledky pH automaticky kompenzovat’, takze meranie je rychle.

Meracie zariadenie je potrebné v pravidelnych intervaloch standardizovat pomocou
timivych roztokov znamej hodnoty pH. Spravidla su to referencné materidly pH 4, pH 7
apH 9, podl'a o¢akavanej hodnoty meranej vzorky. Pred kazdou sériou vzoriek sa overuje
nastavenie pristroja zaradenim pufrov s dlhodobo sledovanymi hodnotami, ktoré

sa porovnavaju S nastavenymi kritériami.
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Priklady analytického vyuZitia potenciometrickej metody vo verejnom zdravotnictve

- Ukazovatele kvality potravin: stanovenie pH v médse a médsovych vyrobkoch,

v skrobovych produktoch, napojoch a i.

- Ukazovatele kvality vody: stanovenie pH v pitnej vode
2.4.2. Konduktometria

Konduktometricka analyza, Cize stanovenie elektrolytickej vodivosti, je zalozena na

vztahu medzi elektrolytickou vodivostou a koncentraciou elektrolytu. Merana veli¢ina
savisi s elektrickym pradom, ktory vedt idny pritomné V ststave. Zavisi od ich
charakteru a koncentracie, tiez od teploty, druhu rozpustadla a viskozity roztoku.
Elektricky prad vznika v dosledku migracie ionov k elektrodam opaéného naboja. Na
transporte sa zGc¢astiuju vSetky idony pritomné v roztoku, konduktometrické stanovenie je

preto neselektivne.
Schopnost’ viest’ elektricky prud opisuje veli¢ina vodivost’ a konduktivita.

Vodivost - konduktancia G je schopnost’ akéhokol'vek vodica viest elektricky prud, bez

rozdielu, ¢i ide o prud elektronov alebo ionov. Jednotkou je Siemens, skratka S a je
definovana ako prevratena hodnota elektrického odporu R s jednotkou ohm, skratka Q.

Plati, 26 G=R!atedaSje QL

V pripade, ked’ je vodiCom vodivy roztok, elektricky prud vznika prudom ionov. Vodivost

kvapalin opisuje veli¢ina elektrolyticka vodivost — konduktivita . Mozno ju interpretovat’

ako vodivost’ hypotetickej kocky s hranou o dizke 1 m naplnenej meranym roztokom,
pricom dve protil'ahlé steny st vodice I. triedy (tok elektrického pradu sprostredktivaju
elektrony) z inertného materialu, ktory chemicky nereaguje s meranym roztokom.
Jednotkou konduktivity ¥ je S/m, v praxi ¢asto S/cm, zahina teda dve veli¢iny, elektricka
aj dizkova. Cistd voda ma pri teplote 25 °C v doésledku svojej vlastnej disociacie

elektrolytickt vodivost’ 0,005483 mS/m.

Vodivost’ roztoku sa nedd merat’ priamo, merania sa realizuji na principe merania

odporu. Konduktometre sa kalibruju pomocou CRM.

Rovnako ako odpor, aj vodivost’ je zavisla od teploty. Zmena teploty o 1 °C sposobuje

zmenu vodivosti 0 2 az 3 %. Pokial’ sa meranie nevykonalo pri teplote 25 °C, hodnoty
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od¢itané z pristroja sa musia korigovat zodpovedajucim korekénym faktorom

na konvenénu Standardnu teplotu 25 °C ako elektrolytickd vodivost pri 25 °C.

Moderné pristroje uz maju obycajne v meracej sonde zabudovany snimac teploty.
V pripade, Zze sa zosnimand teplota liS§i od Standardnej, konduktometer automaticky
vykona korekciu. Nespravna hodnota teplotného koeficienta moéze zapricinit’ vel'ké chyby
vysledku merania. Preto sa pri vysledku uvadza aj skuto¢na teplota a metdda korekcie na

teplotu 25 °C.

UkéZzka zapisu vysledku 725 =258 mS/m (podl'a STN EN 27888)
Teplota merania 11,5°C
Matematicka korekcia

Priklady analytického vyuZitia konduktometrie vo verejnom zdravotnictve

- Ukazovatele kvality vody: Stanovenie elektrolytickej vodivosti pitnej vody
- Monitoring kvality vody na pripravu roztokov

Otazky ku kapitole

23 Je mozné merat’ pH roztoku len jednou elektrodou?
24 Je mozné pri Standardnej teplote dosiahnut’ elektrolytick vodivost’ destilovanej vody

lepsiu ako 5 uS/m?

Odpovede su na str. 93
3. SENZORICKA ANALYZA

Senzoricka analyza je jednou z najstarSich vednych disciplin, pouziva l'udské zmysly ako
detektory. Vyvinula sa z potreby vyberu neskodnych a k zamietnutiu skodlivych potravin.
U ¢loveka sa tak uz vskorych etapach vyvinulo pozitivhe hodnotenie sladkych
a tucnejsich, prip. slanych potravin, ktoré mu dodavali energiu a doélezité mineralne latky.
Naopak, negativne hodnotené boli védcSinou horké alebo prili§ kyslé chute a trpké
potraviny, ktoré mohli byt’ potencidlnym zdrojom toxickych latok. Senzorické hodnotenie
aké pozname dnes vychadza z metodologie, ktorej zdklady boli polozené v 19. storo¢i. Az
objasnenie funkcie zmyslovych organov, ich savisu s podnetmi, pochopenie premeny
nervového vzruchu na zmyslovy vnem, spolu s rozvojom biologie, psychologie, Statistiky
a mnohych d’al§ich vednych odborov dopomohli k premene discipliny, dovtedy zaloZenej

iba na empirickych skusenostiach.
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Senzorické hodnotenie ma vyznamnu tlohu aj v sticasnosti, nedd sa nahradit’ aj napriek
vysokému stupiiu rozvoja objektivnych, najmd analytickych metdd. Stalo sa
neoddelitenou sucast'ou kontroly, jeho poslanim je posudzovanie kvality a bezpe¢nosti
potravin, pomaha pri odhalovani ich falSovania. Vyuzitie senzorickej analyzy sa rozsirilo
aj do dalSich odvetvi - posudzovanie kozmetickych a hygienickych vyrobkov, textilu,
obalov a mnohych d’al§ich produktov, pomoc pri optimalizacii receptir, vyvoji novych
vyrobkov, technologickych postupov, hodnotenie vplyvu prepravy a skladovania na

senzoricku kvalitu a vyuzitie v mnohych d’al§ich oblastiach.

Na zmyslové hodnotenie vplyva vonkajSie prostredie a variabilita fyziologickych
a psychickych funkcii hodnotitel'a. Z tohto dévodu by sa mohli vysledky senzorickej
analyzy povazovat' za subjektivne. AvSak detailnejSim poznanim procesu vnimania
organoleptickych vlastnosti, vyberom posudzovatelov, ich $kolenim, spravnou volbou
senzorickych metdd, ako aj matematicko-$tatistickym spracovanim vysledkov hodnoteni

od skupiny hodnotitel'ov je mozné vyrazne zvysit’ objektivitu zmyslového posudzovania.

Senzorické hodnotenie sa sklada zo série technik, ktoré umoziiujii presné a vystizné
meranie ludskej odozvy na vlastnosti skiimanych vzoriek. Spravnym Skolenim
a skusenostami posudzovatel dokaZze potlacit’ uprednostiiovanie alebo zaujatost’ voci
niektorym druhom skuSanych objektov. Zatial' neexistuje Ziadna univerzalna analyticka
metoda, ktord by dokdzala nahradit’ psychologickii metodu zmyslového hodnotenia,

ktorej hlavny proces prebieha v centralnej nervovej sustave.

Pojem, ktory sa vztahuje na skusany objekt a na jeho vlastnosti posobiace na l'udské
zmysly tak, ze vyvolaji vnem, vystihuje termin organolepticky. Vyraz senzoricky sa
vztahuje na cloveka, napouzitie jeho zmyslov. Pojem senzorickd analyza na rozdiel
od starSicho terminu organoleptickd analyza je Sir$i, nezuzuje hodnotenie len
na posudenie vlastnosti vzorky. Zahtfiia aj vyber vhodnych metod, sledovany tcel a ciel,
ktory sa ma zvolenym postupom dosiahnut. Z vysledkov senzorického hodnotenia
vel'akrat vyplyvaji zavery a dolezité informacie, ktoré pomo6zu odstranit’ problém, alebo

pomdzu zjednodusit’ ¢i skvalitnit’ niektory proces vyroby.
3.1. Zmyslové hodnotenie v senzorickej analyze

LCudsky organizmus je citlivy na zmeny vo vonkajSom prostredi, ako aj vo vnutornom

prostredi vlastného organizmu. Podnety zachytava prostrednictvom zmyslovych orgdanov -
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analyzatorov. SU to organy S$pecializované na prijem — recepciu — réznych druhov

podnetov, ktoré k ¢loveku prichadzaju vo forme fyzikalnej alebo chemickej energie.
Podr’a prostredia, z ktorého prijimaju informécie, sa rozliSuju:

- Exteroreceptory, vonkajSie receptory, ktoré¢ zachytavaju podnety zvonka. Reaguji na
svetlo, teplo, chlad, bolest’, tlak, dotyk, ale aj na podnety z vlastnych zmyslov — zraku,

sluchu, ¢uchu a chuti.
- Interoreceptory prijimaju podnety z vnttorného prostredia. Patria k nim

- proprioreceptory, ktoré¢ informuju o polohe tela v priestore, nachadzaji sa

v svaloch, §l'achéach, kibovych puzdrach

- enteroreceptory informuju o vnutornych orgénoch.

Okrem tohto delenia sa odliSuju receptory podl'a charakteru podnetov:

- fotoreceptory - tyCinky a Capiky sietnice oka, citlivé na elektromagnetické vinenie

vo viditel'nej oblasti

- mechanoceptory- umiestnené najmd v hmatovom organe, citlivé na mechanické

popudy, reaguju na tah, tlak, bolest’

- termoreceptory- ulozené najmi v pokozke, v slizniciach aj v svaloch, podnetom je

teplota a chlad

- chemoreceptory - chutové pohariky, ¢uchové receptory nosa, reaguju na chemické

latky

- nociceptory, osobitna skupina - receptory bolesti v kozi, kostrovych svaloch, srdcovom
svale, vnutornych organoch, schopné reagovat na mechanické, termické, chemické

stimuly.

Po podrazdeni receptoru sa fyzikalna alebo chemickd energia prijatd z podnetu premeni
na elektricky nervovy impulz — vzruch. Vzruch je vedeny dostredivymi nervami
do ustredia, t. j. mozgu alebo miechy. Tu je impulz spracovdvany na psychicky jav —
pocit. V ustredi dochadza k vypracovaniu odpovede, ktora je vedend odstredivymi
nervami k vykonnym organom, ktorymi su svaly a Zl'azy vykonavajuce ¢innost’ — svalové
reakcie, vyluCovanie hormoénov. Sucastou procesu pocitovania je aj spitna vézba
z vykonného organu, ktord signalizuje adekvatnost’ reakcie alebo vyvold napravnu

reakciu.
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Pocit je prvou informaciou o jednotlivych vlastnostiach predmetov a javov, ako je chut’
jedla, teplota vody, vona krému a pod. Je definovany ako najjednoduchsia jednotka,
zalozend na odraze jednotlivych vlastnosti a javov redlneho sveta, alebo vnutornych

stavov organizmu pri bezprostrednom pdsobeni podnetov.

Clovek viak vnima prostredie komplexnejie, ako subor viacerych pocitov, ¢im vznika
vnem. VVnem je odraz predmetov a javov ako celku vo vedomi ¢loveka. Je to vysledny
efekt sucinnosti viacerych receptorov alebo spojenia viacerych pocitov z jedného

receptora.
3.2. Podnetové prahy

Receptory maju svoje obmedzenia, nakol’ko to sl organy Specializované iba na prijem
podnetu s urCitou intenzitou. Aby podnet pdsobiaci na receptor vyvolal podrazdenie
a vzruch, musi dosiahnut’ urciti hranicu intenzity, aby ho ¢lovek pocitil. Tato hranicu

predstavuje tzv. podnetovy prah, oznaovany aj ako prahovd koncentracia.

- Dolny podnetovy prah, alebo prah rozpoznania, je najmensia hodnota (intenzita)
podnetu, ktort je receptor schopny zaregistrovat, aby doslo k vzruchu a pocitu (napr.
minimalna koncentracia soli na vyvolanie slanej chute). Hodnota nizsia ako dolny
podnetovy prah sa nazyva podprahovad aje taka nizka, Ze eSte nevyvolava Ziadny

vzruch ani pocit.

- Horny podnetovy prah je dany maximalnou hodnotou (intenzitou) podnetu, ktort je
receptor schopny zachytit. Podnety nad tGto hranicu sa nazyvaji nadprahové a st
také vysoké, Ze uZz nevyvolaji vzruch ani pocit (napr. ultrazvuk, ultrafialové
Ziarenie...).

vV

Ak je receptor vystaveny prili§ dlho podnetom s vys$Simi intenzitami, dochadza
k nasyteniu vSetkych jeho aktivnych miest atak pri d’alSom zvySovani intenzity
podnetu (napr. zvySovanie koncentracie vone) receptor uz nedokdze postrehnut’
zmenu vo vel'kosti intenzity. V tomto pripade sa horny podnetovy prah nazyva prah

nasytenia, nakol’ko pri tejto intenzite dochadza k zahlteniu receptora.

- Rozdielovy podnetovy prah je dany minimalnym rozdielom v intenzite dvoch
podnetov rovnakého druhu, ktory je receptor schopny spol'ahlivo rozoznat (napr.
najmenSia zaregistrovana zmena V koncentracii soli medzi dvoma roztokmi,

najmensSia zaregistrovana zmena intenzity ¢ervenej farby medzi dvoma roztokmi a i.)
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Hodnoty podnetovych prahov moézu byt u jednotlivych l'udi rozdielne, je to individudlna
schopnost’ jedinca. U kazdého jedinca su tieto hodnoty za konsStantnych podmienok

rovnaké, avsak pri zmene podmienok sa vyrazne menia.
3.3. Zmyslové organy v senzorickej analyze

Proces vnimania organoleptickych vlastnosti objektov tizko suvisi s anatomickou stavbou
zmyslového organu a fyziologickymi pochodmi prebiehajucimi pri vnimani. Len
dokonalym poznanim tychto otdzok mozno dosiahnut objektivnejsSie senzorické
hodnotenie produktov. Doélezitost’ jednotlivych zmyslovych organov pre rdozne produkty
je rozna. Napr. pri hodnoteni vonaviek je dominantny ¢uch, pri hodnoteni medu zase

chut. Zmyslové orgéany a ich pouzitie v senzorickej analyze zobrazuje obr. €. 42.
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3.3.1. Zrakovy organ V senzorickej analyze

Clovek vnima az 80 % vsetkych informécii zrakom, ktorého vlastnym zmyslovym

organom je oko. Podnetom st svetelné elektromagnetické viny v rozsahu 380 — 780 nm.

Zrakom je mozné posudit’ celkovy vzhlad, priCom sa zist'uje tvar, velkost, farba, ale aj
lesk, cirost alebo zdkal skimaného objektu. Aj laik dokaze zrakom postrehniit’ odchylky
od predchadzajucich skusenosti, ktoré signalizuji podozrenie na nedostatky — napr.
sivastd farba Sunky (po dobe spotreby, prip. zl¢ skladovanie), namodrastd farba mlieka

(riedenie vodou), rozozna cudzorodu primes zapecenu v chlebe a |.

Pri posudzovani  farby je v niektorych pripadoch mozné zvysit objektivnost

senzorického hodnotenia niekol’kymi spdésobmi. Jednym znich je pouzZitie presne
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definovaného etalonu - farebného Standardu, voc¢i ktorému sa vzorky porovnavaju. Su
vyhotovené z tuhych materidlov, ako sklo, plast, papier, alebo su vo forme roztokov.
Pouzivaju sa pri hodnoteni napojov, pretlakov, cukru ai. Inou moznostou je priame
meranie farby spektrofotometricky alebo kolorimetrami. Dalou alternativou je pouzitie
fyzikéalno-chemickych metdd, napr. ked’ je spozorovana zmena vo farbe vzorky. Vtedy
spektrofotometria alebo aj iné analytické techniky pomozu sledovat latky, ktoré
degradaciu farby sposobili ¢i uz pri nespravnom skladovani alebo pri nevhodnom

spracovani produktu.

Objektivizovat’ je mozné aj meranie zakalu napr. v Stavach, v pive, vo vine, kde sa

sleduje ¢irost’ vyrobkov. Na hodnotenie zakalu je vhodna turbidimetria a nefelometria.
3.3.2. Hmatovy organ V senzorickej analyze

Hmat je zmyslovy orgén, ktory je prostrednictvom niekol’kych typov receptorov citlivy na
dotyk atlak. Drazdenim receptorov vznikaji kombinované pocity, ktoré informuja
0 mechanickych vlastnostiach skamanych objektov, ako je tvrdost, sudrznost, viskozita,
pruznost, prilnavost, tie vplyvaju na krehkost, zZuvatelnost, gumovitost, Stavnatost a na
iné znaky. Taktiez sa ziskavaju informacie aj 0 geometrickych vlastnostiach objektov,
akymi su velkost, tvar a prip. orientacia zfn. VSetky spominané charakteristiky spolu
vytvaraji multiparametrova vlastnost’ objektu — fexturu. UloZenie receptorov vnimavych
na dotyk a tlak je na r6znych miestach tela znacne rozdielne, st rozmiestnené v rozli¢nej
hibke koze a v slizniciach, ale aj v svaloch, kiboch a vo vnutri organizmu. Na podnety

dotyku a tlaku su najcitlivejsie bruska prstov, pokozka dlane a ustna dutina.

V kozi sa nachadzaji aj Specializované nervové zakoncenia — termoreceptory, ktoré st
citlivé na teplo a chlad. Receptory na vnimanie chladu sa nachadzaju vo vrchnej vrstve
koZe. Receptory na vnimanie tepla st ulozené v hlbSich vrstvach koze. Najviac
receptorov chladu a tepla sa nachddza v tvdrovej casti koze a chrbtovej cCasti ruky.
V senzorickej analyze termoreceptory podavaji informaciu 0 tom, ¢i je vzorka teplotne

vhodna na konzumaciu a ¢i je teplota optimalna.

V niektorych pripadoch sa hmatové pocity daju objektivizovat’ inStrumentalnymi
metddami. Na zistovanie texturnych vlastnosti sa pouzivaji analyzatory textary, ktoré
meraji mechanické veli¢iny za podmienok imitujicich namahanie vzoriek pri
konzumacii. Vyuzivaju rozne dalSie mechanické testy zahrnujuce merania odolnosti
vzoriek proti ufinkom poOsobenia sil — stlaCanim (pomocou piestu), vtlaovanim
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(prenikanim sondy réznych tvarov), natahovanim, ohybanim, krajanim, strihanim atd’.
Takym sposobom sa dokazu kvantifikovat’ niektoré fyzikalne vlastnosti posudzovanych
vzoriek, ako je tvrdost, Zuvatelnost, stladitelnost, tuhost, drobivost ai. VicSina
vysledkov tychto objektivnych merani koreSponduje s vysledkami senzorickych metdd.

Pre komplexné hodnotenie je vSak senzorickd analyza nezastupitel'na.
3.3.3. Chutovy organ V senzorickej analyze

Orgédnom chuti je subor Specializovanych receptorov oznaCovanych ako chutové
pohariky. Podnetom su latky rozpustné vo vode alebo Vv slinach, ktoré sa dostant
do kontaktu s chutovymi poharikmi. Tie su najviac zoskupené v sliznici jazyka, ale aj
Vv sliznici tvrdého podnebia, na prednej ploche mékkého podnebia av sliznici hltana

a prichlopky.

Organ chuti rozoznava 5 zakladnych chuti: sladku, slanu, kyshi, horki a umami. Okrem
zakladnych chuti dokazu receptory rozpoznat aj doplnkové chute, ako je elektricka,

alkalicka a kovova.

Umami (z japon¢iny lahodnd chut) je popisovana ako lahodna, vydatnd, misova a vyvaru
podobna charakteristickd chut’, ktori nedokédze vyvolat' ziadna kombinécia ostatnych
zakladnych chuti. Je vyvoland zriedenymi roztokmi urcitych aminokyselin alebo ich
derivatov, ako je glutaman sodny alebo inozinan disodny. Umami bola identifikovana uz
na zacCiatku 20. storocia v Japonsku pocas vyskumov zameranych na vyraznt chut’ vyvaru
z morskych rias. AvSak v medzinarodnom vedeckom svete bola akceptovand ako piata
zakladna chut’ az koncom 20. storocia, ked’ boli objavené nezavislé Specifické receptory

pre umami.

Kazdy chutovy poharik dokaZe rozoznavat vSetky chute aj ich kombindcie, avSak st
plochy jazyka, kde s jednotlivé chute vnimané intenzivnejSie oproti ostatnym zoénam.
Sladkost’ sa najintenzivnejSie vnima na Spicke jazyka, slanost’ po stranach jazyka vpredu,
kyslost’ na bo¢nych stranach vzadu, horkost’ na koreni jazyka. Umami pokryva Siroka

z6nu najmai v strednej Casti jazyka. Rozlozenie receptorov je zndzornené na obr. €. 43.
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Obr. ¢. 43

Rozlozenie receptorov zakladnych chuti na jazyku

(Upravené podla: http://www.biologydiscussion.com/human-physiology/human-digestive-
system/main-parts-of-human-digestive-system-with-diagram/52385)

Objektivizacia analytickymi metédami méze analyze chuti napomoct’ len v niektorych
pripadoch aiba pre jednotlivé latky. Stanovenie latok sposobujtcich neprijemna chut,
napr. vzniknuté aldehydy a karbonylové zlufeniny pri autooxidécii tuku je mozné

stanovit’ chromatograficky, alebo sa stanovi ¢islo kyslosti tuku titra¢ne.

Slanti chut’ je mozné objektivizovat’ titratne stanovenim obsahu soli, sladka chut’ zase
polarimetricky stanovenim cukrov. Medzi vysledkami tychto metdd a senzorickym
hodnotenim je vécsinou vysoka korelacia, tyka sa vSak len jednotlivych chutovych latok
alebo jednoduchych zmesi. Ovel’a zlozitejSie sa objektivizuje chutnost’ produktu, ktora sa

definuje ako spolo¢ny vnem chuti, vone a hmatu.
3.3.4. Cuchovy orgén Vv senzorickej analyze

Receptory ¢uchu st $pecifické nervové bunky, ulozené v sliznici hornej €asti nosovej
dutiny. Podnetom pre ich stimulaciu st molekuly prchavych vonavych latok prenesené
vzduchom a nasledne rozpustené v hlienovej vrstve sliznice. Vonavé latky sa dostavaju
do ¢uchového organu pri vdychovani, ale vystupuju aj z Gstnej dutiny cez otvor spajajuci

ustnu dutinu s nosnou dutinou a nosohltanom.

Psychicky zazitok pri cuchovom pocitovani sa vyjadruje pojmom pach. Pach méze byt
prijemny, vyhodnoteny ako vdna (napr. kvetinova, ovocnd, korenistd, Zivicova) alebo
neprijemny, vyhodnoteny ako zdpach (napr. hnilobny, pripaleny). Hranica medzi tymito
dvoma kvalitami vSak nie je presne vymedzena, pretoZe to, Co niekto pocituje ako vonu,
iny moze vnimat’ ako zépach a naopak. Na niektoré latky je I'udsky cuch vel'mi citlivy,
tak ze dokazu vzbudit’ vysoku intenzitu pocitu aj pri vel'mi nizkych koncentraciach, ¢i uz
pozitivnu, alebo negativnu. Pri vonlavych latkach preto neplati vztah, ze vac¢si pachovy

podnet bol sposobeny latkou s vysokou koncentraciou a naopak. Napriklad pre
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etylalkohol sa udava dolny podnetovy prah 100 mg/l, pre kyselinu octovl 25 mg/l, ale
napr. pre kyselinu maslovi vznikajucu oxidaciou masla je to iba 0,2 mg/l. Su vsak latky,
ktoré su detegovatel'né receptormi ¢uchu aj v ovela nizSich koncentracidch. VacsSinou
vSak charakteristicky pach netvori len jedna zlicenina, ale zmes niekedy vel'mi pocetnych

latok.

Dolny podnetovy prah je mozné objektivnejSie zistit pomocou olfaktometra (angl.
olfaction ¢uch), o je pristroj, ktory sa pouziva v spojeni sl'udskym subjektom.
Sledovana vonava latka sa davkuje k ¢uchovému organu skuasanej osoby, presné
koncentracie st zabezpefené kontrolovanym riedenim v prade inertného vzduchu.

pocitovat’.

Senzoricku analyzu ¢iastocne objektivizuje plynova chromatografia spojena s technikou
headspace (kap. 2.3.2.1), ktora zabezpeCuje analyzu vyhradne prchavych latok bez
vnasania zvy$ného podielu vzorky do systému. Vyhodou je jednoducha priprava vzorky
arychla analyza. Nevyhodou takej analyzy je, ze nie kazda prchava latka je aj vonava.
Vysledkom su sice Cisté signaly z prchavych latok, ale informacia o intenzite pocitu
chyba. Ak sa vSak sledujii nezname pachy, ktorych povod nemozno logicky vysvetlit' ako
chybu vyrobku, analytické metédy sa musia pouZzit. Na identifikdciu neznamych latok
sposobujucich pach je castou volbou plynova chromatografia v kombinécii

S hmotnostnym detektorom.

Uzitoénym spojenim je plynova chromatografia doplnena olfaktorickou detekciou.
Plynova chromatografia dokaZe rozdelit komplex vonavej zmesi na jednotlivé latky,
Z ktorych niektoré su aromatické, ale iné nemusia byt’. VSetky rozdelené latky vymyvané
Z kolony postupuj do dvojcestného rozdelovaca. Jedna Cast’ ide do klasického detektora,
kde sa vsetky zlozky deteguju a nésledne z chromatogramu identifikuju a kvantifikuju.
Druhé ¢ast’ vstupuje do olfaktorického detektora, ktory umoziuje zapojit' do analyzy aj
Suchovy receptor ¢Gloveka. Cuchovy organ prilozeny k detektoru registruje vo
vystupujucom prude iba tie latky, ktoré st vonaveé, posudzovatel’ opisuje prislichajucu
kvalitu pachu a intenzitu pocitu. Porovnanim latok vystupujlicich z olfaktorického
detektora s latkami z chromatogramu je mozné vyhodnotit, ktoré¢ z jednotlivych latok

zmesi sa na pachu podiel’ali a v akom pomere.
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3.3.5. Sluchovy organ Vv senzorickej analyze

Zmyslovym organom sluchu je ucho, receptory su vlaskové bunky nachadzajice sa vo
vnutornom uchu. Podnetom st zvukové viny s frekvenciou v rozsahu 16 az 20 000 Hz.
LCudsky sluchovy organ nedokaze registrovat’ zvuk s frekvenciou mimo tohto intervalu.

Maximalna citlivost’ sluchu je pre tony 1000 - 3000 Hz.

Posudzovanie sluchom sa uplatituje hlavne v priemyselnej oblasti, napr. na hodnotenie
zvukov, ktoré produkuju rdzne technické zariadenia. Vsenzorickej analyze potravin
a kozmetiky sa jeho dblezitost’ povazuje za menej vyznamnu oproti ostatnym zmyslovym
organom. Sluchové pocitovanie je zamerané najmd na vyhodnotenie zvukov pri
mechanickom naruseni urcitych typov vzoriek. Sluch sa podiela na informacii, ¢i je
vzorka dostatocne chrumkava, praskava, vrzdava, lupkava, pripadne ¢i sa ozve
charakteristické prasknutie pri rozlomeni. Hodnoti sa aj typickost Sumivého zvuku
plynovych bublin v perlivych alebo Sumivych vyrobkoch, ked’ plyn unikd uvolnenim

tlaku alebo vznika chemickou reakciou.

Objektivizacia senzorického hodnotenia sa moZe vykonat podobnymi pristrojmi, akymi
sa zistuju textirne vlastnosti. Pri stlaéani vzorky umiestnenej v Specialnej zvukotesnej
komore dochddza k mechanickému naruSeniu, ktoré je sprevddzané urcitym zvukom.
Zvuk sa snima cez mikrofon do zariadenia, ktoré odfiltruje pripadny Sum a do zberaca dat

odosle na vyhodnotenie signdl z vyselektovan¢ho zvuku.
3.4. Postup pri vnimani podnetov

Psychika cloveka je nastavend tak, Ze najskor hodnoti komplexnu prijatelnost’,
prijemnost’ vnemu. Také hodnotenie sa nazyva hedonické (angl. hedonic pozitkarsky) a je

pomerne jednoduché.

Az pri dalSom, hlbSom skumani vzorky sa c¢lovek zameria na detaily a dokaze
rozanalyzovat, na zaklade akych vlastnosti vznikol prvy dojem, vSima si Ciastkové
vlastnosti a intenzitu vnemu. Toto hodnotenie sa nazyva intenzitné. Intenzitné hodnotenie
je narocnejsie v porovnani s hedonickym, vyzaduje viac pozornosti, skusenosti a je ovela
namahavejsie.

Hedonické posudenie mdze vykonat' aj neskuseny laik pri spotrebite'skom hodnoteni,

kde je nazor bezného spotrebitel'a dolezity. Vtedy sa zistuje len obl'uba, preferencie,
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ochota konzumovat' a kupit’ produkt, najmé pre spotrebitel'ské ucely, pri vyvoji novych

vyrobkov a pod. Vysledkom hodnotenia je stupern prijemnosti posudzovaného objektu.

Intenzitné hodnotenie moéze vykonat iba Skoleny posudzovatel, schopny rozpoznat
jednotlivosti, posudit’ primeranost’ intenzity tym, ze potlaci emotivnu stranku a odosobni
sa od zaujatosti voc¢i neobl'ibenej alebo preferovanej komodite, ¢i vplyvu inych vnemov.
Vysledkom je objektivne stanovenie intenzity niektorej z viastnosti posudzovaného

objektu.
Priebeh vnimania podnetov pri posudzovani potraviny

Prvym krokom hodnotenia je postdenie celkového vzhl'adu zrakom. Posudzuje sa farba,
pripadne Ccirost’, lesk. K zraku sa pripaja hmat, zistuje sa konzistencia — skimanim

prstami sa sleduje plasti¢nost, tuhost’, drobivost’ a i., priborom napr. krajatelnost’.

Pri podavani susta do ust sa ¢uchom zistuje pach. Ked’ze pri normalnom dychani len 5 %
vdychovaného vzduchu dosiahne receptory uloZzené v hornych zahyboch nosnej dutiny,
voli sa technika privoniavania, ktora pomoéze zlepSit' prenos pachu do nepristupného
cuchového epitelu az na 20 %. Pri technike privoniavania sa vykona niekol’ko opatrnych

vdychov, za ktorymi nasleduje hlboky vdych.

Dalsie hodnotenie pokraduje vlozenim ststa do ust. Proces senzorického posudzovania
prebiehajtci v Gstnej dutine pri konzumacii potravin ma tri etapy: zahryznutie, preziivanie
aprehitanie. Pri zahryznuti sa hmatovymi receptormi skuma tvrdost, §tavnatost,
Vv pripade chrumkavych vzoriek sa zapdja aj sluch. Ak je vzorka tekuta, vpravi sa do ust

lyZicou alebo z nadoby.

VlozZenim do ust — ochutnavanim, degustdciou, sa najprv zistuje tzv. celkova chutnost,
kde st zapojené organy chuti aj Cuchu. Pri preztvani, v pripade tekutej vzorky pri
prevalovani, sa stisto mieSa so slinami, sleduje sa vyvoj chuti. Teplota skimanej vzorky
sa vyrovnava s teplotou v ustnej dutine a uvolnia sa prchavé latky. Vonavé latky
sa dostavaji do nosovej dutiny k cuchovym receptorom. Prijemné pocity vyvolané
vzajomnym spolup6sobenim vonavych latok na chut’ aj ¢uch sa oznacuju ako ardma.
Neziaduce pocity z produktov kazenia potraviny alebo z cudzorodych latok napr. z obalu
alebo pesticidov sa oznacuju ako nechutnost (angl. off-favour). Pri prezivani sa zapajaja
aj receptory na texturu v perach a okolo zubov, zistuje sa zuvatelnost’, viskozita al.
Niektoré parametre je potrebné posudit’ okamzite, napr. krehkost” vzorky, ktora

posobenim slin podliecha zmenam.
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Po prehltnuti sa senzoricky aktivne latky prestavaju uvolnovat, latky sa z chutovych
receptorov odstrania vyplavenim slinami a ich prehltnutim. Z nosovej dutiny sa uvolnia
vydychnutim. Mnohé potraviny spdsobuju aj tzv. ndasledné senzorické podnety, ktoré
nastupuju az po urcitej dobe. Hodnoti sa stupenl intenzity aj tychto pocitov. Kazdy

posudzovatel’ svoje hodnotenie v kazdom kroku slovne opisuje.

Pred hodnotenim vzoriek sa tusta preplachuji vodou, ktord posobi ako neutralizator. Jej
ulohou je odstranit’ zvysky predchadzajucej vzorky zustnej dutiny a regenerovat’
receptory. Neutralizatorom na regeneraciu receptorov méze byt aj chutovo a vonovo
indiferentna potravina, akou je napr. suché biele pecivo alebo jablko, pokial tieto

komodity nie su prave predmetmi posudzovania.
3.5. Optimalne podmienky pre hodnotenie
3.5.1. Maximalna elimindcia ruSivych vplyvov

Je zabezpeCena vhodnymi priestormi S konstantnymi podmienkami prostredia.
Laboratérium na senzorické hodnotenie musi byt oddelené od ostatnych prevadzkovych
miestnosti, aby sa vylacila hlu¢nost’ a zabezpecila ochrana pred pachmi. Poziadavky na
miestnosti, ktoré sluzia senzorickej analyze, sa liSia podl'a pracovnej naplne pracoviska.
V pripade, ze ide o pracovisko kontrolnej institicie, kde sa hodnotia denne velké série
vzoriek, usporiadanie priestorov je §tandardizované a musi spiiiat’ prisne kritéria normy
STN EN ISO 8589: 2010.V pripade, ak sa pracovisko zaobera senzorickym hodnotenim
len sporadicky, poziadavky su menej nadro¢né. Priestory vyclenené pre senzorickll analyzu
by vsak mali tvorit’ aspon dve oddelené miestnosti.

Jednou z nich je pripravoviia vzoriek, ktora by mala byt opatrend odsavatom par
apachov a vybavenim, ktoré umoznuje pripravit vzorku ako pri beznom konzume.
Mnohé vzorky sa musia hodnotit’ aj po tepelnej Uprave. K dispozicii maja byt rury,
variCe, zariadenia na udrziavanie predpisanej teploty — vyhrevnd doska, chladiace
zariadenia, ale aj homogenizatory vzoriek a iné zariadenia na pripravu vzoriek.

Musi byt zabezpecené skladovacie miesto pre vzorky, a tiez umyvanie pouZzitych
a skladovanie Cistych nadob.

Druhé cast’ laboratoria je miestnost pre viastné hodnotenie. V tejto miestnosti ma byt
nehluéné vetranie a zabezpeCend Cistota vzduchu. Na zachovanie konstantnych
podmienok ma byt optimalizovana teplota a vlhkost vzduchu. Osvetlenie ma byt

rovnomerné, s dostatocnou intenzitou, ktoré odpovedd rozptylenému dennému svetlu.
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Na vylucenie vplyvu premenlivosti denného osvetlenia sa preferuje umelé svetlo,
imitujuce poludiajSie osvetlenie pri zatiahnutej oblohe. Steny maji byt umyvatelné,
neutralnej farby — bielej, svetlobézovej alebo svetlosivej, bez dekorativnych prvkov.
Na zabezpecenie bezpachovej atmosféry sa pri udrzovani Cistoty pouzivaju neutrdlne
Cistiace prostriedky bez vonavych primesi.

Kazdy hodnotitel ma mat’ svoj pracovny priestor oddeleny od ostatnych tak, aby sa
pritomni navzajom neruSili a neovplyvilovali. NajlepSim rieSenim je rad boxov

zoradenych vedl'a seba, uzavretych spredu a z bo¢nych stran, ako znazornuje obr. ¢. 44.

Obr. ¢. 44
Priklad usporiadania miestnosti

pre senzorické hodnotenie

( http://web2.mendelu.cz/af 291 projekty2/vseo/print.php?page=8314&typ=html)

V kazdom boxe méa byt pracovna plocha pre jedného hodnotitel’a, kde je dostatok miesta
pre posudzované vzorky atiez pre vypliovanie protokolu alebo ovladanie pocitaca.
Hodnotitel ma mat” k dispozicii neutralizatory chuti aj ¢uchu, nadobu s pitnou vodou na
vyplachovanie Gst a vylevku alebo nddobu na zlievky.

Skusobna miestnost’” by mala byt hned’ vedla pripravne. K podavaniu a odoberaniu
vzoriek sa najlepSie osvedcilo prepojenie jednotlivych boxov ¢elnou stranou s pripraviiou
vzoriek cez otvaracie okienka. Tie sa poCas analyzy zatvaraju.

Nédoby, v ktorych sa vzorky podavaji, maju vel’ky vplyv na vysledok hodnotenia. Musia
mat’ neutrdlny vzhlad, tvar aj farbu. Najvhodnejsi materidl je porcelan bielej farby
a jednotného tvaru a Cire sklo na hodnotenie napojov. Vzorky pre vSetkych hodnotitel'ov
maju byt podavané v rovnakom type nadob, srovnakou velkostou, odliSnost’ by
vzbudzovala neziaducu pozornost. Niekedy sa vSak moéze podavat’ referencna vzorka
Vv inakSej nadobe kvoli odliSeniu. Pre posudzovanie niektorych napojov sa pouzivaja

nadoby $pecialneho tvaru a objemu.
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V miestnosti by malo byt aj pracovné miesto pre organizatora hodnotenia, ktory
zhromazd’uje a vyhodnocuje vysledky. Ten by mal byt pritomny po cely cCas, aby
dohliadal na spravny chod analyzy.

3.5.2. Optimalizacia psychickych dispozicii hodnotitel’ov

Na podporu optimalneho vykonu ma hodnotitel pracovat’ v prijemnej motivujuce]
atmosfére, s vIudnym, neformalnym zaobchddzanim. Nesmie pracovat pod tlakom, ma
mat’ dostatok Casu na kazd( vzorku, vzorka musi byt v primeranom mnozstve aj na

zopakovanie analyzy.
3.5.3. Zaistenie anonymity podavanych vzoriek

Hodnotitel nemé vediet, aku vzorku hodnoti, pre objektivne posudzovanie st vzorky

oznacené Ciselnymi koddmi.
3.5.4. Randomizacia vzoriek

Aby sa predislo subjektivnemu psychologickému vplyvu pri hodnoteni viacerych vzoriek,
mala by byt’ zabezpecend nahodnost’ poradia pri predkladani vzoriek. Pri pevnom poradi
by mohlo dojst’ k ur¢itému znevyhodinovaniu niektorych vzoriek, nakolko psychika
¢loveka Casto vyhodnoti prvii vzorku len ako skiiSobnu, prip. pri poslednej sa uz moze

prejavit’ inava a zniZit’ koncentracia.

3.5.5. Posudzovanie skupinou

Posudzovanie vzdy vykonava skupina hodnotitel'ov, minimalny pocet su traja.
3.6. Chyby a vplyvy pri senzorickom hodnoteni

Cielom senzorickej analyzy je ziskat' zo stboru individualnych posudkov objektivny
a dobre reprodukovatel'ny vysledok. Moze sa vsak stat’, ze vysledok je skresleny vplyvom
prostredia, ako aj v dosledku psychologickych a psychofyzickych chyb. Vtedy moze

dojst’ k rozdielu medzi pozorovanou hodnotou a skuto¢nou hodnotou.
3.6.1. Psychologické a psychofyzické chyby

K chybam tohto druhu patri najméd neschopnost’ rozpoznavat zdkladné chute a vone,

nedostato¢na prahova citlivost’, chyby adaptacie zmyslového organu a i.
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Posudzovatelia (s vynimkou laickych hodnotitel'ov) sa vyberaji na zaklade testov, kde
preukazuji schopnost’ hodnotit’ zakladné zmyslové kvality. Osoby s trvalymi alebo
dlhodobymi poruchami receptorov nie je mozné zaradit’ do siboru hodnotitelov. Ale aj
u skusenejsich hodnotitel'ov moze ¢asom dojst’ k zniZeniu ostrosti zmyslov a hodnotitel
tak méze podavat’ menej presné vysledky. Opakovanym cvicenim v mnohych pripadoch

dochadza k naprave.

V praxi sa Casto vyskytuju chyby z adaptacie a inavy zmyslovych orgdnov. Adaptacia je
kratkodoba fyzicka tnava receptora, najmd Cuchu a chuti. Adapticia Cuchu nastidva
Vv pripade dlhého posobenia vonavej latky so stilou intenzitou, dosledkom coho sa po
urcitej dobe pocit vone kvantitativne znizuje. Za kratky cas po skonceni pdsobenia
podnetu sa citlivost’ receptora upravi do pdvodného stavu, preto je dolezité medzi
vzorkami, najmi s vys$Sou koncentraciou senzoricky aktivnych latok, dodrziavat

prestavky.

Pri dlhom posudzovani velkého poctu vzoriek zva¢sa dochadza k psychologickej tinave.
Znizuje sa schopnost’ ststredenia na hodnotenie, a tym aj schopnost’ spravne rozlisovat’
a vyjadrovat’ vnimané poznatky. Predchadzat’ psychologickej inave je mozné zniZenim
po¢tu hodnotenych vzoriek, prip. hodnotenim mensSich sérii vzoriek, zaradovanim

prestavok, pouzivanim neutralizatorov chuti medzi vzorkami a pod.
3.6.2. Zdravotny stav a psychicka vyrovnanost’

Zdravotny stav sa velkou mierou podiela na spravnej funkcii zmyslov. Pri ochoreniach
hornych dychacich ciest sa vyrazne znizuje schopnost’ registrovat’ pach, ¢im sa zniZuje aj
kvalita pocitov. Problémy traviaceho systému mdzu sposobovat’ nechutenstvo a negativne
ovplyvnit’ hodnotenie potraviny. V takych pripadoch je hodnotitel’ prechodne vyradeny
z hodnotenia.

Aj nespravna Zivotosprava, nedostatok vitaminov, fajéenie, pitie alkoholickych napojov,
prili§ slané alebo korenisté jedla negativne ovplyviiuju zmyslové organy pri hodnoteni,
znizuju na urcita dobu citlivost’ receptorov. Nedostatok vitaminu A vplyva negativne na
zrakovy orgéan, nedostatok Bl spdsobuje tnavu a telesni slabost, nedostatok B3
sposobuje zazivacie tazkosti. Dolezité je nefaj¢it’ a nekonzumovat’ vyrazné aromatické

jedla a alkoholické napoje aspon dve hodiny pred hodnotenim.
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Aj vyrazne parfumovana kozmetika, zubné pasty alebo pracie prostriedky moézu rusivo
ovplyviiovat’ hodnotenie. Hodnotitel' by mal pred senzorickymi skuskami pouzivat’ iba

neutralne prostriedky.

Nedostatok spanku, starosti a psychicka nepohoda modze spdsobovat’ problém so

sustredenim, ktorého dosledkom moze byt’ znizena kvalita hodnotenia.
3.6.3. Vplyv ¢asu a prostredia

Optimalny ¢as na hodnotenie je doobedie, kedy organizmus este nepocituje hlad a este
nie je ani unaveny. Za nevyhovujuci ¢as sa povazuje doba tesne po obednajSom jedle,
nakol’ko skresluje najmé laické hodnotenie napr. v prieskume oblibenosti vyrobku.

Kvdli pokrocilej tinave je nevhodny aj vecerny ¢as.

Vylucenie negativneho vplyvu prostredia je zabezpeCené najmid adekvatnym
usporiadanim miestnosti, kde prebieha hodnotenie, konStantnymi prijemnymi

podmienkami tepelno-vlhkostnej mikroklimy a vhodnym osvetlenim podl'a kap. 3.5.1.
3.7. Hodnotitelia

Hodnotitel'ov je mozné rozdelit podla stuptia schopnosti, Skolenia a preskusavania
do styroch skupin:

- Neskoleni hodnotitelia — laici

Bezni konzumenti, neskuiseni v senzorickej analyze, nie st vyberani podla Ziadnych
kritérii. Spravidla ide o skupinu potencidlnych spotrebitel'ov posudzovanych
vyrobkov. Ked’ze ide o velky stibor hodnotitel'ov, posudok jednotlivca s pripadnymi
znizenymi zmyslovymi schopnostami nezatazuje vysledok Statisticky vyznamnou

chybou.
- Informovani laici

Bezni konzumenti, neskiiseni v senzorickej analyze, pred hodnotenim su oboznameni

0 spdsobe a zmysle hodnotenia.
- Posudzovatelia

Registrované osoby, ktoré presli Skolenim a ich schopnost’ hodnotit’ zakladné kvality
bola preukazana testovanim. Nevyhnutny je pravidelny tréning a overovanie

schopnosti.
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- Znalci - experti

Vybrani Skoleni posudzovatelia s vysokym stupiiom senzorickej citlivosti,
skusenostami v senzorickych skuskach, ktori su schopni vykonavat’ reprodukovatel'né

senzorické posudzovanie r6znych vyrobkov.
3.8. NajpouzivanejSie senzorické testy

RozlisSovacie

- parovy test, porovnavaju sa dve vzorky — zist'uje sa preukazne vnimateI'ny kvalitativny

rozdiel v jednom alebo dvoch parametroch

- trojuholnikovy test, hodnoti sa trojica vzoriek, dve su rovnaké — kontrolné, jedna

odli$nd, hodnoti sa vnimatel'ny rozdiel alebo podobnost’

- tetradovy test, hodnoti sa Stvorica vzoriek, jedna je predlozend neanonymne ako
referen¢ny Standard, u zvySnych troch anonymnych sa hodnoti, ktoré z nich st zhodné

so Standardom

- poradovy test, cielom je usporiadat’ subor vzoriek do poradia podl'a stupajicej alebo
klesajucej intenzity hodnoteného znaku (napr. vzorky cervenej farby s rdéznou

intenzitou, vzorky s réznou intenzitou octovej vone a i.)

- profilové testy (obr. ¢. 45), celkova chutnost’ sa rozdeli na ¢iastkové vnemy, ktoré sa

sleduju izolovane

|Profilovy test, profilogram|

vizualna
preferencia farby

pocit pri intenzita pachu

prehitani F,}L«
f P/ -~ ‘\\ Q ~

preferencia
pachu

sladka chut’

horka chut’ ObI‘ C. 45

Interakcia,
dochut’

celkova chut kysla chut’ UkéZzka profilového testu
trpka chut’

(Upravené podla: https://potravinarstvo.com/journall/index.php/potravinarstvo/article/view/234/pdf)

Stupnicové
vyuzivaju sa hlavne na kvantifikaciu kvalitativnych znakov

- diselné stupnice

89



- grafické stupnice

nestrukturované usecky, vyjadruju smer stipajucej intenzity (obr. ¢. 46)

sladkost’l X x > | Obr. ¢. 46
: Standard vzorka
Vzorka je podfa hodnotenia sladsia ako Standard | Nestruktirovana
usecka

Strukturované usecky, useCka ma dve krajné hodnoty intenzity (obr. ¢. 47)

sladkost | * | &
| vzorka 100'% Obr. &. 47
Standard y ) .
Vzorka je podlia hodnotenia menej sladké ako $tandard Struktirovana usecka

plosny graf — dvojrozmerna stupnica, na posudenie dvoch vlastnosti (obr. ¢. 48)

r Y

vzorka 2 je menej sladka
a kyslejsia ako Standard

k=1

S

- vzc;(rka 2

w

)

=< X

Standard
Obr. ¢. 48
vzorka 1

Plosny graf na posudenie dvoch vlastnosti
vzorka 1 je menej kysla
a slad$ia ako Standard

Intenzita kyslej a sladkej chuti

sladka chut

Preferencné testy, zistuje sa zaujem spotrebitelov o vyrobky, velka skupina

hodnotitel'ov (v obchodnych centrach, na vel'trhoch a pod.)

- hlasovaci test, hlasovanim sa hodnoti rovnaky druh vzorky v réznych chutovych alebo

inych variantoch

- dotaznikovy test

Priklady vyuZitia senzorickej analyzy vo verejnom zdravotnictve

Senzorické hodnotenie potravin: mésové vyroky, misové konzervy a ndtierky,

sterilizované pokrmy, ryby a rybie vyrobky, lahodkarské vyrobky, Salaty, mlieko

a mlie¢ne vyrobky, napoje a i.

Senzorické hodnotenie kozmetickych vyrobkov: krémy, mydla, Sampony, zubné pasty a .

Senzorické hodnotenie pitnej vody
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Otazky ku kapitole

25 Akym preskusanim musi prejst’ laicky hodnotitel’, aby sa mohol zacastnit’
hlasovacieho testu?
26 Vyvoléava pach u skiseného hodnotitel'a neprijemné pocity?

27 Moze neskuseny hodnotitel’ vykonavat’ hedonické posudenie?

Odpovede su na str. 93
Ukazky senzorickych metdd st v prilohach D, E, F
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Odpovede na otazky

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Z nameranej absorbancie nie je mozné hmotnostni koncentraciu niklu stanovit’.
Rozsah odozvy kalibra¢nych koncentracii ja max 0,330, co odpoveda pracovnému

rozsahu do 50 ug/l.

< 16,5 ng/kg

CRM sluzi na stanovenie presnosti metddy a na zabezpecenie kvality vysledkov
11,89 + 0,41 [%]V/iv

£ =249 mg/l

Byreta

Roztok ¢inidla so znadmou koncentraciou, ktoré reaguje so stanovovanou latkou.

Pouzité titraéné ¢inidlo nemusi byt stale, jeho koncentracia sa méze casom menit’.

Pre vypocty je potrebné poznat’ presni hodnotu jeho koncentracie v case skusky.
Nie. Nasala by vzdu$nt vlhkost’ a prach, ¢o by zatazilo vaZzenie chybou.

Ano. Intenzitu Ziarenia ovplyviiuje okrem absorpcie stanovovanej latky aj samotné
prostredie spektrofotometra, rozpustadlo a pouZzité chemikalie. Na kompenzaciu

tohto vplyvu je potrebné poznat’ absorbanciu blanku.

Nie. V priebehu predanalytickej fazy moze dojst’ k urcitej strate analytu. Téato
skuto¢nost’ je eliminovana, ked’ aj Standardy prejdu tym istym procesom, kde riziko

straty analytu je porovnatel'né so vzorkou.

Ano, pokial’ bezfarebna latka dokaze absorbovat’ svetlo z neviditelnej UV oblasti,

ktorej vlnova dizka je v pracovnom rozsahu zariadenia.
Nie, obyc¢ajné sklo neprepusta UV Ziarenie.
Merany signal vznika pri elektronovych prechodoch v atdbmoch.

Excitovany elektron sledovaného prvku emitujtci fotony pri ndvrate do zakladného

stavu.

Lampa, v ktorej rovnaky prvok ako sledovana latka emituje fotony.
Nie, moze sa merat’ len jeden prvok podla zdroja ziarenia.
Organické latky.
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19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.
26.

217.

Ano, pokial’ sl aspoti ¢iastoéne prchavé pri pracovnej teplote a nerozkladaji sa

teplom.
Nepomaha, technika headspace sa vyuziva len pre prchavé zlozky.
Na sorbente v kolone.

Ano, detekcia sa vykona postrekom s vhodnymi reagenciami, prip. sa pre niektoré

latky vyuzije zvidite'nenie UV Ziarenim.

Nie. Hodnota eletrodového potencialu nie je zmeratel'na, meria sa len rozdiel
potencidlov a na to je potrebny par elektrod, z ktorych jedna je pracovnd a druhé

referencéna.

Nie, aj voda zbavena cudzich primesi ma svoju vodivost’ vyssiu, pri teplote 25 °C je
to 5,483 uS/m, nakolko sa rozklada na elektricky nabité iony H" a OH".

Ziadne zvlastne poziadavky.

Pach je vSeobecny termin, u kazdého moze vyvolavat’ aj neprijemné pocity, ked’ ide
o zapach, aj prijemné pocity, ked’ ide o vonu.

Moéze, pri spotrebitel'skom hodnoteni.
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Zoznam pouZzitych skratiek

AAS
AES
BIPM

CRM
DAD

ET AAS
FL AAS
GC

HG AAS
HPLC

ICP

IUPAC
LC
LOD
LOQ
PC
RM
SMU
SNAS
SPE
SPP
TLC
UPLC

uv

atobmova absorpcna spektrometria
atdbmova emisnd spektrometria

Medzinarodny trad pre vahy a miery (z franc. Bureau Internationaldes Poids

et Mesures)

certifikovany referenény material

detektory s diodovym pol'om (angl. Diode-array detector)

bezplamenova AAS (angl. Electrothermal Atomic Absorption Spectrometry)
plamenova AAS (angl. Flame Atomic Absorption Spectrometry)

plynova chromatografia (angl. Gas chromatography)

hydridova AAS (angl. Hydride generation Atomic Absorption Spectrometry)

vysokouéinna kvapalinova chromatografia (z angl. High performance liquid

chromatography)

atdbmova emisna spektrometria s indukéne viazanou plazmou - (angl.

Inductively coupled plazma)

International Union of Pure and Applied Chemistry
kvapalinovi chromatografiu (angl. Liquid chromatography)
medza dokazu, detekény limit (angl. Limit of detection)
medza stanovenia (angl. Limit of quantification)

papierova chromatografia (angl. Paper chromatography)
referenény material

Slovensky metrologicky tstav

Slovenska narodna akredita¢na sluzba

extrakcia na tuhej faze (z angl. Solid Phase Extraction)
Standardny pracovny postup

tenkovrstvova chromatografia (angl. Thin layer chromatography)

ultravysoko ucinna chromatografia, (angl. Ultra high performance liquid
chromatography)

ultrafialové Ziarenie
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VIS

viditeI'né Ziarenie
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Prilohy

Priloha A Spektrofotometria - stanovenie dusi¢nanov v pitnej vode

Podstatou skusky je spektrofotometrické meranie Zltej zludeniny pri vinovej dizke 415
nm, ktord vznikne z dusi¢nanov reakciou kyseliny sulfosalicylovej, vytvorenej pridanim
salicylanu sodného a kyseliny sirovej do vzorky a naslednou alkalizaciou. Aby sa
vapenaté a horecnaté soli nezrazali hydroxidom, pridava sa chelaton III. Na odstranenie
ruSivych vplyvov dusitanov sa pridava azid sodny.V pripade, ze pH vzorky je vyssSie ako
8,0, vzorka sa neutralizuje kyselinou octovou.

Priprava metody pred rutinnym meranim

Pripravia sa chemikélie a ¢inidl4 s ¢istotou pre analyzu (oznacenie p. a.), vel'mi dolezita

je demineralizovand voda s vhodnou vodivost'ou ako rozpustadlo.

Chemikalie a ¢inidla

salicylan sodny, roztok, o =10 g/I
kyselina sirova, koncentrovana

alkalicky roztok hydroxidu sodného a chelatonu I11

azid sodny, roztok p=0,5 g/l

dusi¢nan draselny, zasobny roztok dusi¢nanov,

p(NO3)~ =100 mg/l

Vsetky pripravené roztoky musia byt’ oznacené¢ Stitkom Dusi¢nany, zasobny roztok
Na stitku st zvycajne udaje £ =100 mgfl
Zloienle (nézov) E‘_id en Ené Eislﬂ 2.3 - 1 6
koncentracia (mnozstvo), idaj o jednotkach Datum pripravy  10.09.2019
Sarza/evidenc¢né Cislo Exspiricia 10.12.2019
datum pripravy, datum exspiracie C.SPP SPP 07
meno pracovnika, ktory roztok pripravil Pripravil Cajdova

¢islo postupu, podl'a ktorého postupoval

Na analyzu sa do
odparovacej misky
odpipetuje skasobny
objemV =5 ml
vzorky vody
zbavenegj
nerozpustnych latok.

S5mivz

Postupne sa prid4 0,5 ml roztoku
azidu sodného, 0,2 ml kyseliny
octovej, 1 ml roztoku salicylanu
sodného a po premieSani sa zmes
odpari vo vodnom kupeli do
sucha. Prida sa 1,00 ml kyseliny
sirovej a odparok na miske sa
rozpusti. Po 10 minuatach sa prida
10 ml vody a 10 ml alkalického
roztoku

Zmes sa
kvantitativne
prenesie do
odmernej
banky

s objemom 50
ml a doplni
po znacku
vodou




Rovnakym postupom sa pripravi aj slepa vzorka bez obsahu dusi¢nanov, kde sa namiesto
skiSobného objemu vzorky pouzije 5 ml vody. Tak isto sa pripravia aj kalibracné

roztoky, nariedené zo zasobného roztoku dusi¢nanov podl'a tabul’ky.

Kalibracné roztoky dusicnanov v 50 ml objeme

Objem zdsobného roztoku (ml) 0 1.0 | 2,0 | 3.0 | 4.0 | 5,0

Prepocetna p(NO;)~ (mg/l) 0 | 2.0 | 40|60 8,0]|100

Priprava kalibra¢nych roztokov

Po pridani vSetkych reagencii podl'a postupu a doplneni na
objem 50 ml sa pre prislusné koncentracie zistia odpovedajice
absorbancie

Na ziskanie parametrov kalibra¢nej krivky sa vykonaja
merania z viacerych suborov kalibra¢nych roztokov
pripravenych v r6zne dni

Opticka draha la¢a | = 1 cm, vlnova dizka A =415 nm

Grafickym zobrazenim zavislosti je kalibracna krivka,
matematickym vyjadrenim je rovnica funkcie

Namerané tdaje zo 4 nezavislych sérii Kalibra¢na krivka ~ 1=1cm, A =415 nm

Hmotnostna koncentracia Absorbancia 022

£ (mgl A A Aj As A Dusiénany v pitnej vode
0.0 0.011 | 0,007 | 0,009 | 0.010 o /
2.0 0.047 | 0045 | 0,048 | 0.047 015 —n
10 0.087 | 0.086 | 0,088 | 0,087 / —
6.0 0.125 | 0127 | 0,126 | 0.126 o / s
80 0.166 | 0.167 | 0.167 | 0,168 005 Hinesmy (A2)
10,0 0206 | 0206 | 0205 | 0.203 / A=0,00875 +0,01965 . p

o
Rovnica vtvare:yv=a-+bx A=0,00875 + 0,01965 . p a N 2 5 s 10 12 plmg/)

Pre dusi¢nany v sledovanom rozpiti je kalibra¢na krivka linearna a mozno ju vyjadrit
rovnicou priamky y = a + bx
Na osi y je posun pri nulovej koncentracii, spdsobeny malou absorbanciou slepej vzorky

Na uspesné uvedenie do uZivania sa musi metdda validovat, zdokumentovat
do validacného protokolu a Standardného pracovného postupu a otestovat’ na kontrolnych
referencnych materidloch. AZ po UispeSnej tcasti na medzilaboratérnom porovnévani je

mozné uviest SPP do rutinného pouzivania.




Stanovenie dusi¢nanov v pitnej vode — rutinna analyza

Odber vzoriek do sklenych alebo plastovych vzorkovnic, bez

? E;!' vzduchovej bubliny, transport v chladiacom boxe
) = § Prijem vzorky do laboratoria, pridelenie identifikacného Cisla, zdznam

g— 0 evidencii

'r l Skladovanie pred analyzou v chladnicke, 2 — 5 °C, analyza najneskor

j’ do 24 hodin

', - ‘ Priprava vzorky podla SPP

— Na analyzu sa pouziju dva az tri samostatné objemy vzorky

a kontrolnej vzorky — nezavislé paralelné stanovenia prejdu celym
procesom

Meranie

Do kyvetového priestoru
sa vlozi kyveta postupne
so vSetkymi pripravenymi
podielmi vzorky, zmeraji
sa absorbancie

Kontrola pristroja
Nastavia sa parametre kalibra¢nej
krivky, vinova dlzka 415 nm

V pripade, Ze namerana
hodnota je mimo
kalibra¢ného rozsahu,

Pri vloZenej kyvete vzorky sa musia pripravit’
$ destilovanou vodou sa nastavi 7z mengieho objemu
pristrojova nula

Kyvety 1=1cm

_ Zmeraju sa aj vzorky
Vlozi sa blank, zmeria sa zabezpe&enia kvality

absorbancia

Zistuje sa Statisticka
vyznamnost’ rozdielu oproti
blankom z kalibracnej krivky

Vyhodnotenie vysledkov merania

Namerana Hmotnostna koncentracia Prepocet na 1000 ml

absorbancia A | zistena z kalibraéného vzt'ahu
Plozy = Pr- 50/V (mg/l)

A w1 | 0,058 oL 2,5 mgll 2,5.50/5 = 25

Pwzn1 =

~ oz = 26 mg/l
A 2 | 0,062 P 2 2,7 mg/l Plozyz = 27 .50/5=27




Vzorky interného riadenia kvality

Vzorky interného riadenia kvality - referencné materialy, slepé vzorky

Regula¢ny diagram R — rozpitie
Stanovenie dusiZnanov v RM - R diagram

e — e ovems — v ——wm]

35 £3

rozpatie w (mg/l1)

EESsus:

oS
L
I

12 345 67 8 9 1011121311516 17 1819 20 2122 2324 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 35 37 38 39 40

R-diagram pre RM - dusi¢nany vo vode
R-diagram pre slepu vzorku

Do R-diagramu sa zaznamena rozdiel
hodnot paralelnych stanoveni (rozpétie)

Hodnota sa porovna s varovnymi
a regula¢nymi hranicami

Kontroluje sa, ¢i nevznika zoskupenie
tvoriace trendy

Vzorky interného riadenia kvality - referencné materidly, slepé vzorky

Regulaény diagram X - rozptyl

Stanovenie dusiénanov v RM - X diagram

[amomy —a —wet — e - m - e e

7

Hmotnastnd koncentrécia p (mg/1)

12 34 5 67 8 9 1011121314 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 20 29 30 31 32 33 34 35 36 37 36 39 40

X-diagram pre RM - dusi¢nany vo vode
X-diagram pre slept vzorku

Do X- sa zaznamena stredna hodnota
duplicitnych stanoveni

Hodnota sa porovna s varovnymi
a regulacnymi hranicami

Kontroluje sa, ¢i nevznika zoskupenie
tvoriace trendy

Referen¢né materidly sa zarad’uj pravidelne ku kazdej sérii vzoriek

Certifikované referen¢né materialy sa zarad'uju aspon 2-krat za rok

Vypracovanie spravy o vysledku

V pripade vyhovujtcich vysledkov vzoriek
zabezpecenia kvality sa vysledky merani
celej série akceptuju

O vysledkoch skusok sa vyda sprava, ktora obsahuje tdaje
0 pracovisku, o ziadatel'ovi, o vzorke, 0 metodach, o
vysledkoch, datumy a identifikaciu zodpovednych oséb

—— Regicndny (rad vere o zdrauctrichva
N ? P 0 ol v Mastns, T) Evmsuanylo ¢ 27 P 03690

PROTOKOL O SKUSKACHE. 130104501




Priloha B AAS - Stanovenie olova v pitnej vode metodou ET AAS

Skusobna davka vzorky vody okyslend kyselinou dusicnou sa davkuje do
elektrotermického atomizatora. V grafitovej kyvete sa olovo zo svojich zlucenin
posobenim vysokej teploty uvolni vo forme volnych Pb atémov, ktoré st schopné
pohlcovat’ ziarenie emitované lampou s olovenou katédou. Vzniknuty signal
zaznamenany detektorom sa vyhodnocuje softvérom na zéklade kalibracie.

Priprava metody pred rutinnym meranim

Pripravia sa chemikalie a ¢inidla s Cistotou suprapur pre stopovu analyzu, vel'mi dblezité

rozpustadlo je redestilované voda s vhodnou vodivostou.

Chemikalie a ¢inidla

Kyselina dusi¢na, W(HNO3) = 65% ("/m)

Olovo, zasobny roztok z Pb(NO3)2, p(Pb) =1 mg/ml
Olovo, pracovny Standard, p(Pb) = 40 ng/l

Pd(NOs)2/ HNOs 15%, p(Pd) = 10 g/1, modifikator
Mg(NOs3)..6H.0/ HNO3 17%, p(Mg) = 10 g/l, modifikator

Roztoky Standardu sa skladuji v PVC nadobach, aby sa minimalizovala
adsorpcia kovu na stenach nadoby

Vsetky pripravené roztoky musia byt’ oznacené Stitkom —
Olovo, pracovny standard
Na stitku st zvy€ajne udaje p=40 pglvHNO: 1% (Vi)

zloZenie (ndzov)

Evidenc¢né ¢islo 2925

koncentracia (mnozstvo), tidaj 0 jednotkach Détum pripravy | 10.09.2019

Sarza/evidenéné Cislo

o Exspiricia 11.09.2019
datum pripravy, datum exspiracie o :
, : . C.SPP $PP 11
meno pracovnika, ktory roztok pripravil . : R
Pripravil Cajdova

¢islo postupu, podl'a ktorého postupoval

Pristroj: atdmovy absorpény spektrometer s elektrotermickym atomizatorom

Na kalibraciu sa do meracich vialiek pripravi slepa vzorka a pracovny roztok olova p(Pb)

= 40 pg/l, z ktorého sa podla zvoleného programu automatickym riedenim postupne

davkuju kalibracné Standardy.

Kalibracné roztoky olova
Poradové ¢islo o112

PPh)(ugl)vHENO: 1% (¥/4) | O | 8 |16 | 24

40

LS}
Y R
Ln




Optimalizacia pracovnych podmienok pred meranim

Pracovné podmienky #lampa s dutou katédou pre Pb
. Y . . Anova dizka : 2
#zameria sa li¢ emitovany z lampy s dutou katédou na deteltor :‘t_“ﬂ*i;: ldalzntm1:-%831:i i
#nastavi sa poloha elektrotermického (ET) atomizitora prion “an p: e
. . . o e .y . . . #girka $trbinv: 0.5 nm
#nastavi sa poloha divkovacej kapilary automatického divkovaéa :

. . . ) . ) . #kompenzicia pozadia: ino
# nastavi sa pristrojova nula, tj. odozva pristroja na nulovi absorbanciu 3 spisob vyhodnotenia signiln:

absorbancia — v¥gka piku
#nosny plvn: dusik

Nastavenie parametrov atomizatora

Parametre ET atomizétora Matrica: pitnd voda Teplotny program je rozdeleny do
Poradové | Teplota Cas Prietok Vyhodnotenie © StllleOVI
¢. kroku | vkyvete sek dusika signalu R
(°c) (1. min) “| 1. Susenie
. , . ,

1 85 5,0 3,0 Nie o 2. Spal ovanie, pyrolyza

2 95 25,0 3,0 Nie &l 3. Atomizicia

3 95 25,0 3,0 Nie El

4 120 5,0 3,0 Nie , P )

= =0 o0 5 o — Po merani nasleduje faza Cistenia, kedy

i r ‘; . W r

6 P 5.0 3.0 Nie H sa odpar‘la zvysky vzorky a f?;a

7 550 2,0 0,0 Nie &| chladenia, kedy sa teplota vrati na

8 2100 0,8 0,0 Ano E| pociato¢nli hodnotu programu.

= o
9 2100 2,0 0,0 Ano £
10 2100 2,0 3,0 Nie

Parametre kalibracnej krivky sa ziskavaju z merani viacerych suborov kalibra¢nych

roztokov vykonanych v rdzne dni.

Atomizacné piky Standardov

0,300 P s Pre kazdy kalibra¢ny roztok je odozva
detektora v tvare atomiza¢ného piku.
g 3 . .
g Program umoziuje navrstvit’ postupne
STANDARDS ziskané signaly cez seba a porovnavat’
STANDARD 4 ’ v It
STANDARDS vysky pikov.
o120 STANDARD |
I 1 . Standard 0 pg/l Standard 24 pg/l
SN Standard 8 pg/l Standard 32 pg/l
o _—— Standard 16 pug/l  Standard 40 pg/l

(sek)

Grafickym zobrazenim zavislosti je kalibra¢na krivka, matematickym vyjadrenim je

rovnica funkcie.




Nameran¢ udaje zo 4 nezavislych sérii

Kalibra¢na krivka

Olovo v pitnej vode

0,300

Olovo v pitnej vode /

P(H-Ef‘l:l A,y A, Az A, 0,200 / —a1
0 0,000 | 0,003 | 0,000 | 0,000 yd -
8 0,056 | 0,055 | 0,057 | 0,056 // T
16 0,112 | 0,112 | 0,114 | 0,110
24 0,167 | 0,169 | 0,167 | 0,167 A 2000000 + D00T2 2
32 0,224 | 0,222 | 0,226 | 0,223 S S ] (177
40 0,280 | 0,280 | 0,281 | 0,279

Pre olovo v sledovanom rozpiti je kalibracna krivka linearna a mozno ju vyjadrit’ rovnicou
priamky y = a + bx

Na uspesné uvedenie do uzivania sa musi metdda validovat, zdokumentovat do

valida¢ného protokolu a Standardného pracovného postupu a otestovat’ na kontrolnych

referenénych materidloch. Az po Uspesnej ucasti na medzilaboratdrnom porovnavani je

mozné uviest SPP do rutinného pouzivania.

Stanovenie olova v pitnej vode — rutinnd analyza

Bl

Odber vzoriek do plastovych vzorkovnic, bez vzduchovej bubliny,

transport v chladiacom boxe

Prijem vzorky do laboratoria, pridelenie identifika¢ného Cisla, zaznam

0 evide

ncii

Skladovanie pred analyzou v chladnicke, 2 — 5 °C, vzorka konzervovana

kyselin

Priprava vzorky podl'a SPP

ou dusi¢nou

Na analyzu sa pouziji dva az tri samostatné objemy vzorky a kontrolnej
vzorky — nezavislé paralelné stanovenia prejdu celym procesom

Pred meranim sa optimalizuju pracovné podmienky

Nastavia sa parametrov ET atomizatora

Vyhodnotenie vysledkov merania

Namerana Hmotnostna koncentracia od¢itana
absorbancia A z kalibra¢ného vzt'ahu
Awy1 | 0,036 Ol 5,1 pg/l

Ploz) = 5,2 ng/l
A (22 | 0,037 Pz)2 5,2 ug/l




Vzorky interného riadenia kvality

Vzorky interného riadenia kvality - referencné materialy, slepé vzorky

Regula¢ny diagram R — rozpétie R-diagram pre RM - olovo vo vode
. e _ R-diagram pre slept vzorku
- Do R-diagramu sa zaznamena rozdiel

§ e hodnot paralelnych stanoveni (rozpétie)

a5 .

f. 0 _ ==+~ Hodnota sa porovna s varovnymi
s T e e e a regulacnymi hranicami
B Kontroluje sa, ¢i nevznika zoskupenie
" 1234567089 WM RODWEHBITHP0020M856720201R2I3MBKITHNN tvoriace trendy

Vzorky interného riadenia kvality - referencné materialy, slepé vzorky

Regulaény diagram X - rozptyl X-diagram pre RM - olovo vo vode

Stanovenie olova v RM - X diagram

e e pp—g—

- X-diagram pre slepti vzorku

NE===== SR - Do X- sa zaznamena stredna hodnota
no ECEEE iEpsme==s ——— duplicitnych stanoveni

= — I Hodnota sa porovna s varovnymi
8 a regulacnymi hranicami

%5

Hmotnostna koncentracia p (ug/l)

Kontroluje sa, ¢i nevznika zoskupenie
12345678 9101121311161 18 11;5.;‘;2 23242526 27 28 20 30 31 32 33 M 35 36 37 38 39 40 tvoriace trendy

Referencné materialy sa zarad’uju pravidelne ku kazdej sérii vzoriek

Certifikované referen¢né materialy sa zarad’uji asponl 2-krat za rok

Vypracovanie spravy o vysledku

V pripade vyhovujtcich vysledkov vzoriek CRD i,
zabezpecenia kvality sa vysledky merani
celej série akceptuju

O vysledkoch skusok sa vyda sprava, ktora obsahuje

tdaje o pracovisku, o ziadatel'ovi, o vzorke, 0 metédach, | |[&= L £ S
o vysledkoch, datumy a identifikaciu - i e e s s

Ty oot Tendadoos
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Priloha C HPLC - Stanovenie kofeinu v nealkoholickych napojoch

Alikvotna cast’ roztoku pripraveného z analyzovane] vzorky je davkovana na
chromatograficku kolonu. Analyt sa deli od interferentov na zaklade r6znych interakcii s
mobilnou (metanol + voda) a stacionarnou fazou (C-18), deteguje sa pri vlnovej dizke
280 nm. Kvantifikuje sa plocha piku, ktord je iimerna koncentracii analytu vo vzorke
podla kalibracnej zavislosti ziskanej] meranim S$tandardnych roztokov so znamym
obsahom analytu.

Priprava metédy pred rutinnym meranim

Pripravia sa chemikalie a ¢inidla s ¢istotou pre HPLC, vel'mi délezité rozpustadlo je

redestilovana voda s vhodnou vodivost’ou.

Chemikalie a ¢inidla

Metanol
Redestilovana voda

Kofein, zakladny roztok, o= 100 mg/I

Vsetky pripravené roztoky musia byt’ oznacené Stitkom
Kofein, zakladny roztok

Na stitku st zvy€ajne udaje p=100 mgl

zlozenie (nazov) Evidencnééislo 3.17.11

koncentracia (mnozstvo), idaj o jednotkach

. . s Datum pripravy 10.09.2019
Sarza/evidenéné ¢islo

, , B L. Exspiracia 10.12.2019
datum pripravy, datum exspiracie Sy S
e, ktors K ori 1 C.5PP SPP 15
meno pracovnika, ktory roztok pripravi Pripravil Caidovd

¢islo postupu, podl'a ktorého postupoval

Na kalibraciu sa do meracich vialiek pripravi slepd vzorka a zékladny roztok kofeinu
p =100 mg/l, z ktorého sa podl'a zvoleného programu automatickym riedenim postupne

davkuju kalibracné Standardy.

Kalibracné roztoky kofeinu
Poradové ¢islo o123 |4]S5
Objem (ul) zakl. roztoku (o = 100 mg1) 0 |l2 |6 |10]14]18
Kalibracnvroztokkofeinu (mg/1) 0 |10 |30 |50 (70|90




Zostava HPLC pristroja

pumpa

mobilna faza
metanol : voda (30:70)

autosampler

UV-VIS
detektor

separacna kolona
RP-18, 125 mm

Pred meranim sa nastavia parametre metody, po dokladnom vypudeni vzduchovych

bublin zo systému sa kolona nechd kondicionovat’ 5 az 20 minut pretekanim mobilne;j

fazy, ktora bude pouzita pri analyze, zmeria sa prva séria kalibraénych bodov. Zistia sa

zakladné charakteristiky pre kofein.

Parametre metody

» VInova dizka: 280 nm

# Nastrek na kolénu: 20l vzorky

# Prietok: 1,00 ml/min

Zakladné charakteristiky

#» Doba trvania analyzy: 8 minut

# Absorbanény rozsah: 0az 100 mV

#» Retenc¢ny ¢as - kofein: 4,4 min

Parametre

roztokov vykonanych v rézne dni.

kalibra¢nej Krivky sa ziskavaji z merani viacerych stiborov kalibracnych

Grafickym zobrazenim zavislosti je kalibracna krivka, matematickym vyjadrenim je

rovnica funkcie.

Namerané udaje zo 4 nezavislych sérii

Kalibraéna krivka

Kofein j::z:g«g Kofein
Koncentricia Plochy (uV.s) +=00000 A=44278. p-11050
(mg/l) A A A A pd

= - 3000000 / ——Radyl
10 312067 | 343457 [ 345595 [ 333706 o e
30 1200619]1199620[1209427 [ 1203222| | 2000000 / Racy3
50 2072143 2079740[ 2091439 [ 2081107 | 0 4 A,
70 2993991297966 [2071175 2081611 | T |

Fd
90 3860653 3876032 [3880224 [ 3872303 \
o 20 40 50 80 100 2 (mgfl)

Pre kofein v sledovanom rozpiti je kalibra¢na krivka linearna a mozno ju vyjadrit’ rovnicou

priamky y = a + bx

Na uspesné uvedenie do uZivania sa musi metdda validovat,

zdokumentovat’

do valida¢ného protokolu a Standardného pracovného postupu a otestovat’ na kontrolnych

referencnych materidloch. AZ po UispeSnej casti na medzilaboratdrnom porovnéavani je

mozné uviest’ SPP do rutinného pouzivania.




Stanovenie kofeinu vo vzorke nealkoholického ndapoja — rutinnd analyza

Prijem vzorky do laboratoria, pridelenie identifikacného ¢isla, zdznam

o0 evidencii

Skladovanie pred analyzou v chladnicke, 2 — 5 °C

Vzorka sa dokonale premiesa, 50 ml vzorky napoja v kadicke sa necha
odplynit’ v ultrazvukovom kupeli asi 5 minut, potom sa zriedi vodou
v pomere 1:5. Zriedeny roztok vzorky sa dokladne premiesa a prefiltruje

Na analyzu sa pouziji dva aZ tri samostatné objemy vzorky a kontrolnej
vzorky — nezavislé paralelné stanovenia prejda celym procesom

Pred meranim sa nastavia pracovné podmienky, parametre metddy a koldna sa necha

kondicionovat’.

Vyhodnotenie vysledkov merania

Vysledky merania, vypocet

Namerana absorbancia A
vzorky riedenej 1 :5

Hmotnostna koncentracia od¢itana

Z kalibraéného vzt'ahu, prepocet na riedenie

A1 768464 Pzl 17,6 mg/l .5 =88 mg/l Prosy = 89
A w22 779520 P2 17,9 mg/l .5 =90 mg/l mg/I
Vzorky interného riadenia kvality
Vzorky interného riadenia kvality - referencné materialy, slepé vzorky
Regula¢ny diagram R — rozpétie R-diagram pre RM - kofein
R R-diagram pre slept vzorku
Do R-diagramu sa zaznamena rozdiel

rozpatie w (mg/l)

a regulaénymi hranicami

tvoriace trendy

hodn6t paralelnych stanoveni (rozpétie)

Hodnota sa porovna s varovnymi

Kontroluje sa, ¢i nevznika zoskupenie




Vzorky interného riadenia kvality - referencné materialy, slepé vzorky

Regula¢ny diagram X - rozptyl X-diagram pre RM - kofein

Stanovenie kofeinu v RM - X diagram

[[——nhodnaty — 61— el ——Led === UTL === LT G

Hmotnostnd koncentricia p (mg/l)

123456 7 B 9 10111213 14151617 181920 21 22 23 24 25 26 27 26 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

X-diagram pre slept vzorku
s = : = : = = : DO X' sa ZaZIlameIlé Stredl’lé hOanta
SSES: = — =EE= duplicitnych stanoveni

Hodnota sa porovna s varovnymi
a regulaénymi hranicami

Kontroluje sa, ¢i nevznika zoskupenie
tvoriace trendy

Referencné materialy sa zarad’uju pravidelne ku kazdej sérii vzoriek

Certifikované referen¢né materidly sa zarad’uji asponl 2-krét za rok

Vypracovanie spravy o vysledku

V pripade vyhovujucich vysledkov vzoriek
zabezpecenia kvality sa vysledky merani
celej série akceptuju

O vysledkoch skusok sa vyda sprava, ktora obsahuje
udaje o pracovisku, o ziadatel'ovi, 0 vzorke,

0 metddach, o vysledkoch, datumy a identifikaciu
zodpovednych osob
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Priloha D

Senzoricka analyza — hodnotenie lah6dkarskych vyrobkov a Salatov

Skasobnu skupinu tvoria minimalne 3 posudzovatelia

Hodnoti sa obal, vzhl'ad, konzistencia, farba, vona, chut’

Obal:

VzhPad:

Konzistencia:

Chut’:

druh obalu, etiketa, Cistota a neporuSenost’ obalu

tvar a velkost komponentov (kusky, platky, rezance, pruzky,
hranol¢eky...), spracovanie =zeleniny (Cerstva, sterilizovand, varend),
pritomnost’ d’alSich sucasti (salama, syr, rybacia svalovina, huby,
koreniny), druh prisad — zdlievka, ndlev, majonéza, pritomnost’

cudzorodych castic

primeranost, tvrdost’ zeleniny, chrumkavost’, hustota, homogenita nalevu,
majonézy, tuhost’, pastovitost, pritomnost’ hrudiek, vzduchovych bublin,

konzistencia d’al§ich sucasti
sfarbenie, typickost’ zafarbenia

prijemnost’, druh vone, Cistota, ovplyvnenie po pouZitych prisadach,
pritomnost’ zatuchnutého alebo cudzorodého pachu

hodnotenie pri teplote vzorky 8 - 25 °C: lahodnost, druh chuti,
primeranost, ovplyvnenie po pouZitych prisadach, harmonickost

vysledného vnemu, pritomnost’ cudzorodej prichuti

Senzorické hodnotenie
Krabi sSalat

SENZORICKE VYSETRENIE: Dt skeisloy:21.10.2019

Obal: nahradny obal

Obsah/ vzhl'ad: zmes pokrijanych kiskov zeleniny, kukuricea
krabieho méisa v majonéze

Konzistencia: miso a kukurica primerane mikké, éerstvi zelenina
chrumkava, majonéza polotuha

Farba: jednotlivé komponenty typickej farby

Vona: ¢istd, po pouzitych komponentoch, bez cudzich pachov

Chut’: lahodna, po pouzitom krabom mése a zelenine, primerane
sland. bez cudzich prichuti




Priloha E

Senzoricka analyza — hodnotenie kozmetickych vyrobkov

Skasobnu skupinu tvoria minimalne 3 posudzovatelia

Hodnoti sa obal, vzhl'ad, konzistencia, farba, vona, (chut’)

Obal:

VzhPad:

Konzistencia:

druh obalu, etiketa, Cistota a neporuSenost’ obalu

tvar, Specialne tvarovanie, deforméacie (mydla), vzhl'ad povrchu - hladkost’,
lesk, reliéf, vady povrchu — pritomnost’ $kvin, pritomnost’ vzduchovych
bubliniek, homogenita (emulzie, pasty, krémy), Cirost’, zékal, pritomnost’

prisad alebo cudzorodych primesi
po otvoreni, pri normélnej teplote:
pevné vzorky: pevnost’, krehkost, lamavost’, tuhost’

tekuté vzorky: viskozita, pritomnost sedimentu, u emulzii a krémov

oddelenie tukovej a vodnej fazy
praskové vzorky (zasypy, pudre): sypkost’, pritomnost’ hrudiek

po aplikacii na ruku (krémy, emulzie): roztieratelnost, vstrebatel'nost,

doba vstrebania, mazlavost’, pre tyCinky na pery 'ahkost’ oteru

po aplikécii s vodou (mydla, Sampony): penivost’

zafarbenie, jednotnost’ odtiena

prijemnost’, druh a intenzita vone — ovplyvnenie po pouzitych prisadach,
harmonickost’ vysledného vnemu, pritomnost’ cudzorodého pachu

len pre zubné pasty, ustne vody, ty¢inky na pery - druh a intenzita chuti —

ovplyvnenie po pouzitych prisadach, pritomnost’ cudzorodej chuti



Senzorické hodnotenie
Kozmeticke vyrobky

SENZORICKE VYSETRENIE: Ditum skisky: 21.10.2012
Krém 30 ml

Obal: originalny obal kovovy, opatreny etiketou, neporuseny. ¢isty,
po otvoreni ochranna félia

Obsah/ vzhl'ad: hladky homogénny krém, bez vzduchovych bublin,
bez cudzorodych primesi

Konzistencia: po otvoreni krémovita, bez oddelenych faz, bez
hrudiek: po aplikacii dobre roztieratel'na, doba vstrebania 10 s

Farba: biela. jednotna

Vona: ¢ista, prijemna, malo vyrazna, bez cudzich pachov

Chut’: -




Priloha F Senzoricka analyza — hodnotenie pitnej vody
Hodnoti sa pach, v opodstatnenych pripadoch chut’

Farba, zékal — hodnoti sa spektrofotometricky

Pach

Cuchova skuska sa vykonava pri teplote vody 20 °C a 60 °C. Intenzita pachu sa hodnoti
slovnym popisom a prisluchajicim stupiiom, ako je uvedené v tabulke. Vyhlaska MZ SR
¢. 247/2017 Z. z tykajuca sa poziadaviek na kvalitu pitnej vody v zneni ¢. 97/2018 Z. z.

povazuje za prijatel'né prvé dva stupne.

Intenzita pachu pitnej vody
. |Slovna ..
Stupefl charakteristika Prejav zapachu

0 Nijaky Zapach nie je moiné zistit

1 Velmi slaby Zapach nezisti spotrebitel’, ale moZze ho zistit’ odbornik

2 Slaby Zapach zisti spotrebitel pokial je nafl upozormeny

3 Badatelny Zapach mozno zistit’

4 Zretelny Zapijlf_‘l_l m;zbudzuj e pozornost a tym aj nechut vodu
pouzivat

5 Velmi silny Zapach je taky silny, Ze sa voda stavanevhodnou na pitie

Chut

Pitna voda by mala byt’ bez chuti. V pripade nepritomnosti cudzorodych chuti st chutové
vlastnosti vody podmienené pritomnost'ou a kombinaciou latok, ktoré maji Specificka
chut. Vyslednd chut zavisi od pomeru medzi vépenatymi a hore¢natymi i6nmi
a koncentraciou hydrogénuhli¢itanov, siranov a chloridov. Rozpusteny oxid uhlicity
vo vysSej koncentracii moze maskovat neprijemné chutové vnemy. Intenzita chuti sa

hodnoti slovnym popisom a prisluchajicim stupiiom, ako je uvedené v tabul’ke.

VyhlaSka MZ SR €. 247/2017 Z. z tykajlca sa poziadaviek na kvalitu pitnej vody v zneni

€. 97/2018 Z. z. povazuje za prijate'né prvé dva stupne.

Intenzita chuti pitnej vody

Stupefi |Slovny popis

0  |Ziadnaintenzita
Sotva znatel'na intenzita na jazyku po vyprazdneni Ust
ZnateI'na intenzita bez doznievania po vyprazdneni ust
Dobre znatel'na intenzita s kratkym i dlhym doznievanim po vyprazdneni ust
Silna intenzita v celej Ustnej dutine so silnym a dlhym doznievanim po
vyprazdneniust
Extrémna intenzita v celej Ustnej dutine s vel'mi silnym az bolestivym
vnemom, ktory okamzZite otupi schopnost receptorov

£ |ufre]|—




