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Kurs: Techniki przygotowania próbek w analizie żywności 
metodami chromatografii gazowej i spektrometrii mas

Analiza jakościowa i ilościowa 
w chromatografii gazowej

Małgorzata Majcher

Analiza jakościowa

• Na podstawie parametrów retencji - w takich samych warunkach 
chromatograficznych analizowana substancja ma zawsze taką samą 
retencję:
• Czas retencji (tr)
• Indeks retencji (RI)

• Na podstawie fizykochemicznego badania frakcji z zastosowaniem 
detektorów jakościowych
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Analiza jakościowa

CZAS RETENCJI – czas od nastrzyku do 
pojawienia się na chromatogramie 
maksimum piku danej substancji

w takich samych warunkach 
chromatograficznych (rodzaj kolumny, 
jej wypełnienie, temperatura, rodzaj i 
przepływ gazu nośnego) analizowana 
substancja ma zawsze taką samą 
retencję – porównanie ze wzorcem, 

Analiza jakościowa
INDEKSY RETENCJI (INDEKSY KOVÁTSA)

- Nie zależy od gazu nośnego, szybkości przepływu i temperatury, zależy od 
polarności fazy ciekłej

• dla dowolnej substancji X wyznacza się w stosunku do retencji 
n-alkanów, jednego o (z) atomach węgla w cząsteczce, eluowanego z kolumny przed 
substancją, i drugiego o (z+1) atomach węgla  cząsteczce, eluowanego z kolumny po 
substancji, czyli t’Rz< t’Rx <t’Rz+1. Indeks retencji Kovátsa obliczamy według wzoru:
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Analiza jakościowa 
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Analiza jakościowa 
• DETEKTORY SELEKTYWNE (NPD, FPD, FTIR, MSD, AED)

•NPD (detektor wychwytu azotu/fosforu) służy głównie do analizy związków 
zawierających azot (np. aminy, alkaloidy) i fosfor (np. pestycydy 
fosforoorganiczne)
•FPD (detektor fotometryczny płomieniowy) jest selektywny wobec związków 
siarki (np. tioli, siarczków) i fosforu, 
•AED – detektor emisji atomowej do oznaczania wybranych pierwiastków
•MSD – spektrometr mas, uzyskanie widma masowego

• WSTĘPNE PRZYGOTOWANIE PRÓBKI
sililacja, redukcja (NaBH4) – otrzymanie określonych grup 
funkcyjnych, służących identyfikacji

Analiza ilościowa
Analiza ilościowa to dział chemii analitycznej, którego celem jest oznaczenie ilościowe (stężenia lub zawartości) 
poszczególnych składników w badanej próbce. W przeciwieństwie do analizy jakościowej, która identyfikuje 
obecność substancji, analiza ilościowa określa ich dokładną ilość, najczęściej wyrażoną w jednostkach masy (np. mg, 
µg) lub stężenia (np. mg/L, mol/L).

CECHY IDEALNEJ METODY ILOŚCIOWEJ:

• wysoka precyzja i dokładność
• eliminacja wpływu zanieczyszczeń 

pochodzących z matrycy i odczynników 
analitycznych

• możliwość zastosowania w rutynowych 
pracach

• eliminacja ryzyka utraty próbki lub analitu w 
trakcie pracy lub analizy

• szybkość i prostota wykonania

CZYNNIKI DETERMINUJĄCE PRECYZJĘ I 
DOKŁADNOŚĆ

• przetwarzanie i obróbka danych
• technika nastrzyku
• stosowane kolumny
• metody przygotowania próby
• komora nastrzykowa i wprowadzenie próbki 

do kolumny
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Analiza ilościowa w GC
METODY ILOŚCIOWEGO OZNACZANIA ZWIĄZKÓW 
• PROCENT POWIERZCHNI - wyznaczenie tak zwanego udziału procentowego np. skład kwasów 

tłuszczowych w oleju

Oraz metody oparte na porównaniu powierzchni piku oznaczanej substancji z powierzchnią piku substancji 
wzorcowej:

• METODA WZORCA ZEWNĘTRZNEGO

• METODA WZORCA WEWNĘTRZNEGO

• METODA WZORCA WEWNĘTRZNEGO IZOTOPOWANEGO

Analiza ilościowa: 
PROCENT POWIERZCHNI (NORMALIZACJA WEWNĘTRZNA)

• założenia:
•detektor reaguje jednakowo na wszystkie związki 
•wszystkie związki eluują z kolumny
•wszystkie związki są wykrywane

•zalety:
•nie wymaga kalibracji
•szybkie i łatwe obliczenia
•nie ma znaczenia ilość nanoszonej próbki

•wady:
•założenia – nie zawsze prawdziwe
•określenie zawartości wszystkich związków, nie tylko tych oznaczanych
•wszystkie powierzchnie muszą być dokładnie określone

Obliczenie % powierzchni piku polega na wyznaczeniu udziału powierzchni konkretnego piku w chromatogramie w stosunku do sumy 
powierzchni wszystkich wykrytych pików. Jest to metoda stosowana w analizie ilościowej, szczególnie przy założeniu, że wszystkie
związki mają zbliżoną odpowiedź detektora.
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Analiza ilościowa:
METODA ZE STANDARDEM ZEWNĘTRZNYM (EC)

Polega na sporządzeniu wykresu kalibracyjnego wykorzystując znane stężenia pojedynczych wzorców 
przygotowanych najlepiej w rozpuszczalniku zastosowanym w aktualnej próbce. Pomiary należy 
wykonać dla co najmniej 5 stężeń w n=3 powtórzeniach

•Zalety:
•przy dużej liczbie próbek jest mało czasochłonna
•niskie koszty

•Wady:
•ważna objętość nastrzyku
•tylko dla próbek o nieskomplikowanej matrycy
•wymagane częste kalibracje

Analiza ilościowa:
METODA ZE STANDARDEM WEWNĘTRZNYM (IS)

Metoda ze standardem wewnętrznym polega na 
dodaniu do każdej próbki, wzorca i próbki 
kontrolnej znanej ilości związku chemicznego 
(standardu), który nie występuje naturalnie w 
analizowanej próbce, ale ma podobne właściwości 
fizykochemiczne (np. czas retencji, odpowiedź 
detektora).

Zasada działania:
Związek wewnętrzny kompensuje wszelkie zmiany 
warunków analizy (np. zmienność objętości 
iniekcji, straty próbki), ponieważ podlega takim 
samym procesom jak analit. W analizie porównuje 
się stosunek powierzchni (lub wysokości) piku 
analitu do powierzchni piku standardu 
wewnętrznego.
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Analiza ilościowa:
METODA ZE STANDARDEM WEWNĘTRZNYM (IS)

Metoda ze standardem wewnętrznym polega na 
dodaniu do każdej próbki, wzorca i próbki 
kontrolnej znanej ilości związku chemicznego 
(standardu), który nie występuje naturalnie w 
analizowanej próbce, ale ma podobne właściwości 
fizykochemiczne (np. czas retencji, odpowiedź 
detektora).

Zasada działania:
Związek wewnętrzny kompensuje wszelkie zmiany 
warunków analizy (np. zmienność objętości 
iniekcji, straty próbki), ponieważ podlega takim 
samym procesom jak analit. W analizie porównuje 
się stosunek powierzchni (lub wysokości) piku 
analitu do powierzchni piku standardu 
wewnętrznego.

Analiza ilościowa:
METODA ZE STANDARDEM WEWNĘTRZNYM (IS)

Metoda ze standardem wewnętrznym polega na 
dodaniu do każdej próbki, wzorca i próbki 
kontrolnej znanej ilości związku chemicznego 
(standardu), który nie występuje naturalnie w 
analizowanej próbce, ale ma podobne właściwości 
fizykochemiczne (np. czas retencji, odpowiedź 
detektora).

Zasada działania:
Związek wewnętrzny kompensuje wszelkie zmiany 
warunków analizy (np. zmienność objętości 
iniekcji, straty próbki), ponieważ podlega takim 
samym procesom jak analit. W analizie porównuje 
się stosunek powierzchni (lub wysokości) piku 
analitu do powierzchni piku standardu 
wewnętrznego.

Rodzaje metody IS:
• Standard wewnętrzny (metoda ze standardem 

wewnętrznym) – internal standard
• Dodatek wzorca (metoda dodawania wzorca) –

standard addition
• Dodatek stabilnego izotopu (metoda dodawania 

stabilnego izotopu) – stable isotope standard 
addition, SIDA
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Analiza ilościowa:
METODA ZE STANDARDEM WEWNĘTRZNYM (IS)

Metoda ze standardem wewnętrznym polega na 
dodaniu do każdej próbki, wzorca i próbki 
kontrolnej znanej ilości związku chemicznego 
(standardu), który nie występuje naturalnie w 
analizowanej próbce, ale ma podobne właściwości 
fizykochemiczne (np. czas retencji, odpowiedź 
detektora).

Zasada działania:
Związek wewnętrzny kompensuje wszelkie zmiany 
warunków analizy (np. zmienność objętości 
iniekcji, straty próbki), ponieważ podlega takim 
samym procesom jak analit. W analizie porównuje 
się stosunek powierzchni (lub wysokości) piku 
analitu do powierzchni piku standardu 
wewnętrznego.

Rodzaje metody IS:
• Standard wewnętrzny (metoda ze standardem 

wewnętrznym) – internal standard
• Dodatek wzorca (metoda dodawania wzorca) –

standard addition
• Dodatek stabilnego izotopu (metoda dodawania 

stabilnego izotopu) – stable isotope standard 
addition, SIDA

Analiza ilościowa:
METODA ZE STANDARDEM WEWNĘTRZNYM

• Zalety:
• brak wpływu matrycy
• nieistotna wielkość nastrzyku

• Wady:
• konieczność ustalenia potencjalnej zawartości 

związku w próbie
• czasochłonna

Dodatek wzorca (ang. standard addition) to metoda ilościowej analizy chemicznej, która polega na 
dodawaniu znanych ilości wzorca analitu bezpośrednio do próbki. Celem jest kompensacja wpływu 
matrycy (czyli innych składników próbki), które mogą zakłócać dokładność pomiaru
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Metoda ze standardem wewnętrznym
KRYTERIA STOSOWANIA STANDARDU WEWNĘTRZNEGO:

• nieobecny w próbie
• chemicznie podobny do analizowanej substancji
• podobny zasięg stężeń jak analizowanej substancji
• niereaktywność z próbą
• eluuje w pobliżu analitu
• posiada wyizolowany czysty pik
• stabilny chromatograficznie
• dostępność

Polega na dodaniu do analizowanej próby znanej ilości związku izotopowo oznakowanego 
(2H, 13C, 15N lub 18O)
Idealny standard wewnętrzny:
• identyczne właściwości chemiczne jak analizowany związek,
• idealnie kompensuje straty związku w czasie przygotowania próby i analizy, 
• kompensuje wpływ matrycy,
• rozróżnienie IS i związku następuje poprzez  wybranie protonowanych jonów molekularnych lub  
głównych fragmentów,
Wyniki są precyzyjne (RSD <10%) i powtarzalne jeżeli chemiczne właściwości IS są podobne do analitu,

Metoda ze standardem wewnętrznym izotopowo znakowanym 
(Stable Isotope Dilution Assay - SIDA)

1-okten-3-on (jon 70) 2H3 1-okten-3-on (jon 73)
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Metoda ze standardem wewnętrznym izotopowanym (Stable Isotope 
Dilution Assay SIDA)
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Procedura oznaczenia:

1. Weryfikacja obecności jonu molekularnego związku izotopowanego w analizowanej próbie

2. Określenie współczynnika odpowiedzi detektora (response factor) pomiędzy badanym związkiem a 
izotopowanym – analiza roztworu standardowego z dodatkiem badanego związku i jego 
izotopowanego wzorca 1:1

Rf – współczynnik odpowiedzi detektora
Ca – stężenie związku analizowanego w roztworze standardowym
Cs – stężenie związku izotopowanego w roztworze  standardowym
Aa – powierzchnia piku wybranego jonu związku analizowanego       
As – powierzchnia piku wybranego jonu związku izotopowanego

3. Dodatek związku izotopowanego do próby i analiza

Q – stężenie związku w próbie
Rf – współczynnik odpowiedzi detektora
Cs – stężenie związku izotpowanego dodanego do próby
Aa – powierzchnia piku wybranego jonu analizowanego związku 
As – powierzchnia piku wybranego jonu związku izotopowanego

Metoda ze standardem wewnętrznym izotopowanym (Stable Isotope Dilution 
Assay SIDA)
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maltol (ion 126) and 
2H3 maltol (ion 129)
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SIDA - maltol

Metoda ze standardem wewnętrznym izotopowanym (Stable Isotope 
Dilution Assay SIDA)

Zalety:
• najbardziej precyzyjna
• szybka i prosta
• brak wpływu matrycy
Wady:
• droga
• ograniczony dostęp do standardów (zmienia się na korzyść)
• wymaga specjalistycznego sprzętu (MSD)
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Istotne parametry oceny metody ilościowej

Liniowość 

• to zdolność metody do 
uzyskiwania wyników 
proporcjonalnych do 
stężenia analitu w 
określonym zakresie

Granica wykrywalności, 
limit detekcji (LOD, ang. 

Limit of Detection), 

• to najmniejsze stężenie 
analitu, które można 
wykryć, ale niekoniecznie 
oznaczyć ilościowo z 
akceptowalną precyzją

Granica oznaczalności, limit 
oznaczalności (LOQ, ang. 

Limit of Quantitation),

• to najmniejsze stężenie 
analitu, które można 
oznaczyć ilościowo z 
akceptowalną precyzją i 
dokładnością.

Liniowość i zakres pomiarowy 

Liniowość – to przedział zawartości analitu, dla 
którego sygnał wyjściowy urządzenia pomiarowego 
jest proporcjonalny do tej zawartości 

Wyznacza się na podstawie wykresu kalibracyjnego 
urządzenia pomiarowego

Zakres pomiarowy – przedział między najniższym a 
najwyższym stężeniem jakie mogą zostać oznaczone 
za pomocą danej metody

• 6 poziomów stężeń roztworów 
wzorcowych, 3 powtórzenia, 

• zakres pokrywający stężenie analitu w 
próbie (± 50-150%), 

• wyznaczenie parametrów regresyjnych 
(np. y=ax+b, współczynnik kierunkowy 
prostej b, współczynnik regresji r2 itp.)
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Liniowość, zakres pomiarowy i czułość
Wykres graficzny liniowości kafeiny
A – zależność ilości od powierzchni – krzywa 
liniowa

B – przedstawienie stężenia na skali 
logarytmicznej ma szczególne zastosowanie 
przy szerokim zakresie stężeń

A

B

Określenie liniowości - przykład
• Tetrachloroeten w oleju roślinnym

• Zakres stężeń 0,00049-8 mg/kg
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Liniowość c.d.

• Roztwory wzorcowe, na podstawie których wyznaczana jest krzywa 
kalibracyjna, powinny:
• Obejmować swym zakresem stężeń oczekiwane stężenie analitu w próbce 

badanej
• Obejmować swym zakresem stężeń nie więcej niż 3 rzędy wielkości stężeń analitu
• Równomiernie pokrywać cały zakres stężeń

Granica wykrywalności (LOD)  i granica oznaczalności (LOQ)
• LOD (limit of detection) – najmniejsza ilość lub najmniejsze stężenie substancji 

możliwe do wykrycia
• LOQ (limit of quantitation) – najmniejsza ilość lub najmniejsze stężenie substancji 

możliwe do ilościowego oznaczenia

Na podstawie SN
LOD = 3 x SN
określenie SN dla próbki ślepej, 
lub dla próbki o bardzo niskiej 
zawartości analitu
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