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Kurs: Techniki przygotowania prébek w analizie Zzywnosci
metodami chromatografii gazowej 1 spektrometrii mas

Analiza jakosciowa i ilosciowa
w chromatografii gazowej

Matgorzata Majcher
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Analiza jakosciowa

* Na podstawie parametréw retencji - w takich samych warunkach
chromatograficznych analizowana substancja ma zawsze takg sama
retencje:

* Czas retencji (t,)
* Indeks retencji (RI)

* Na podstawie fizykochemicznego badania frakcji z zastosowaniem
detektordw jakosciowych
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Analiza jakosciowa

-

CZAS RETENCJI — czas od nastrzyku do
pojawienia sie na chromatogramie
maksimum piku danej substancji
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/w takich samych warunkach
chromatograficznych (rodzaj kolumny,
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FAME 37
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jej wypetnienie, temperatura, rodzaj i ‘7
przeptyw gazu no$nego) analizowana %
substancja ma zawsze taka sama

. . . | |
retencje — poréwnanie ze wzorcem, ‘LL LJL J
o % W JUILLULAICUW
Total time, 55 min
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Analiza jakosciowa

INDEKSY RETENCIJI (INDEKSY KOVATSA)
- Nie zalezy od gazu nosnego, szybkosci przeptywu i temperatury, zalezy od
polarnosci fazy ciektej
* dla dowolnej substancji X wyznacza sie w stosunku do retencji
n-alkanéw, jednego o (z) atomach wegla w czgsteczce, eluowanego z kolumny przed
substancjg, i drugiego o (z+1) atomach wegla czgsteczce, eluowanego z kolumny po
substancji, czyli t’z,< t’z, <t’s,.;- Indeks retencji Kovdtsa obliczamy wedtug wzoru:

Le=100z+100 2B 1ol %

log?'r.1—logt'r
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Article J. Agric. Food Chem, Vol. 57, No. 10,2009 4323
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Analiza jakosciowa

* DETEKTORY SELEKTYWNE (NPD, FPD, FTIR, MSD, AED)

*NPD (detektor wychwytu azotu/fosforu) stuzy gtéwnie do analizy zwigzkow
zawierajgcych azot (np. aminy, alkaloidy) i fosfor (np. pestycydy
fosforoorganiczne)

*FPD (detektor fotometryczny ptomieniowy) jest selektywny wobec zwigzkéw
siarki (np. tioli, siarczkdw) i fosforu,

*AED — detektor emisji atomowej do oznaczania wybranych pierwiastkow
*MSD — spektrometr mas, uzyskanie widma masowego M

« WSTEPNE PRZYGOTOWANIE PROBKI

sililacja, redukcja (NaBH,) — otrzymanie okreslonych grup
funkcyjnych, stuzgcych identyfikacji
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Analiza ilosciowa

Analiza ilosciowa to dziat chemii analitycznej, ktérego celem jest oznaczenie ilosciowe (stezenia lub zawartosci)
poszczegdlnych sktadnikéw w badanej prébce. W przeciwienstwie do analizy jakosciowej, ktéra identyfikuje
obecnos¢ substancji, analiza ilosciowa okresla ich doktadng ilos¢, najczesciej wyrazong w jednostkach masy (np. mg,
ug) lub stezenia (np. mg/L, mol/L).

CECHY IDEALNEJ METODY ILOSCIOWE!: CZYNNIKI DETERMINUJACE PRECYZIE |

DOKtADNOSC
¢ wysoka precyzja i doktadnosc ¢ przetwarzanie i obrébka danych
¢ eliminacja wptywu zanieczyszczen ¢ technika nastrzyku
pochodzacych z matrycy i odczynnikéw « stosowane kolumny

analitycznych

* mozliwo$¢ zastosowania w rutynowych
pracach

¢ eliminacja ryzyka utraty probki lub analitu w
trakcie pracy lub analizy

¢ szybkos¢ i prostota wykonania

=

¢ metody przygotowania proby

* komora nastrzykowa i wprowadzenie prébki
do kolumny
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Analiza ilosciowa w GC

METODY ILOSCIOWEGO OZNACZANIA ZWIAZKOW

* PROCENT POWIERZCHNI - wyznaczenie tak zwanego udziatu procentowego np. sktad kwaséw
ttuszczowych w oleju

Oraz metody oparte na poréwnaniu powierzchni piku oznaczanej substancji z powierzchnig piku substancji
wWzorcowej:

* METODA WZORCA ZEWNETRZNEGO

* METODA WZORCA WEWNETRZNEGO

¢ METODA WZORCA WEWNETRZNEGO IZOTOPOWANEGO
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Analiza iloSciowa:
PROCENT POWIERZCHNI (NORMALIZACJA WEWNETRZNA)

Obliczenie % powierzchni piku polega na wyznaczeniu udziatu powierzchni konkretnego piku w chromatogramie w stosunku do sumy
powierzchni wszystkich wykrytych pikdw. Jest to metoda stosowana w analizie ilosciowej, szczegdlnie przy zatozeniu, ze wszystkie
zwigzki maja zblizong odpowiedz detektora.

skfad kwasow tluszczowych - udzial procentowy

* zatozenia:
edetektor reaguje jednakowo na wszystkie zwigzki
ewszystkie zwigzki eluuja z kolumny
ewszystkie zwigzki sg wykrywane

szalety: - POWIERZCHNI.% = L0 (PR).
enie wymaga kalibracji SPOW (pk)
eszybkie i tatwe obliczenia
enie ma znaczenia ilo$¢ nanoszonej prébki

ewady:
ezatozenia — nie zawsze prawdziwe
eokreslenie zawartosci wszystkich zwigzkdw, nie tylko tych oznaczanych
ewszystkie powierzchnie musza by¢ doktadnie okreslone

*100%
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Analiza ilosciowa:
METODA ZE STANDARDEM ZEWNETRZNYM (EC)

Polega na sporzadzeniu wykresu kalibracyjnego wykorzystujac znane stezenia pojedynczych wzorcéw

przygotowanych najlepiej w rozpuszczalniku zastosowanym w aktualnej prébce. Pomiary nalezy
wykonac dla co najmniej 5 stezel w n=3 powtdrzeniach

eZalety:
eprzy duzej liczbie prébek jest mato czasochtonna
eniskie koszty g
*Wady: £,
ewazna objetosé nastrzyku H o
etylko dla prébek o nieskomplikowanej matrycy s ko o w prcbin

piku
piku swiqzku w roztworze

., = powierzchnia
standardowym

ewymagane czeste kalibracje

02 04 C 008 08 1.0
stezenie [mgiL]

-

UNIWERSYTET o . )

Fundusze Europejskie Rzeczpospolita Dofinansowane przez
PRZYRODNICZY ; s r
W POZNANIU dla Rozwoju Spotecznego - Polska Unig Europejska

Analiza ilosciowa:
METODA ZE STANDARDEM WEWNETRZNYM (IS)

Metoda ze standardem wewnetrznym polega na
dodaniu do kazdej prébki, wzorca i probki
kontrolnej znanej ilosci zwigzku chemicznego
(standardu), ktéry nie wystepuje naturalnie w
analizowanej prébce, ale ma podobne wiasciwosci
fizykochemiczne (np. czas retencji, odpowied?

Qetektora). / * podobny zasieg stezen jak analizowanej substancji

niereaktywnosc¢ z proba
ﬁasada dziatania: \

Zwiagzek wewnetrzny kompensuje wszelkie zmiany
warunkdéw analizy (np. zmiennos$¢ objetosci * posiada wyizolowany czysty pik
iniekcji, straty probki), poniewaz podlega takim
samym procesom jak analit. W analizie poréwnuje
sie stosunek powierzchni (lub wysokosci) piku
analitu do powierzchni piku standardu

Q/ewnetrznego. /
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KRYTERIA STOSOWANIA STANDARDU WEWNETRZNEGO:

* nieobecny w prébie
* chemicznie podobny do analizowanej substancji

eluuje w poblizu analitu

stabilny chromatograficznie
* dostepnosé
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Analiza ilosciowa:

METODA ZE STANDARDEM WEWNETRZNYM (IS)

-

Metoda ze standardem wewnetrznym polega na
dodaniu do kazdej prébki, wzorca i probki
kontrolnej znanej ilosci zwigzku chemicznego
(standardu), ktéry nie wystepuje naturalnie w
analizowanej probce, ale ma podobne wiasciwosci
fizykochemiczne (np. czas retencji, odpowiedz
detektora).
N /
ﬁasada dziatania: \
Zwigzek wewnetrzny kompensuje wszelkie zmiany
warunkow analizy (np. zmiennos¢ objetosci
iniekcji, straty probki), poniewaz podlega takim
samym procesom jak analit. W analizie poréwnuje

sie stosunek powierzchni (lub wysokosci) piku
analitu do powierzchni piku standardu

Qvewnetrznego.

~

/
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Wzér ogolny:

Aanalitu

: Citandard
Stezenie analitu = ( ) x ( o
Astandardu T

gdzie:

* A - powierzchnia piku,

e (' - znane stezenie standardu,

e [ —wsp6lczynnik korekeyjny (jesli wymagany).
Zalety:

* wieksza precyzja i dokfadnosc,

+ kompensacja bledéw losowych,

e czesto stosowana w chromatografii gazowej (GC) i cieczowej (HPLC).

Rzeczpospolita

- Polska

Dofinansowane przez
Unig Europejska
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Analiza ilosciowa:

METODA ZE STANDARDEM WEWNETRZNYM (IS)

Metoda ze standardem wewnetrznym polega na
dodaniu do kazdej prébki, wzorca i probki
kontrolnej znanej ilosci zwigzku chemicznego
(standardu), ktéry nie wystepuje naturalnie w
analizowanej prébce, ale ma podobne wiasciwosci
fizykochemiczne (np. czas retencji, odpowied?
detektora).
N /
ﬁasada dziatania: \
Zwiagzek wewnetrzny kompensuje wszelkie zmiany
warunkdéw analizy (np. zmiennos$¢ objetosci
iniekcji, straty probki), poniewaz podlega takim
samym procesom jak analit. W analizie poréwnuje

sie stosunek powierzchni (lub wysokosci) piku
analitu do powierzchni piku standardu

Q/ewnetrznego.

/
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Rodzaje metody IS:

* Standard wewnetrzny (metoda ze standardem
wewnetrznym) — internal standard

* Dodatek wzorca (metoda dodawania wzorca) —
standard addition

* Dodatek stabilnego izotopu (metoda dodawania
stabilnego izotopu) — stable isotope standard
addition, SIDA

Rzeczpospolita

- Polska

Dofinansowane przez
Unie Europejskq
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Analiza ilosciowa:
METODA ZE STANDARDEM WEWNETRZNYM (IS)

~

-

Metoda ze standardem wewnetrznym polega na
dodaniu do kazdej prébki, wzorca i probki

. g . . . Arabinose
kontrolnej znanej ilosci zwigzku chemicznego
(standardu), ktéry nie wystepuje naturalnie w Hylose
analizowanej probce, ale ma podobne wiasciwosci Glucose
fizykochemiczne (np. czas retencji, odpowiedz . Mannose
detektora). g X Fucose S
\ / K | Galactose
< Rhamnose [ /1]

ﬁasada dziatania: \ S
Zwigzek wewnetrzny kompensuje wszelkie zmiany ‘
warunkow analizy (np. zmiennos¢ objetosci
iniekcji, straty probki), poniewaz podlega takim
samym procesom jak analit. W analizie poréwnuje
sie stosunek powierzchni (lub wysokosci) piku
analitu do powierzchni piku standardu

Qvewnetrznego.

3000 3200 3400 3600 3800 4000 4200 4400 4600 4800 5000 5200 5400 5600 5800

Time (min)

/
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Analiza iloSciowa:
METODA ZE STANDARDEM WEWNETRZNYM

Dodatek wzorca (ang. standard addition) to metoda ilosciowej analizy chemicznej, ktéra polega na
dodawaniu znanych ilosci wzorca analitu bezposrednio do prébki. Celem jest kompensacja wptywu
matrycy (czyli innych sktadnikow prébki), ktére mogg zaktdca¢ doktadnosé pomiaru

e Zalety: & 20 -
= i
* brak wptywu matrycy 2 | .//
. . . 71 : il —
* nieistotna wielkos¢ nastrzyku ER e y=43x+33
. Wady: 100 ;r_{/—/" x=0.78 mg/L
507 I,
* koniecznos¢ ustalenia potencjalnej zawartosci == —t ‘ .
zwigzku w probie i 98 19 £t 29
* czasochtonna stgzenie [mgiL]
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Metoda ze standardem wewnetrznym

KRYTERIA STOSOWANIA STANDARDU WEWNETRZNEGO:

* nieobecny w prébie

* chemicznie podobny do analizowanej substancji

* podobny zasieg stezen jak analizowanej substancji
* niereaktywnos¢ z prébg

* eluuje w poblizu analitu

* posiada wyizolowany czysty pik

* stabilny chromatograficznie

* dostepnosc

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

Polega na dodaniu do analizowanej préby znanej ilosci zwigzku izotopowo oznakowanego
(3H, 13C, >N lub 20)

Idealny standard wewnetrzny:

* identyczne wtasciwosci chemiczne jak analizowany zwigzek,

* idealnie kompensuje straty zwigzku w czasie przygotowania préby i analizy,
* kompensuje wptyw matrycy,

* rozrdznienie IS i zwigzku nastepuje poprzez wybranie protonowanych jondw molekularnych lub
gtéwnych fragmentéw,

Wyniki sg precyzyjne (RSD <10%) i powtarzalne jezeli chemiczne wtasciwosci IS sg podobne do analitu,

1-okten-3-on (jon 70) 2H, 1-okten-3-on (jon 73)
N N
o o}
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Metoda ze standardem wewnetrznym izotopowanym (Stable Isotope

Dilution Assay SIDA)

124
109 H,C o
OH
- 81
S 53 |
£ | Jon 124
E‘-Z [m/z] Jon 127
z CD;
o 127 o
é 109 H
2
2 81
g 53 | [czas]
(m/z]
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Metoda ze standardem wewnetrznym izotopowanym (Stable Isotope Dilution

Assay SIDA)

Procedura oznaczenia:

1. Weryfikacja obecnosci jonu molekularnego zwigzku izotopowanego w analizowanej probie

2. Okreslenie wspdétczynnika odpowiedzi detektora (response factor) pomiedzy badanym zwigzkiem a
izotopowanym - analiza roztworu standardowego z dodatkiem badanego zwigzku i jego

izotopowanego wzorca 1:1

Rf — wspotczynnik odpowiedzi detektora

Ca — stezenie zwigzku analizowanego w roztworze
Cs — stezenie zwigzku izotopowanego w roztworze
Aa — powierzchnia piku wybranego jonu zwigzku a

Cax As
standardowym -Rf e ——
standardowym Csx Aa

nalizowanego

As — powierzchnia piku wybranego jonu zwigzku izotopowanego

3. Dodatek zwigzku izotopowanego

do proby i analiza

Intensywnosé waglgdma [%]

109 o
81
53 [ezas]

Q - stezenie zwigzku w probie Cs X Aa
Rf — wspdtczynnik odpowiedzi detektora Q = Rj’ X—
Cs — stezenie zwigzku izotpowanego dodanego do proby $
Aa — powierzchnia piku wybranego jonu analizowanego zwigzku
As — powierzchnia piku wybranego jonu zwigzku izotopowanego
NI
ERZ%EORSHSY Fundusze Europejskie Rzeczpospolita
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SIDA - maltol

maltol (ion 126) and
2H, maltol (ion 129)

TIC

m/z 126129
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Metoda ze standardem wewnetrznym izotopowanym (Stable Isotope
Dilution Assay SIDA)

Zalety:

* najbardziej precyzyjna

* szybka i prosta

* brak wptywu matrycy

Wady:

* droga

* ograniczony dostep do standardéw (zmienia sie na korzysc)
* wymaga specjalistycznego sprzetu (MSD)

UNIWERSYTET o i 3
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Istotne parametry oceny metody iloSciowe]

Liniowos¢

Granica wykrywalnosci,
limit detekcji (LOD, ang.
Limit of Detection),

Granica oznaczalnosci, limit
oznaczalnosci (LOQ, ang.
Limit of Quantitation),

¢ to zdolno$¢ metody do
uzyskiwania wynikow
proporcjonalnych do
stezenia analitu w
okreslonym zakresie

* 0 najmniejsze stezenie
analitu, ktére mozna
wykry¢, ale niekoniecznie
oznaczyc ilosciowo z
akceptowalng precyzjg

¢ to najmniejsze stezenie
analitu, ktére mozna
oznaczy¢ ilosciowo z
akceptowalng precyzjg i
doktadnoscia.

UNIWERSYTET
PRZYRODNICZY
W POZNANIU

-

Rzeczpospolita

- Polska

Fundusze Europejskie
dla Rozwoju Spotecznego

Dofinansowane przez
Unig Europejska

Liniowosc¢ i zakres pomiarowy

p
Liniowos¢ — to przedziat zawartosci analitu, dla

ktérego sygnat wyjsciowy urzagdzenia pomiarowego
jest proporcjonalny do tej zawartosci
\

J
4 N\
Wyznacza sie na podstawie wykresu kalibracyjnego

15
= y=ax+b A
-} v v o
= ; Co=Cexx
2 10 r? = 0,999 Aex
g
aQ
A €, = steienie zwizku w probie
q €., - stetenie zwiazku w roztworze standardowym
5 Ay~ powlerzchnia piku zwiazku w probie
A,, - powierzchnia piku rwigzku w roztworze
standardowym
02 o4 Coos 08 10
stezenie [mg/L]

urzadzenia pomiarowego
- J
s N

Zakres pomiarowy — przedziat miedzy najnizszym a
najwyzszym stezeniem jakie mogg zosta¢ oznaczone
\za pomocg danej metody

/

Rzeczpospolita

- Polska

=

UNIWERSYTET -
PRZYRODNICZY Fundusze !_-Zuropejskne
W POZNANIU dla Rozwoju Spotecznego

* 6 poziomow stezen roztwordw
wzorcowych, 3 powtdrzenia,

» zakres pokrywajacy stezenie analitu w
prébie (+ 50-150%),

* wyznaczenie parametréw regresyjnych
(np. y=ax+b, wspodtczynnik kierunkowy
prostej b, wspotczynnik regresji r? itp.)

Dofinansowane przez
Unie Europejskq
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Liniowos¢, zakres pomiarowy i czutosc

2500

Response (mAU)

800 1000

200 400 600
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©ww
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o
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Response (mAU) / amount (ng/L)
"

o

1000

1 10 100
Log amount (ng/L)

Fundusze Europejskie
dla Rozwoju Spotecznego

UNIWERSYTET
PRZYRODNICZY
W POZNANIU

Wykres graficzny liniowosci kafeiny

A —zaleznos¢ ilosci od powierzchni — krzywa
liniowa

B — przedstawienie stezenia na skali
logarytmicznej ma szczegdlne zastosowanie
przy szerokim zakresie stezen

Rzeczpospolita

- Polska

Dofinansowane przez
Unig Europejska

Okreslenie liniowosci - przyktad

* Tetrachloroeten w oleju roélinnym

Tablica 8.21. Poréwnanie wyjéciowych wartosci stezei tetrachloroetenu w probkach roztworéw
e Zakres StQieﬁ 0,00049-8 mg/‘kg wzorcowych z wartosciami obliczonymi na podstawie krzywej kalibracyjnej
Stetenie C,Cle, mykg
w stosowanych roziworach bliczone na podstawie kizywej 141 %
8.4, Liniowoi€, zakres pomiarowy, czuloss 267 wzorcowych kalibracyjnej x;
8 795 058
§ 0101 yusso-t0x-o0mn 108 6 603 043
§ asad 4 an 27
010° 2 1,92 38
E 2510° 1 0961 39
S w1o? 05 0473 54
et 05 0225 100
0105 0,125 0122 21
E s10° 0,0625 00640 24
00312 00409 31
g 0,0156 0,0269 7
0,00781 00194 149
e 000391 00162 36
0,00195 00148 660
0,00098 00136 1290
Tablica 8.22. Wyznaczone réwnania krzywych kalibracyjnych dla poszczegéinych zakreséw stgzef 0,00049 00129 2550

tetrachloroetenu [8.18]

* Wartosci bledu waglednego obliczono, korzystajac 2 zaletnosci (8.2), gdzie: s, — stetenie CCly

Zakres stgzef, mg/kg

Réwnanie krzywej kalibracyjnej

W TOZIWOrZe Wzorcowym, x; — stezenie C,Cly obliczone na podstawie krzywej kalibracyinej.

0,00043-0,00135
0,00195-0,00781

¥ =583972.x + 39
¥ =352987 x + 468

0,00781-0,03125 y=410514x + 98
0.03125-0,25 y = 380560 x + 675
0,25-8 y = 451215 x - 17316
UNIWERSYTET
PRZYRODNICZY Fundusze Europejskie Rzeczpospolita Dofinansowane przez
W POZNANIU dla Rozwoju Spotecznego - Polska Unig Europejskq
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Liniowosc¢ c.d.

* Roztwory wzorcowe, na podstawie ktérych wyznaczana jest krzywa
kalibracyjna, powinny:

* Obejmowac swym zakresem stezen oczekiwane stezenie analitu w probce
badanej

* Obejmowac swym zakresem stezen nie wiecej niz 3 rzedy wielkosci stezen analitu
* Réwnomiernie pokrywac caty zakres stezen

-
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Granica wykrywalnosci (LOD) i granica oznaczalnosci (LOQ)

* LOD (limit of detection) — najmniejsza ilos¢ lub najmniejsze stezenie substancji
mozliwe do wykrycia

* LOQ (limit of quantitation) — najmniejsza ilo$¢ lub najmniejsze stezenie substancji
mozliwe do ilosciowego oznaczenia

274 8. Walidacja procedur analitycznych

LOQ
Sygnat/szum = 10

Na podstawie SN
LOD =3 x SN

okreslenie SN dla probki slepej,
lub dla prébki o bardzo niskiej LoD
zawartosci analitu Sygnat/szum = 3

Sygnat

JAVAVS = aVAVAV.S o AVAVAV i~ VAVAVAV 2~ aVAVAVAVAVA  £-7T11}
Rysunek 8.12. Zalezno$¢ wartosci LOD i LOQ od poziomu szumu w przypadku analizy chromatogra-

ficznej [8.1]

=
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DZIEKUJE ZA UWAGE!

Materiat powstat w ramach projektu ,,Najlepsi z natury! Podnoszenie
kompetencji 0s6b dorostych przez UPP”, wspotfinansowanego ze srodkow
Europejskiego Funduszu Spotecznego Plus, w ramach programu Fundusze

Europejskie dla Rozwoju Spotecznego 2021-2027, na podstawie umowy
nr FERS.01.05-IP.08-0469/23
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