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Zrodha i zakres tresci obowiazujacych do przygotowania na zajecia praktyczne, wskazane sa
w tresci ,,instrukcji do ¢wiczen” — ,materialty dydaktyczne”, na stronie Zakiladu Chemii
Analitycznej. Przewodnik laboratoryjny i inne materiaty dotyczace analizy klasycznej zawarte
sa w SKRYPCIE dla I roku kierunku FARMACJA (II-VIII rozdziatu), zamieszczonego

w Panstwa zaktadce ,,materiaty dydaktyczne” na stronie Zaktadu Chemii Analityczne;.
Podreczniki obowiazujgce:

Chemia Analityczna — pod redakcja Ryszarda Kocjana; PZWL, 2023

D.A. Skoog, D.M. West, F.J. Holler, S.R. Crouch Podstawy Chemii Analitycznej PWN, 2006

Materialy przygotowane przez Zaktad Chemii Analitycznej dostepne na stronie internetowej



I. Przebieg 1 organizacja przedmiotu ,Chemia analityczna

i instrumentalna”

W Zakladzie Chemii Analitycznej prowadzimy przedmiot ,,Chemia analityczna
1 instrumentalna” przeznaczony dla studentow kierunku analityka medyczna. Jego szczegotowy
przebieg zawarty jest w,karcie przedmiotu”, czyli przewodniku dydaktycznym,
zamieszczonym w systemie Wirtualnej Uczelni (WU) oraz na stronie dydaktycznej Zaktadu
Chemii Analityczne;.

W semestrze zimowym II roku studiow odbywajg si¢ ¢wiczenia, w liczbie dziesi¢ciu
szesciogodzinnych spotkan, w grupach laboratoryjnych, dwa ¢wiczenia pigciogodzinne,
w grupach dziekanskich oraz dziesieé dwugodzinnych wykladow, online. Cwiczenia
podzielone sa merytorycznie i organizacyjnie na trzy czesci.

Czes$¢ pierwszg stanowi praktyczne nauczanie ANALIZY KLASYCZNEJ — 4 ¢wiczenia
w grupach laboratoryjnych — 24 godziny. Cwiczenia zwigzane sa ze zdobyciem wiedzy
iumiejetnosci z zakresu poprawnej pracy laboratoryjnej oraz wykonywania oznaczen
metodami wolumetrycznymi. Przygotowanie teoretyczne do zaje¢ i doktadno$¢ wykonania
¢wiczen sg oceniane kazdorazowo. W tym czasie zdobywaja Pafstwo rdwniez umiejetnose
rozwigzywania zadan rachunkowych. Przyktady zadan rachunkowych, wraz z opisem metodyki
ich rozwigzywania, dostepne sg wsrod ,,materialow dydaktycznych”, na stronie Zaktadu. Na
¢wiczeniach odbywaja si¢ sprawdziany z rozwigzywania wskazanych dziatow zadan
rachunkowych, ktore s3 oceniane. Srednia ocen z tych sprawdzianéw wliczana jest do ogolnej
oceny zaje¢ praktycznych. Po zakonczeniu ¢wiczen ANALIZY KLASYCZNEJ, organizowane
jest kolokwium sprawdzajace. Kolokwium obejmuje czg$¢ teoretyczng analizy klasycznej,
zasad poprawnej pracy laboratoryjnej oraz umiejetnosci rozwigzywania zadan rachunkowych
w analizie klasycznej. Poniewaz przedmiot jest kontynuowany, materiat zaliczony tym
sprawdzianem, jest automatycznie zaliczony na egzaminie koncowym (dotyczy zaliczonych
dziatow sprawdzianu). Kolokwium ma charakter nieobowigzkowy i nie przewiduje terminéw
poprawkowych.

Czg$¢ druga obejmuje 6 szeSciogodzinnych ¢wiczen, w grupach laboratoryjnych
z zakresu ANALIZY INSTRUMENTALNEJ. Prowadzimy 36 godzin zaj¢¢ praktycznych
z zastosowaniem roznej aparatury analitycznej. Przygotowanie teoretyczne do zajeé

1 wykonanie ¢wiczen sg oceniane na kazdych zajeciach.



Czes¢ trzecia, to dwa ¢wiczenia, prowadzone w grupach dziekanskich — 2 ¢wiczenia
pigciogodzinne — 10 godzin. Obejmuja one zdobywanie umiejetnosci kolorymetrycznego
wyznaczania widm barwnikéw oraz interpretowania widm IR, NMR i MS. Cwiczenie drugie
moze by¢ prowadzone stacjonarnie lub online.

Egzamin koncowy dotyczy niezaliczonej czesci efektow uczenia si¢ z ANALIZY
KLASYCZNEJ, CZYNNOSCI LABORATORYJNYCH, ZADAN RACHUNKOWYCH oraz
catosci materialu ANALIZY INSTRUMENTALNEJ, WALIDACJI METOD, KRYTERIOW
DOBORU METODY ANALITYCZNEJ i BEEDOW W ANALIZIE CHEMICZNE]J.
Egzamin ma charakter pisemny. Ocena z cz¢$ci pisemnej stanowi czg$¢ wyniku koncowego
zaliczenia przedmiotu. Wynik koncowy zaliczenia przedmiotu obliczany jest po uzyskaniu
zaliczenia kazdego efektu uczenia si¢, wymienionego w ,karcie przedmiotu”, zgodnie z
Rozporzadzeniem Ministra Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego z dnia 26 lipca 2019 r. w sprawie
standardow ksztalcenia przygotowujacego do wykonywania zawodu lekarza, lekarza dentysty,
farmaceuty, pielegniarki, poloznej, diagnosty laboratoryjnego, fizjoterapeuty i ratownika

medycznego. Oznaczenia sg zgodne z trescig Rozporzadzenia:

Ogolne

Wiedza — student zna i rozumie;:

O.W4. podstawy teoretyczne 1 metodyczne zastosowania instrumentalnych metod
analitycznych w diagnostyce laboratoryjnej +++;

0.WS5. zasady wykonywania badan laboratoryjnych przy uzyciu metod manualnych i technik
zautomatyzowanych oraz autoryzacji wynikéw +++;

Umiejetnos$ci — student potrafi:

0O.U3. wykonywac¢ badania laboratoryjne oraz uzyskiwa¢ wiarygodne wyniki +++;
0.U9. wyszukiwac¢ i selekcjonowaé informacje z réznych zrédel, dokonywac ich krytycznej
oceny oraz formutowac opinie +;

0.U13. komunikowac si¢ ze wspotpracownikami w zespole 1 dzieli¢ si¢ wiedzg ++;

Kompetencije — student jest gotow do:

O.K2 pracy w zespole, przyjmujac w nim rdézne role, ustalajac priorytety, dbajac o
bezpieczenstwo wlasne, wspotpracownikdéw i otoczenia ++;

0.K7. formutowania wnioskow z wlasnych pomiaréw lub obserwacji ++;



Szczegoélowe

Wiedza — student zna i rozumie:

B.W0S. analityczne metody jakosciowej i ilo$ciowej oceny zwigzkow nieorganicznych
1 organicznych oraz celowos¢ stosowania tych metod w analizie medycznej +++;

B.W10. klasyczne metody analizy ilo$ciowej — analize wagowa, analiz¢ objetosciowa 1 analize
gazowa ++;

B.W11. klasyfikacje instrumentalnych technik analitycznych oraz podstawy teoretyczne
i metodyczne technik spektroskopowych, elektroanalitycznych, chromatograficznych
1 spektrometrii mas oraz ich zastosowanie w medycznej diagnostyce laboratoryjnej +++;
B.W12. zasady funkcjonowania aparatéw stosowanych w spektrofotometrii w zakresie
nadfioletu i promieniowania widzialnego, podczerwieni, spektrofluorymetrii, absorpcyjnej
1 emisyjnej spektrometrii atomowej, potencjometrii, konduktometrii, chromatografii gazowe;j,
wysokosprawnej chromatografii cieczowej, chromatografii cienkowarstwowej 1 spektrometrii
mas +++;

B.W13. kryteria wyboru metody analitycznej oraz statystyczne podstawy jej walidacji +++.

Umiejetnos$ci — student potrafi:

B.ULl. stosowa¢ podstawowe techniki laboratoryjne, w tym chemiczng analize¢ jakoSciowa ++;
B.U2. dokonywa¢ doboru metody analitycznej oraz oceniac jej przydatno$¢ w kontekscie celu
analizy, kalibracji metody, precyzji wykonania i obliczania +++;

B.U3. wykonywac¢ obliczenia chemiczne +++;

B.US8. dobiera¢ metode analityczng stuzacg do rozwigzania konkretnego zadania analitycznego
oraz przeprowadzac jej walidacj¢ +++;

B.U10. wykonywa¢ wszystkie czynno$ci laboratoryjne z dbatos$cia pozwalajaca na zachowanie
petnego bezpieczenstwa swojego 1 0s0b wspotpracujacych +++;

B.U1S5. postugiwac si¢ programami komputerowymi w zakresie edycji tekstu, grafiki, analizy
statystycznej, przygotowania prezentacji oraz gromadzenia 1 wyszukiwania potrzebnych

informacji, pozwalajacych na konstruktywne rozwigzywanie problemow +.

Kazdy efekt uczenia si¢ oceniany jest odrebnie, z uzyciem S$redniej punktacji, bez
zaokraglenia w gore (np. pkt 1-1,99 — ocena dostateczna), uzyskanej dla danego efektu: 1 pkt
— ocena dostateczna; 2 pkt — ocena do$¢ dobra; 3 pkt — ocena dobra; 4 pkt — ocena ponad dobra;
5 pkt — ocena bardzo dobra; 0 pkt — ocena niedostateczna. Efekt uczenia si¢ moze by¢ zaliczony

po uzyskaniu $redniej (co najmniej) 1 pkt.



Przygotowanie do zaje¢ praktycznych (kartkowki z zadan i teoria w zakresie tematu ¢wiczenia)
sa punktowane i wptywaja na oceng, ale ich zaliczenie nie zwalnia z rozliczenia na egzaminie
lub kolokwium. Ocena koncowa obliczana jest po uzyskaniu co najmniej 1 punktu ($rednio)
z kazdego efektu uczenia si¢, wedtug wzoru:

(W)x50% + (U)x 40% + (K) x 10% = 1 — Spunktéw

Warto$ci punktéw 1 odpowiadajgce im oceny:

1 —1,99 pkt — ocena dostateczna

2 —2,99 pkt — dos¢ dobry

3 —3,99 pkt — dobry

4 — 4,84 pkt — ponad dobry

4,85 — 5 pkt — bardzo dobry

Forma i warunki zaliczenia/egzaminu w terminach poprawkowych II/IIl: Egzamin pisemny
Prosimy o szczegdtowe zapoznanie si¢ z ,karta przedmiotu” CHEMIA ANALITYCZNA
I INSTRUMENTALNA w Wirtualnej Uczelni lub na stronie Zakladu Chemii Analityczne;.

Wszystkie zajecia praktyczne przedmiotu realizowane sg w laboratorium chemicznym.
Na poczatkowych zajeciach prowadzimy wigc nauke wlasciwego postepowania
laboratoryjnego 1 wykonywania czynnos$ci laboratoryjnych, zapewniajace wiarygodno$¢
wynikow analitycznych. Te ¢wiczenia pozwola Pafstwu na swobodna i skuteczng prace
analityczng, unikanie popularnych bledow 1 unikania niebezpieczenstw pracy w laboratorium
chemicznym. Niezbgdne materialy teoretyczne, dotyczace poprawnego wykonywania
czynno$ci laboratoryjnych 1 tematyki ANALIZY KLASYCZNEJ znajda Panstwo w skrypcie
zatytulowanym: ,Materialy dydaktyczne (SKRYPT) dla studentéow I roku kierunku
Farmacja do przedmiotu Chemia analityczna, Przewodnik laboratoryjny Analiza
klasyczna”. Przedstawia on 1 systematyzuje teoretyczne zasady postgpowania. Zamieszczony
w nim tekst pozwoli Panstwu zauwazy¢, ze nawet najprostsza czynno$¢ (np. mycie szkla
laboratoryjnego), w chemii analitycznej traktowana jest bardzo powaznie i wedlug wielu
ustalonych zasad, ktére zapewniajg dobrg jakos$¢ pracy analityka.
Z przyczyn technicznych, ten skrypt jest dedykowany studentom Farmacji, ale przeznaczony
réwniez dla Panstwa. Jego tre§¢ obowigzuje Panstwa na kolokwium i egzaminie. Z tych samych
przyczyn aktualny skrypt i jego tresci, dedykowany studentom Analityki Medycznej,

obowigzuje studentow Farmacji. Przebieg ¢wiczen, zwigzanych z podstawowymi



czynnos$ciami laboratoryjnymi, sa dostgpne w ,materiatach dydaktycznych”, w zaktadce

»instrukcje do ¢wiczen”, ,,analiza klasyczna”.

Znajomos¢ materialu teoretycznego obowiqzuje na C¢wiczeniach i egzaminie.

Wykonanie éwiczen oceniane jest w ich przebiegu.



I1. Analityka — wprowadzenie i podzial metod analitycznych

Analityka — chemia analityczna — jest dyscypling naukowg stosowang do badania sktadu
probki, struktury analitu, struktury potaczen pomiedzy sktadnikami, oznaczen ilo§ciowych
1 zachowania materii, rowniez pod wptywem dziatajacych czynnikow srodowiska. Jej celem
jest zbieranie 1 interpretowanie danych analitycznych, ktére sg przydatne w celu identyfikacji
i oznaczania skladnikéw materii. Analiza chemiczna obejmuje zastosowanie wielu technik
i metod w celu uzyskania i oszacowania jakosciowych, ilosciowych i strukturalnych informacji
o istocie materii.

Zakres wykorzystania informacji analitycznej:

1. Medycyna — diagnostyka laboratoryjna, farmacja, toksykologia, monitorowanie

farmakoterapii, badanie produkcji i dziatania lekow.

2. Badania naukowe i rozwojowe w roznych dziedzinach;

3. Badania zywno$ci — sktadu, jakosci, trwatosci;

4. Ochrona srodowiska — monitoring, badanie jako$ci powietrza, badanie jakos$¢ i

skazenia wody, badanie Sciekow;

5. Rolnictwo — badanie jako$ci plonéw, badanie jakosci i sktadu gleby, wptyw

stosowanych srodkdw ochrony roslin na otoczenie;

6. Przemyst — kontrola procesu technologicznego, kontrola emisji i §ciekéw, kontrola

produktu;

7. Sztuka — badanie wieku, autentycznosci i sktadu r6znych obiektow (analiza

nieniszczaca);

8. Archeologia i geologia — badania wieku wykopalisk 1 sktadu mineratow;

9. Kryminalistyka — badanie materialu dowodowego, wykrywanie narkotykow.

Chemia analityczna jako dyscyplina naukowa, ktérej celem jest opracowanie metod
okreslenia sktad chemicznego probek substancji 1 ich mieszanin, daje nam w tych wszystkich
przypadkach zastosowan odpowiedz na liczne pytania. Dotycza one nie tylko ilosci i
identyfikacji analitu, ale réwniez jego wlasciwosci oraz potencjalnych oddzialywan ze
srodowiskiem, w ktorym si¢ znajduje. Dzigki wiedzy, jakiej dostarczajg analityczne oznaczenia
substancji znanych, przewidywa¢ mozna nawet wlasciwos$ci substancji o strukturach
teoretycznych. Chemia analityczna proponuje wigc: ANALIZE ILOSCIOWA, ANALIZE
JAKOSCIOWA, ANALIZE STRUKTURALNA. Z tych podstawowych grup analiz, biorac

pod uwage szerokie mozliwosci 1 zastosowania wiedzy z zakresu chemii analitycznej, wynikaja



inne, bardziej zaawansowane analizy, stluzace rozwigzaniu zlozonych problemoéw réznych

dziedzin.

Analityka, w praktyce, oparta jest na kilku podstawowych zasadach:

1. Zrédlem informacji analitycznej jest probka i zawarte w niej sktadniki;

2. Informacj¢ uzyskuje si¢ przez wywotanie i zinterpretowanie sygnatu analitycznego
(mierzonej wielkosci fizycznej lub fizykochemicznej);

3. Prawie kazda wtasciwo$¢ chemiczna, fizyczna i1 fizykochemiczna, charakteryzujaca
analit lub ich mieszaning, moze sta¢ si¢ podstawg oznaczenia,

4. Analityka bada nie probke, lecz obiekt badany (obiekt globalny). 1los¢ informacji
o badanym obiekcie ogranicza si¢ wigc do informacji zawartej w analizowanej probce;

5. Probka reprezentatywna musi zawiera¢ wszystkie cechy obiektu globalnego. Zle
pobrana probka nie reprezentuje obiektu badanego;

6. Jakos¢ wynikéw kazdej metody analitycznej ograniczona jest umiejetnosciami
analityka.

Stosowane podziaty analitycznych technik i metod analitycznych opierajg si¢ na

- zrodtach informacji analitycznej, jako podstawy pomiaru;

- sposobu realizacji metody i jej wymagan technicznych;

- zastosowania analizy.

Ponizej przedstawiono przyktady technik i metod analitycznych opartych na tym podziale.

Zrodlo informacji analitycznej jako podstawa pomiaru.

Wtasciwosci chemiczne
1. Obserwacja przebiegu reakcji analitycznych
a. Grawimetria — reakcja analityczna — wymiana jonow;
b. Wolumetria — wymiana protonow (alkacymetria); wymiana elektronow

(redoksymetria), wymiana ligandow (kompleksometria).



Wiasciwosci fizyczne
1. Masa

a. Grawimetria — masa produktow reakcji stracania analitu. Mierzona wielkos¢ — masa
czystego analitu lub zwigzku o znanej stechiometrii. Pomiar na podstawie reakcji
chemicznych. G{owne zastosowania — oznaczanie sktadnikow gtownych i pobocznych

b. Elektrograwimetria — Mierzona wielkoscig jest masa substancji wydzielonej na
elektrodzie. Najczesciej produktem wazonym jest metal. Jest to elektrochemiczna
metoda analizy iloSciowej. Polega ona na ilo$ciowym wydzieleniu oznaczanego
sktadnika na elektrodzie w procesie elektrolizy, a nast¢pnie oznaczeniu jego masy
poprzez doktadne zwazenie elektrody przed i po procesie. Glowne zastosowanie —
oznaczanie metali, najczeéciej miedzi i cynku w roztworach.

c. Termograwimetria (TG, TGA) to technika analizy termicznej. Polega na precyzyjnym
rejestrowaniu zmian masy probki, najczesciej ubytku, ale rowniez przyrostu, podczas
jej ogrzewania, chtodzenia lub w statej temperaturze w okres§lonym czasie. Umozliwia
wyznaczanie temperatur rozktadu i innych przemian sktadu materialow. Mierzong
wielkoscig jest — ubytek masy analitu, jako efekt cieplny ze zmiang masy. Gltowne
zastosowanie — okreslanie sktadu (np. zawarto§¢ wypekniaczy, sadzy) oraz stabilno$ci
termicznej polimerow i tworzyw sztucznych. W farmacji oznaczanie wilgoci, badanie
czystosci 1 stabilno$ci leku. Ponadto badanie procesow utleniania, korozji, rozktadu
zwigzkéw nieorganicznych (weglandéw, siarczandéw). Temperatura probki zwykle
wzrasta w czasie pomiaru z ustalona szybkoscig lub zmienia si¢ w inny, uprzednio
zaprogramowany, sposob. Wynik pomiaru, zwany termogramem, zawiera wykres
zalezno$ci masy probki od temperatury (sygnal TG) oraz jej pierwszej pochodnej
(DTG). Termograwimetria moze stosowana do analizy probek wykazujacych zmiany
masy podczas ogrzewania, zachodzace podczas reakcji chemicznej (rozktadu,
utleniania albo redukcji) czy tez przemiany fizycznej (parowania, sublimacji lub
desorpcji). Przyrzad do pomiarow TG, czyli termograwimetr, sktada si¢ z wagi
o wysokiej czutos$ci, pieca umozliwiajagcego ogrzewanie probki do temperatury 1500-
1800°C oraz uktadu dozowania gazéw omywajacych probke. Pomiary TG zwykle
prowadzi si¢ w atmosferze utleniajgcej (O2 lub powietrze) lub w atmosferze gazu
obojetnego (N2 lub Ar). Niektore przyrzady umozliwiaja zmiang gazu w trakcie
pomiaru. W nowoczesnych termograwimetrach mozna jednocze$nie z pomiarem TG

wykonywa¢ pomiary metoda réznicowej analizy termicznej (DTA).
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2. Objetosé

a. Miareczkowanie to metoda analizy ilosciowej w chemii, polegajaca na powolnym
(miareczkami) dodawaniu roztworu o znanym stezeniu (titranta — roztworu
mianowanego) do roztworu o st¢zeniu nieznanym (analitu), az do calkowitego
przereagowania obu substancji— objeto$¢ titranta. Mierzona wielkos¢ — objetos¢
zuzytego titranta. Podstawowe rodzaje miareczkowania zalezne sg od rodzaju reakcji
chemicznej, zachodzacej pomigdzy titrantem i analitem. Sg to: reakcja zobojetniania,
kwasowo-zasadowa — alkacymetria; reakcja utleniania i redukcji — redoksymetria;
tworzenia trwatych zwiazkow kompleksowych — kompleksometria; powstawania
trudno rozpuszczalnych osadéw — precypitometria, miareczkowanie stragceniowe.
Glowne zastosowanie — badania laboratoryjne krwi (oznaczanie poziomu glukozy,
mocznika, elektrolitow); kontrola jakosci leku (zawarto$¢ substancji czynnej, kontrola
pH preparatow); badanie Sciekéw; badanie czystosci wody; badanie czystosci powietrza
(obecnos$¢ dwutlenku siarki); badanie jakosci produktéw spozywczych (kwasowosc
mleka, sokow, wina); analiza gleby i nawozow.

b. Gazometria to badanie krwi, ktore mierzy poziom tlenu, dwutlenku wegla oraz pH.
Mierzona wielkos¢ — ci$nienie parcjalne tlenu, dwutlenku wegla, wodoroweglanéw oraz
warto§¢ pH. Ocenia wydolno$¢ oddechowa i1 réwnowage kwasowo-zasadowa
organizmu. Pomaga wykry¢ niewydolnos¢ oddechowa, kwasice lub zasadowice. Krew
pobiera si¢ najczesciej z tetnicy lub z platka ucha, z palca. Glowne zastosowanie to
badania w medycynie ratunkowej, intensywnej terapii (wyniki stuza do wyznaczenia
parametréw pracy respiratora), pulmonologii (leczenie POChP, astmy, zapalenia ptuc,
kwalifikacji do tlenoterapii), zaburzeniach metabolicznych (wykrywanie kwasicy
cukrzycowej, kwasicy mleczanowej we wstrzasie, zasadowicy w przewlektych
wymiotach). W niewydolnos$ci oddechowej odréznia problemy z pobieraniem tlenu
1 eliminacjg dwutlenku wegla.

3. Ladunek

a. Kulometria — grupa metod elektrochemicznych, w ktorych ilo$¢ substancji poddawane;j
elektrolizie oblicza si¢ na podstawie prawa Faradaya. Mierzong wielkoscig jest
catkowity tadunek elektryczny (Q) zuzyty do pelnego utlenienia lub redukcji analitu
(elektroliza). Kulometria potencjostatyczna — staly potencjat elektrody 1 pomiar pradu
w czasie. Kulometria amperostatyczna — w warunkach statego pradu. Glownym

zastosowaniem jest: oznaczanie matych ilosci wody w lekach, zywnosci,
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rozpuszczalnikach; oznaczanie jonéw w plynach ustrojowych; badanie czystosci
substancji czynnej w lekach; analiza srodowiskowa; przemyst petrochemiczny.
4. Absorpcja promieniowania

a. Spektrofotometria absorpcyjna czgstecckowa — metoda wykorzystujagca pomiar
absorpcji $wiatta do ilo§ciowego oznaczania zwigzkow nieorganicznych i organicznych
najbardziej rozpowszechnione techniki to: kolorymetria (VIS), spektrofotometria w
nadfiolecie (UV), spektroskopia w $redniej podczerwieni (IR), spektroskopia w bliskiej
podczerwieni (NIR). Jest to okreslenie stosowane dla metod spektroskopowych, w
ktorych mierzona jest absorpcja promieniowania elektromagnetycznego w funkcji
dlugosci fali, nastepujaca w wyniku interakcji z probka lub badanym obiektem.
Mierzona wielkos¢ — dlugos¢ fali i natezenie promieniowania elektromagnetycznego
rozpraszanego, emitowanego lub absorbowanego przez analit. Pomiar na podstawie
oddziatywania promieniowania elektromagnetycznego z analitem. (UV-Vis) — metoda
analityczna wykorzystuje absorpcje promieniowania elektromagnetycznego w zakresie
ultrafioletu i$wiatlta widzialnego (o dlugosci fali 100-800 nm), wynikajaca ze
wzbudzenia elektronow walencyjnych w czasteczkach naswietlanych substancji.
Spektroskopi¢ UV-Vis wykorzystuje si¢ do oznaczania zawarto$ci substancji
absorbujacych, zwlaszcza zwigzkéw organicznych zawierajace wigzania wielokrotne
oraz zwiazki metali przejsciowych. Moze by¢ tez ona stosowana do identyfikacji
substancji. W sktad spektrofotometru UV-Vis wchodzi zrodio promieniowania (zwykle
lampa deuterowa lub halogenowo-wolframowa), siatka dyfrakcyjna rozszczepiajaca
wigzke $wiatta, kwarcowa komora pomiarowa oraz detektor (najczgsciej fotopowielacz
lub detektor fotoprzewodzacy). Niekiedy stosowane sg wielokanalowe matrycowe
detektory fotodiodowe (diode-aray detector), zawierajace kilkaset elementow
Swiattoczulych, umozliwiajace szybki pomiar widma w calym zakresie UV-Vis. (IR) —
metoda analityczna wykorzystujaca absorpcje lub emisj¢ promieniowania ze
srodkowego zakresu podczerwieni (o dlugosci fali 2.5-50 pm), zwigzang ze
wzbudzeniem drgan czasteczek wchodzacych w sktad probki. Wszystkie czasteczki
wykazuja pewne drgania charakterystyczne (tzw. drgania normalne), ktére mozna
przypisa¢ do okreslonych wigzan lub grup funkcyjnych. Spektroskopia IR jest
wykorzystywana do identyfikacji substancji (zwtaszcza zwigzkoéw organicznych), jak
1 do oznaczania ich zawartosci. Nowoczesne fourierowskie spektrometry podczerwieni
umozliwiaja wyznaczenie widma probki poprzez analiz¢ jej oddziatywania z tzw.

interferogramem. Sygnal, reprezentujacy interferogram probki, jest przetwarzany w jej
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widmo (czyli zalezno$¢ absorbancji od dlugosci fali) na drodze komputerowych
obliczen, z zastosowaniem tzw. transformaty Fouriera. Jako zrédla promieniowania
wykorzystuje si¢ lampy wolframowe lub Zarniki emitujace ciggle promieniowanie
o rozkladzie zblizonym do widma promieniowania ciala doskonale czarnego.
Spektroskopia w podczerwieni umozliwia dostosowanie techniki pomiarowej do stanu
skupienia i rodzaju probki. Najbardziej rozpowszechniona jest technika transmisyjna,
ponadto wykorzystuje si¢ techniki tfumionego wewnetrznego odbicia (ATR), odbicia
rozproszonego (DR) oraz odbicia zwierciadlanego (SR/RA). Glowne zastosowania —
analiza jakosciowa, ilo§ciowa 1 strukturalna analitow, od gtéwnego sktadnika do §ladow
Absorpcyjna spektrometria atomowa (ASA) - metoda oznaczania ste¢zenia
poszczegblnych pierwiastkbw metalicznych, w ktorej $wiatto przechodzi przez
odparowang lub atomizowang probke, a nastgpnie analizowane sa zmiany w
jego widmie. (ASA), Zasada pomiaru opiera si¢ na zjawisku absorpcji
promieniowania o specyficznej (analitycznej) dtugosci fali przez wolne atomy metali.
Wywotanie efektu absorpcji atomowej wymaga atomizacji probki, czyli jej
odparowania i dysocjacji czasteczek na atomy. Atomowa spektroskopia absorpcyjna
jest bardzo czula metoda analityczng umozliwiajaca specyficzne oznaczanie zawartosci
roznych pierwiastkow, zwlaszcza metali. W skiad spektrofotometru AAS wchodzi
zrédto promieniowania charakterystycznego, atomizer umozliwiajagcy wytworzenie
gazu atomowego, monochromator (np. siatka dyfrakcyjna) oraz detektor
(fotopowielacz). Jako zrodta promieniowania stosuje si¢ specjalne lampy zawierajace
pobudzane do emisji promieniowania atomy oznaczanego pierwiastka. Probka jest
poddawana atomizacji w specjalnym palniku acetylenowym lub piecu grafitowym,
elektrycznie ogrzewanym do bardzo wysokiej temperatury.
. Spektroskopia magnetycznego rezonansu jgdrowego (NMR, MRJ) — technika
spektroskopowa obserwacji lokalnych pol magnetycznych wokoét jader atomowych.
Badana substancja, umieszczona jest w polu 1 wzbudzana za pomocg fal radiowych, co
wytwarza sygnat NMR, ktory jest wykrywany przy uzyciu czutych odbiornikow
radiowych 1 komputerowo przeksztatcany w widmo lub obraz. Wewnatrzczasteczkowe
pole magnetyczne wokot atomu w czasteczce zmienia czgstotliwo$¢ rezonansowa, dajac
w ten sposob informacje o szczegotach struktury elektronowej czasteczki 1 jej
poszczegdlnych elementow struktury chemicznej (grup funkcyjnych). Oprocz
identyfikacji analitu, spektroskopia NMR dostarcza szczegdtowych informacji o

strukturze, dynamice, stanie reakcji 1 srodowisku chemicznym czasteczek. Glowne
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zastosowania — chemiczne (ustalenie budowy i sktadu chemicznego badanej substancji;
medyczne (nieinwazyjna metoda obrazowania narzagdow wewnetrznych i tkanek, bez
uzycia promieniowania jonizujacego.

d. Absorpcja promieniowania rentgenowskiego - technika analityczna nalezaca do
absorpcyjnych metod spektroskopii atomowej. Pozwala na rejestrowanie i analize
efektow oddzialywania promieniowania rentgenowskiego z materig. Mozliwa jest
zarowno ilo$ciowa, jak i jako$ciowa analiza badanej substancji. Fotony promieniowania
rentgenowskiego przekazuja calg swoja energi¢ elektronowi z gtebokich powtok atomu,
wybijajac go. W miejsce tych elektronow przeskakujg elektrony z wyzszej powtoki,
emitujagc promieniowanie charakterystyczne. Innym mechanizmem jest zderzenie
fotonow z elektronem swobodnym lub stabo zwigzanym. W wyniku tego zderzenia traci
czg¢$¢ energii 1 zmienia kierunek (rozproszenie). Widoczne s3 rdwniez mozliwosci
obrazowania roznic w gestos$ci materiatéw (np. tkanek — kosci zawierajg znaczne ilosci
wapnia o duzej liczbie atomowej, wigc absorbuja promieniowanie silniej niz tkanki
migkkie). Glowne zastosowania — badania diagnostyczne (zdjecia RTG, tomografia
komputerowa TK, mammografia, fluoroskopia); chemia (badanie struktury
geometrycznej, badanie struktury elektronowe;j).

e. Elektronowy rezonans paramagnetyczny (EPR), zwany tez elektronowym rezonansem
spinowym (ESR), to spektroskopowa metoda analityczna stuzaca do wykrywania
1 analizowania czasteczek posiadajacych niesparowane elektrony, ktore znajduja si¢
w wolnych  rodnikach. Wystepuje tu zjawisko absorpcji  promieniowania
mikrofalowego przez probke umieszczong w zewngtrznym polu magnetycznym.
Technika wykorzystuje fakt, ze niesparowany elektron posiada swoj wlasny moment
pedu (spin) i moment magnetyczny. W silnym polu magnetycznym nastepuje
rozszczepienie poziomow energetycznych elektronu. Promieniowanie mikrofalowe
o odpowiedniej czestotliwosci powoduja, ze elektrony przechodza miedzy tymi
poziomami energetycznymi. Metoda ta jest bardzo czula na zmiany w mikrootoczeniu
elektrondw niesparowanych. Glownym zastosowaniem sa: badania chemiczne i fizyczne
(identyfikacja rodnikdw i1 badanie mechanizmoéw reakcji chemicznych); biologia
imedycyna (wykrywanie stresu oksydacyjnego oraz badanie centrow aktywnych
w enzymach); geologia i1 archeologia (datowanie mineratow i ko$ci); inne (analiza
defektow sieci krystalicznej, polprzewodnikéw czy materialow wykorzystywanych

w fotowoltaice).
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5. Rozproszenie i absorpcja promieniowania

a. Turbidymetria — metoda spektrofotometryczna i metoda optyczna stuzaca do pomiaru
metnosci roztworow. Mierzona wielkos¢ — jest ona oparta na ostabieniu wigzki §wiatta
przechodzacego przez badang probke z zawiesing, poprzez pomiar absorbancji
pozornej lub transmitancji pozornej. Gléwnymi elementami tej techniki sg pomiar
natezenia $wiatla, wykorzystanie prawa Lamberta-Beera oraz uzycie zwyklego
spektrofotometru — kolorymetru. Badane jest §wiatlo przechodzace przez kuwete
wprost do detektora. Metoda stosowana gtownie do zawiesin 1 koloidow o rozmiarach
czastek powyzej 100 nm. Glownym zastosowaniem jest — oznaczanie stezen
(wykrywanie jonéw w postaci osadéw); biologia i medycyna (pomiar ilo$ci biomasy
mikroorganizméw lub stezenia biatek); ocena czystosci wody i produktow
chemicznych

6. Rozproszenie promieniowania

a. Nefelometria - to instrumentalna metoda analityczna stuzaca do oznaczania stezenia
roztwordéw koloidalnych. Mierzong wielkoscig jest natezenie $wiatta rozproszonego
przez czastki koloidow fazowych lub czasteczki koloidow wielkoczasteczkowych.
Zasada dziatania opiera si¢ na zjawisku fizycznym (efekcie Tyndalla), rozproszenia
promieniowania wigzki $wiatla przechodzacego przez badang probke. Drobiny
(dyspersja) zawieszone w roztworze rozpraszaja S$wiatto, a detektor ustawiony
zazwycza] pod katem 90° mierzy jego natgzenie. Poniewaz ilo$¢ rozproszonego
Swiatla jest wprost proporcjonalna do ilo$ci drobin (ich stezenia), pozwala to na bardzo
precyzyjne 1 ilosciowe okreslenie sktadu probki. Najczesciej wykorzystuje sie ja w
medycynie do oznaczania st¢zenia specyficznych bialek w plynach ustrojowych,
takich jak surowica krwi. Glownym zastosowaniem jest iloSciowe oznaczanie st¢zenia
specyficznych biatek w laboratoriach medycznych. Dzigki wysokiej czulo$ci metoda
ta pozwala na wczesne wykrywanie stanow zapalnych, choréb zakaznych oraz
zaburzen uktadu odpornosciowego. W diagnostyce laboratoryjnej nefelometrie
wykorzystuje si¢ do analizy krwi, pltynu moézgowo-rdzeniowego oraz moczu
(oznaczania bialek ostrej fazy — do monitorowania standw zapalnych i infekcji np.
bialko C-reaktywne CRP; immunoglobulin (przeciwcial) - ocena odpornosci
organizmu poprzez pomiar stezen immunoglobulin IgG, IgM oraz IgA; sktadnikow
dopetniacza — w diagnostyce chordb autoimmunologicznych; innych specyficznych
bialek — transferryny, ferrytyny, zwigzanych z gospodarka zelazem; oznaczanie

albuminy w moczu — we wczesnym wykrywaniu uszkodzenia nerek). Nefelometria
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znalazta tez zastosowanie w obszarach, gdzie kluczowa jest kontrola czystosci
roztworoOw lub analiza czastek zawieszonych: pomiar stopnia zanieczyszczenia
1 zmetnienia wod naturalnych oraz $ciekéw; kontrola czysto$ci mikrobiologicznej
lekow oraz monitorowanie stabilno$ci preparatow biatkowych; ocena klarownosci
napojow, sokéw oraz piwa w procesie produkcyjnym.

b. Dyfrakcja promieni rentgenowskich (XRD) to nieniszczaca technika badawcza
polegajaca na ugigciu promieni rentgenowskich na atomach sieci krystalicznej. Stuzy
do poznawania struktury atomowej, identyfikacji faz krystalicznych, wyznaczania
odlegtosci migdzy ptaszczyznami atomowymi oraz pomiaru napr¢zenia w materiatach.
Promieniowanie rentgenowskie pada tu na krysztal, a jego fale uginaja si¢ na
regularnie rozmieszczonych atomach. Powstaje wzor interferencyjny. Katy odbicia
opisuje prawo Bragga. Glowne zastosowania — krystalografia (okreslanie budowy
czasteczek 1 sieci); analiza fazowa - wykrywanie mineratow i1 zwigzkéw chemicznych
w proszkach.; inzynieria materialowa — badanie cienkich warstw, stopow i wad
strukturalnych).

7. Odbicie $wiatla

a. Reflektometria — jest dzialem fotometrii. Reflektometria to technika pomiarowa
uzywana gldwnie do badania kabli, §wiattowodow i innych materialdéw za pomoca
analizy fal. Mierzona wielkos¢ — czas, w jakim wystany impuls dociera do przeszkody
lub konca os$rodka i wraca jako echo, co pozwala doktadnie zlokalizowa¢ uszkodzenia,
przerwy w przewodach oraz oceni¢ ich jakos¢. Glowne zastosowania - akustyczna
(wykorzystuje fale dzwickowe w medycynie do nieinwazyjnej diagnostyki ucha
srodkowego); rentgenowska (do analizy powierzchni cial statych, powtok oraz
badania krysztalow); czestotliwosciowa (uzywana w rolnictwie i budownictwie do
okre$lania wilgotnosci gleby lub materialow); diagnostyka laboratoryjna
(reflektometria laboratoryjna uzywana jest do iloSciowego oznaczania skladnikow
w roztworach za pomoca specjalnych testow paskowych. Urzadzenie mierzy
intensywno$¢ barwy $wiatta odbitego od paska testowego, co pozwala precyzyjnie
okresli¢ np. stezenie okreslonych jondw, pozostatosci nadtlenkow czy zanieczyszczen
w procesie walidacji czyszczenia linii produkcyjnych); farmacja apteczna
1 diagnostyka (analiza $§wiatla odbitego zasila popularne glukometry paskowe oraz
automatyczne analizatory moczu, ktore pacjenci i farmaceuci wykorzystuja do

szybkich testow diagnostycznych).
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8. Zalamanie Swiatla

a. Refiraktometria — to metoda polegajaca na pomiarze wspotczynnika zatamania Swiatta
przechodzacego przez substancje. Stuzy do oznaczania st¢zenia roztwordw,
identyfikacji zwigzkéw chemicznych oraz — w medycynie — do komputerowego
badania wad wzroku (autorefraktometria oka). Zasada dzialania: $wiatlo zmienia
kierunek i predkos¢, gdy przechodzi pomigdzy osrodkami o réznej gestosci; kat
zatamania zalezy od gestosci optycznej i stezenia roztworu. Do pomiar6w uzywa sie
urzadzenia o nazwie refraktometr. Gtowne zastosowania: w farmacji jest podstawowa
metoda opisana w Farmakopei (wynik pozwala sprawdzi¢ czysto$¢ substancji; do
kontroli czystosci surowcow, potwierdzenia tozsamosc¢ i czysto$¢ substancji ptynnych;
stuzy do precyzyjnego pomiaru zawartosci substancji czynnych (API) oraz substancji
pomocniczych, np. cukru w syropach medycznych czy stezenia glukozy w ptynach
infuzyjnych; monitorowanie procesow krystalizacji, syntez chemicznych oraz
rozpuszczania, aby kontrolowaé¢ poprawno$¢ przebiegu produkcji), w diagnostyce
(szybkie, komputerowe badanie ostrosci widzenia oraz = wykrywanie
krétkowzroczno$ci, dalekowzrocznosci lub astygmatyzmu)

b. Interferometria = — technika wykorzystujaca  zjawisko interferencji  fal
elektromagnetycznych $wiatta lub fal radiowych. Najczgséciej stuzy do precyzyjnych
pomiaréw 1 kontroli jakosci elementéw 1 uktadow optycznych. W diagnostyce
medycznej jest podstawa dziatania urzadzenia do skanowania siatkéwki oka.

9. Skre¢canie plaszczyzny polaryzacji Swiatla spolaryzowanego

a. Polarymetria — technika analityczna polegajaca na pomiarze st¢zenia substancji
optycznie czynnej na podstawie wielkosci kata skrecenia plaszczyzny polaryzacji
Swiatta. Urzadzenie, przy pomocy ktérego dokonuje si¢ pomiaru nazywane jest
polarymetrem. Jest to mozliwe dzigki temu, ze wielkos¢ kqta skrecenia dla danej
substancji jest proporcjonalna do steienia tej substancji w roztworze. Przez
polarymetri¢ rozumie si¢ tez czg¢sto oznaczanie kata skrecenia ptaszczyzny polaryzacji
czystych zwigzkow chemicznych. Oprocz oznaczania stgzen zwigzkéw czynnych
optycznie, technika ta umozliwia takze pomiar czysto$ci optycznej enancjomerow.

10. Emisja promieniowania

a. Fotometria plomieniowa — Mierzona wielkos¢ — promieniowanie emitowane przez
odpowiednio wzbudzong probke. Jako Zrodto wzbudzenia stosuje si¢ ptomien palnika,
do ktérego wprowadza si¢ badang substancj¢, w postaci rozpylonego, przy uzyciu

sprezonego powietrza, roztworu. Wzbudzone w plomieniu atomy spalaja si¢ emitujac
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okreslona dlugo$¢ fali i powstaje charakterystyczne widmo. Swiatlo ptomienia
przechodzi przez uktad optyczny z filtrem przepuszczajacym jedynie widmo badanego
pierwiastka i trafia na fotoogniwo, gdzie powstaty prad elektryczny pozwala
wyznaczy¢ ilo$¢ badanej substancji. Metoda stosowana jest gtownie do pomiaru
stezenia metali alkalicznych 1 metali ziem alkalicznych (s6d, potas, wapn, magnez,
stront). W diagnostyce medycznej — badanie moczu, badanie surowicy krwi i tkanek.

b. Spektrografia i spektrometria emisyjna — to technika analityczna shuzaca do badania
sktadu chemicznego substancji. Dziata na zasadzie analizy promieniowania §wiatla
emitowanego przez analit, po wczesniejszym dostarczeniu energii, np. poprzez
podgrzanie lub wyladowanie elektryczne. Atomy lub czgsteczki probki przechodza
w stan wzbudzony. Nastepnie wracaja do stanu podstawowego, oddajac nadmiar
energii w postaci promieniowania elektromagnetycznego i ciepta. Kazdy pierwiastek
emituje $§wiatto o charakterystycznych dla siebie dtugosciach fal, co tworzy jego
unikalny "odcisk palca" — widmo emisyjne. Analiza widma pozwala okresli¢, jakie
pierwiastki znajduja si¢ w probce (analiza jakoSciowa) oraz jaka jest ich ilo$¢ (analiza
ilosciowa). W diagnostyce medycznej stosowana jest do oznaczania zawarto$ci
pierwiastkow sladowych w tkankach.

c. Atomowa spektroskopia emisyjna 7 wzbudzaniem plagzmowym (ICP-AES) — atomy
wykazuja zdolno$¢ do emisji promieniowania charakterystycznego dla
poszczegdlnych pierwiastkow. Wywotanie efektu emisji atomowej wymaga
dostarczenia energii koniecznej do odparowania probki, dysocjacji zawartych w niej
czasteczek 1 wzbudzenia powstatych atomow do wyzszych stanow energetycznych.
Wykorzystuje si¢ w tym celu plazme¢ generowang indukcyjnie za pomocg zmiennego
pola elektromagnetycznego. Plazmowa emisyjna spektroskopia atomowa jest czuta
metoda analityczng umozliwiajaca jednoczesne oznaczanie zawarto$ci wielu
pierwiastkdéw. Jest to podstawowa metoda wykorzystywana do analiz elementarnych.
W sklad spektrofotometru ICP-EAS wchodzi specjalny ,,palnik” plazmowy,
monochromator lub polichromator oraz detektor (fotopowielacz). Przez palnik
przeplywa argon, ktérego atomy (po jonizacji do jondw Ar+) sg przyspieszane w polu
elektromagnetycznym. Do indukowanej w ten sposdb plazmy wprowadzana jest
probka, zwykle jako aerozol roztworu wodnego w strumieniu argonu.

d. Fluorescencja rentgenowska (XRF) - to szybka 1 nieniszczaca technika analityczna
stuzaca do badania sktadu pierwiastkowego materiatéw statych, proszkow i cieczy.

Polega na naswietlaniu probki promieniami X, co wywoluje emisj¢
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charakterystycznego promieniowania wtornego unikalnego dla kazdego pierwiastka.
Poczatkowo nastepuje wzbudzenie — promieniowanie pierwotne wybija elektron
z wewnetrznej powloki atomu. Elektron z wyzszej powloki wskakuje na wolne
miejsce 1 emituje promieniowanie. Powstaje kwant promieniowania X o energii
charakterystycznej dla danego pierwiastka. Odpowiedni detektor mierzy energie i ilo§¢
fotonow. Glowne zastosowania — przemyst, geologia, ochrona s$rodowiska,
archeologia i sztuka (nieniszczace datowanie i badanie sktadu).

e. Fluorescencja atomowa — to zjawisko fizyczne, w ktorym atomy pochtaniajg energi¢
(np. $wiatto z lampy lub lasera) i natychmiast emitujg ja w postaci wlasnego
promieniowania. Swiatlo to ma inng dtugo$é fali niz $wiatto wzbudzajace. Proces ten
trwa tylko tak dtugo, jak dtugo dziala zrodio §wiatta. Atomy w probce sa oswietlane
swiattem o konkretnej dtugos$ci fali. Pochtaniajg te energi¢ i przeskakuja na wyzszy
poziom energetyczny — nastgpuje wzbudzenie. Wzbudzony atom jest niestabilny
iszybko wraca do stanu podstawowego. Nadmiar energii oddaje w postaci
uwolnionego fotonu — nastepuje emisja. Detektor mierzy jasnos¢ i barwe
wyemitowanego $wiatta. Metoda stosowana jest do wykrywania nawet sladowych
ilodci: rteci, arsenu, selenu, olowiu, cynku. Pomiary sg bardzo szybkie, a technika
wymaga niewielkiej ilosci badanej substancji. Glowne zastosowania: w ochronie
srodowiska (do wykrywania toksycznych metali cigzkich w wodzie, glebie czy
powietrzu); w przemysle spozywczym (do sprawdzania czystosci Zywnosci 1 pasz);
w diagnostyce medycznej (do analizy sktadu probek materiatu biologicznego).

f. Spektrofluorymetria - rodzaj spektroskopii promieniowania elektromagnetycznego,
w ktorej analizuje si¢ fluorescencje probki wywotang zazwyczaj $wiattem
ultrafioletowym (UV) lub promieniowaniem rentgenowskim. W spektrofluorymetrii
wykorzystuje si¢ zjawisko luminescencji, ktore dzieli si¢ na: fluorescencj¢ —
polegajacej na przejSciu ze wzbudzonego stanu Si, na stan podstawowy So oraz
fosforescencji — polegajacej na przejsciu ze stanu trypletowego Ti, na stan singletowy
So. Emitowane fotony maja mniejsza energi¢ niz fotony promieniowania
wzbudzajacego, wiec widmo fluorescencji jest przesuniete w kierunku dtuzszych fal w
stosunku do widma absorpcji. Widmo fosforescencji jest przesunigte w kierunku fal
dtuzszych, zaréwno wzgledem widma absorpcji, jak 1 widma fluorescencji. Gfowne
zastosowania — t¢ czulg metode mozna wykorzystywa¢ do analizy iloSciowej
1 jakosciowej. Do opisu iloSciowego stosuje si¢ zazwyczaj metode krzywej wzorcowe;j

1 zalezno$¢ intensywnosci fluorescencji do stezenia probki. W medycynie — do analizy:
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witamin, hormonow, lekow. A takze zwigzkow nieorganicznych, gidwnie kationow,
ktére tworza zwiazki kompleksowe z organicznymi ligandami umozliwiajacymi
fluorescencje. Zwigzki nieorganiczne mozna oznaczaé przy bardzo niskich st¢zeniach,
do 0,5 ng/cm®.
11. Strumien czasteczek naladowanych i jonow w polu magnetycznym o réznym stosunku
m/z (masa/ladunek)
a. Spektrometria mas (MS) — to narzgdzie analityczne wykorzystywane do okreslania
mas roéznych zwigzkow w probece. Technika ta jest przydatna do identyfikacji
1 ilosSciowego oznaczania zwigzkdw w mieszaninie, co moze obejmowac wykrywanie
zanieczyszczen w probee lub okreslanie mieszaniny biatek w probce komorkowe;.
Dziata poprzez pomiar stosunku m/z (masy do tadunku) jonéw. Wynikiem badania
jest widmo masowe, ktore pokazuje sktad 1 strukture chemiczng badanej substancji.
Podstawa metody jest przeprowadzenie czasteczek probki, poprzez zastosowanie
réznych metod jonizacji w jony, po uprzednim ogrzaniu do uzyskania stanu gazowego.
Pole magnetyczne lub elektryczne rozdziela jony wedtug ich masy i fadunku (m/z)
analizujac sktad. Aparat zlicza jony i1 tworzy wykres widma masowego. Glowne
zastosowania — w diagnostyce medycznej (badania przesiewowe noworodkoéw —
pozwalaja na wykrycie kilkudziesigciu rzadkich wrodzonych wad metabolizmu
z zaledwie jednej kropli krwi pobranej na bibule; rutynowe badania mikrobiologiczne
— identyfikacja bakterii 1 grzybow bezposrednio z hodowli w ciagu kilku minut
(zamiast dni), co pozwala na natychmiastowe dobranie wlasciwego antybiotyku;
toksykologia 1 monitorowanie lekow — oznaczanie dokladnego st¢zenie lekow oraz
wykrywanie substancji toksycznych lub narkotykéw; endokrynologia — pomiary
poziomu hormonoéw steroidowych 1 tarczycy, eliminujac bledy typowe dla
tradycyjnych testow immunoenzymatycznych (ELISA). W farmacji: poszukiwanie
nowych lekoéw - skanowanie w celu znalezienia potencjalnych substancji leczniczych
1 okreslenia ich doktadnej struktury; badania metabolizmu (ADME); wykrywanie
zanieczyszczen — identyfikacja nawet $ladowych iloéci substancji szkodliwych lub
rakotworczych; rozwoj zastosowania biofarmaceutykow — badanie struktury duzych
czasteczek biologicznych, takich jak przeciwciala monoklonalne czy biatka

terapeutyczne.
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12. Strumien elektronéw lub jonéw o réznej energii

a. Spektroskopia elektronowa - jedna z podgrup spektroskopii, wykorzystujaca zjawiska
na poziomie oddziatywan elektron-probka. Stuzy gltéwnie do poznawania i badania
struktury elektronowej, wigzan chemicznych oraz sktadu chemicznego materiatow.

b. Spektroskopia jonowa — spektrometria ruchliwosci jonow (IMS) — technika
analityczna, zaliczana do metod spektroskopowych, ktorej podstawa jest pomiar
ruchliwosci zjonizowanych czasteczek, w gazie buforowym, pod wplywem pola
elektrycznego. Gtowne zastosowania — wykorzystywana jest m.in. do wykrywania
narkotykow i materiatbw wybuchowych. Technika ta ma takze wiele zastosowan
analitycznych. Moze by¢ stosowana w polaczeniu ze spektrometrig mas (IMS-MS),
chromatografia ~ gazowa (GC-IMS) oraz  wysokosprawng  chromatografia
cieczowg (LC-IMS)

13. Efekty cieplne bez zmiany masy

a. Termiczna analiza roznicowa (DTA) — to instrumentalna metoda oparta na rejestracji
roéznicy temperatur (AT) migdzy substancjg badang i substancjg odniesienia wzgledem
czasu lub temperatury, jako dwodch probek znajdujacych si¢ w identycznych
warunkach w $rodowisku ogrzewanym lub chtodzonym w sposob kontrolowany.
Pomiaru roznicy temperatur (AT) dokonuje si¢ przy pomocy ukltadu
réznicowego termopar. W urzadzeniach DTA detektorami temperatury sa zwykle
termoelementy z metali szlachetnych, chemoodpornych.

b. Réinicowa Kalorymetria Skaningowa (DSC) - to niezwykle czuta technika analizy
termicznej API, ktora pozwala na badanie zmian fizykochemicznych w czasteczkach
(np. biatkach, DNA czy lekach) pod wplywem temperatury. Mierzona wielkos¢ —
moc cieplna — zmiany rdznicy strumienia cieplnego powstajacego migdzy probka
badang i referencyjng w trakcie przemian termicznych W przemysle farmaceutycznym
DSC jest standardowym narzedziem na kazdym etapie — od projektowania nowej
czasteczki po kontrolg jakosci gotowej formy leku. Giowne zastosowania — badanie
polimorfizmu substancji czynnej leku, testy zgodnosci substancji czynnej
z substancjami pomocniczymi (DSC wykrywa przesunigcia lub zanikanie pikow
termicznych, co $wiadczy o interakcji sktadnikow); badanie stabilno$ci 1 czystosci
substancji (bez uzycia skomplikowanych metod chemicznych oraz ocen¢ stabilnos$ci
termicznej leku). W diagnostyce najczesciej] wykorzystuje si¢ odmiang zwang
mikrokalorymetrig (nano-DSC). Stuizy ona do analizowania naturalnych

makroczasteczek w plynach ustrojowych pacjenta — profilowanie osocza (tzw.
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termogramy krwi — w stanach chorobowych struktura tych biatek, co znieksztatca
wykres termiczny); badania stabilno$ci biomolekut (biatek, przeciwciat i kwasow
nukleinowych); interakcje lek-receptor (efekty energetyczne towarzyszace wigzaniu

si¢ lekow z biatkami docelowymi).

14. Promieniowanie wtorne wywolane napromieniowaniem (nieelastyczne rozpraszanie

fotonow)

a. Spektrometria Ramanowska (RAMAN lub RS) -technika spektroskopowa polegajgca

na pomiarze promieniowania rozproszenia Ramana (nieelastycznego rozpraszania
fotonow). Symetria czasteczki decyduje, ktore drgania sg aktywne w widmie
rozproszenia Ramana co wyraza si¢ poprzez reguly wyboru okreslajace
prawdopodobienstwo zaobserwowania (intensywnos$¢) danego pasma. W widmie
Ramana pojawig sie tylko te drgania, w ktorych zmienia si¢ polaryzowalno$¢ w taki
sposob, ze nie ma ona ekstremum w potozeniu réwnowagi. Spektroskopia
ramanowska wzajemnie uzupelnia si¢ ze spektroskopia w podczerwieni. Probka
o$wietlana jest $wiatlem lasera. Analizowane jest §wiatto, ktére odbija si¢ od probki.
Bada¢ mozna probki we wszystkich stanach skupienia. Jest analizg nieniszczaca,
bardzo szybka i czula, pozwala tez na badanie zawarto$ci nienaruszonych opakowan.
Glowne zastosowania — farmacja (do szybkiej weryfikacji sktadu lekow
1 identyfikacji podrobek); chemia 1 materialoznawstwo (analiza polimeréw, tworzyw
sztucznych 1 mineralow); medycyna (badanie tkanek np. wykrywanie zmian
nowotworowych, badanie ptynow ustrojowych); analiza §ladow w kryminalistyce;
wykrywanie narkotykow 1 materialdw wybuchowych na miejscu przestgpstwa

(przenosne, lekkie aparaty); analiza dziet sztuki.

Witasciwosci i zjawiska fizykochemiczne

1. Woydzielanie elektrolityczne

a.

Elektrograwimetria — elektroanalityczna metoda ilosciowa, ktora polega na
elektrolitycznym wydzieleniu wybranego sktadnika (zazwyczaj metalu) na
elektrodzie. Oznaczenie wykonuje si¢ przez doktadne zwazenie elektrody przed
procesem oraz po nim, a wynik oblicza si¢ z przyrostu jej masy. Roztwor probki

znajduje si¢ w naczynku elektrolitycznym. Przez roztwor przepuszcza si¢ prad staly
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o odpowiednim natezeniu 1 napigciu. Kationy metali redukujg si¢ 1 osadzajg w czystej
postaci na katodzie lub jako tlenki na anodzie. Po zakonczeniu elektrolizy elektrode
myje si¢, suszy i wazy ponownie. Metoda opiera si¢ na prawach Faradaya, ktore
wiazg ilo$¢ wydzielonej substancji z fadunkiem elektrycznym przeptywajacym przez
uktad. Elektrograwimetria nie znajduje bezposredniego zastosowania w medycznej
diagnostyce pacjentow. Jest to klasyczna metoda laboratoryjna stuzaca do
precyzyjnego oznaczania wigkszych ilo$ci metali, wiec wymaga zbyt duzych
objetosci probek 1 ma zbyt niskg czutos$¢ (granice wykrywalnos$ci), aby badac ptyny
ustrojowe cztowieka (np. krew czy mocz)

b. Miareczkowanie kulometryczne - metoda analizy chemicznej, w ktorej odczynnik
chemiczny nie jest dodawany z biurety, lecz wytwarzany bezposrednio w naczyniu
pomiarowym za pomocg pradu elektrycznego. [lo§¢ oznaczanej substancji oblicza
si¢ precyzyjnie na podstawie tadunku elektrycznego, zgodnie z prawami Faradaya.
Metoda jest precyzyjna i czuta — umozliwia oznaczanie §ladowych ilosci substancji.
Nie wymaga standaryzacji, poniewaz odczynnikiem jest tylko prad elektryczny. Jest
metoda szybka 1 zautomatyzowana. Gldéwne zastosowania: kulometryczne
oznaczanie S$ladowych ilosci wody w probkach (olejach, gazach, lekach czy
rozpuszczalnikach). Jest bardzo czule — pozwala wykry¢ wode na poziomie od 1 ppm
do 5%.

2. Przeplyw pradu pomie¢dzy elektrodami

a. Polarografia — czg$¢ woltamperometrii, elektrochemiczna metoda analityczna
polegajaca na przylozeniu liniowo wzrastajagcego potencjalu elektrycznego do
kroplowej elektrody rteciowej bedacej elektrodg pracujaca z cyklicznie odnawiajgca
si¢ w trakcie pomiaru powierzchnig i rejestracji natgzenia pradu plynacego przez nia.
Warto§¢ natgzenia pradu jest proporcjonalna do  st¢zenia  obecnej
w roztworze substancji ulegajacej reakcji red-oks (utlenieniu lub redukcji). Metoda
pozwala na stworzenie wykresu zaleznosci natgzenia pradu od potencjatu — krzywej
polarograficznej. Polarografia jest metoda jakosciowa 1 iloSciowa. Sama
polarografia jest jednak starsza niz woltamperometria, gdyz praktycznie byla
zastosowana juz na poczatku XX wieku. Obie metody stosowaé¢ moga t¢ samg
elektrod¢ pracujaca. Elektroda pracujacy jest tu kroplowa elektroda rteciowa (KRE)
z odnawiajaca si¢ powierzchnig. Jest to niezwykle czuta technika elektrochemiczna,
wykorzystywana przede wszystkim do oznaczania §ladowych ilosci substancji (rzedu

10 do 10°° mol/l, a w nowoczesnych odmianach impulsowych nawet znacznie
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mniej). Glowne zastosowania: farmaceutyczna kontrola jakoSci 1 czystosci
produktéow (precyzyjne mierzenie zawartosci kwasu askorbinowego, oznaczania
substancji czynnych, identyfikacji zanieczyszczen jonami metali ci¢zkich
w gotowych lekach); diagnostyka medyczna — analiza plynéw ustrojowych
(wykrywanie $ladowych ilosci toksykologicznych substancji, lekow oraz tlenu
w probkach biologicznych). W ochronie $rodowiska badania obejmuja obecno$¢:
metali cigzkich, ilo§¢ rozpuszczonego tlenu w zbiornikach wodnych, dla oceny
srodowiska zycia biologicznego. Metode wykorzystuje si¢ rowniez do identyfikacji
sktadu chemicznego historycznych ztotych folii poztotniczych oraz pigmentdéw, co
pomaga w datowaniu i konserwacji obiektow zabytkowych.

b. Woltamperometria — technika analityczna, ktorej podstawa jest pomiar zalezno$ci
potencjatu elektrycznego od natezenia pradu w ukladzie elektrody pracujacej
1 elektrody odniesienia zanurzonych w roztworze badanym zawierajacym oznaczang
substancj¢ 1 podstawowy. Elektroda poréwnawcza (odniesienia) jest czesto
niepolaryzowana elektroda kalomelowa, natomiast elektroda pracujaca jest
polaryzowang obojetna: kroplowa elektroda rteciowa (KER), inna elektroda rtgciowa
lub mikroelektroda stala. Ponadto metoda uzywa dodatkowo trzeciej elektrody —
elektroda pomocnicza, ktora zamyka obwod elektryczny i przepuszcza prad. Glowne
zastosowania — oznaczanie metali ciezkich w wodzie 1 zywnosSci, analiza lekéw
1zwiazkow organicznych, badanie antyoksydantow, badania kinetyki reakcji
elektrodowych.

c¢. Amperometria — technika analityczna, bazujaca na pomiarze zaleznos$ci natezenia
pradu od stezenia substancji elektroaktywnej przy stalym potencjale. Stosuje si¢
uktad elektrody pracujacej 1 elektrody odniesienia zanurzonych w badanym
roztworze sktadajacym sie z elektrolitu i badanej substancji. Mierzona wielkos¢ —
natezenie pradu ptyngcego miedzy elektrodami podczas elektrolizy. Wielkos¢ tego
pradu jest bezposrednio proporcjonalna do ilosci lub stezenia badanej substancji. Do
elektrody wskaznikowej przyktada si¢ doktadnie okreslone, stale napigcie. Napigcie
to wywotuje utlenianie lub redukcje tylko wybranego analitu (substancji) na
powierzchni elektrody. Powstajacy prad dyfuzyjny jest rejestrowany. Im wyzsze
stezenie substancji w probce, tym wyzszy ptynie prad. Amperometria jest metoda
bardzo czula, szybka 1 doktadng. Daje mozliwo$¢ oznaczania bardzo matych ilosci
substancji. Glowne zastosowania — bioczujniki (glukometry uzywane przez

cukrzykéw do oznaczania poziomu glukozy we krwi); analiza $rodowiskowa (do
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wykrywania zanieczyszczen, tlenu lub metali cigzkich w wodzie); badania
biologiczne ($ledzenie zmian stgzenia substancji aktywnych).

d. Miareczkowanie amperometryczne — wykorzystywane do wyznaczania punktu
koncowego miareczkowania, gdy inne metody zawodza.

3. Zmiana potencjalu elektrody wskaznikowej

a. Potencjometria — jest grupa pomiarowych metod elektrochemicznych, polegajacych
na wyznaczaniu wartosci potencjatu elektrody wskaZnikowej (jej potencjat zalezy
od stezenia badanych jonow w roztworze) wzgledem elektrody poréownawczej (ze
stalym potencjatem, stanowigcym punkt odniesienia) w funkcji logarytmu stgzenia
jonow elektroaktywnych. Mierzona wielkos¢ — sila elektromotoryczna ogniwa
(SEM). Pomiary sg wykonywane w warunkach bezprgdowych (pomiar odbywa si¢
w stanie rOwnowagi termodynamicznej, bez przeptywu pradu przez ogniwo), dzieki
czemu moze by¢ stosowane roéwnanie Nernsta. Gtéwna metoda jest potencjometria
bezposrednia, polegajaca na jednokrotnym pomiarze potencjatu i bezposrednim
odczycie stezenia np. w pomiarze pH roztworu, przy pomocy pehametru. Gtowne
zastosowania — oznaczanie pH $rodowiska roztworow, wykrywanie i oznaczanie
jondw z uzyciem elektrod jonoselektywnych. Diagnostyka medyczna — oznaczanie
elektrolitow we krwi, moczu bardzo szybkimi analizatorami biochemicznymi
(z elektrodami jonoselektywnymi). Farmacja — badanie czystosci surowcow
1 produktow leczniczych; badanie pH srodowisk wodnych i niewodnych; badanie
substancji czynnych preparatdw. Stosowana jest rOwniez w przemysle spozywczym,
chemicznym, kosmetycznym 1 ochronie srodowiska. Potencjometria znajduje
szerokie zastosowanie  w laboratoriach ~ przemystowych, medycznych
1 Srodowiskowych ze wzgledu na swoja wysoka precyzje, niski koszt oraz mozliwosé
analizy probek metnych 1 barwnych. Inna zaleta jest rowniez mozliwo$¢ ponownego
uzycia probki w innych badaniach (metoda nieniszczaca).

b. Miareczkowanie potencjometryczne —polega na §ledzeniu zmian potencjatu elektrody
w trakcie dodawania odczynnika miareczkujacego (titranta). Pozwala precyzyjnie
wyznaczy¢ koncowy punkt miareczkowania z krzywej miareczkowania. Analizg
mozna wykona¢ w probkach wodnych i niewodnych, barwnych lub metnych, bez
koniecznosci uzycia wskaznikow barwnych.

4. Przewodnictwo elektryczne roztworow
a. Konduktometria — metoda elektroanalityczna. Mierzona wielkos¢ — pomiar

przewodnosci elektrolitow, zmieniajacej si¢ wraz ze zmiang stezenia jonow. Pomiary
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przewodnosci roztworu dokonuje si¢ za pomocg aparatu nazywanego
konduktometrem. Na podstawie tych wynikéw okresla si¢ stezenie badanego
roztworu w odniesieniu do danych wzorcowych. Inng mozliwosciag zastosowania tej
metody jest miareczkowanie konduktometryczne, gdzie na podstawie zmiany
przewodnosci ustala si¢ punkt koncowy miareczkowania. Glowne zastosowania —
konduktometria znajduje szerokie zastosowanie w przemysle, ochronie srodowiska
oraz laboratoriach badawczych, poniewaz pozwala na szybki i bezdotykowy pomiar
zawartosci jonow. W diagnostyce medycznej konduktometria jest wykorzystywana
przede wszystkim do szybkiej oceny parametrow plynow ustrojowych. Poniewaz
przewodnictwo elektryczne zalezy od stezenia jonéw, metoda ta pozwala na
btyskawiczne wykrycie anomalii w skladzie chemicznym badanych probek bez
koniecznosci  przeprowadzania skomplikowanych 1 dlugotrwalych analiz
chemicznych — szacowanie hematokrytu (szybka, posrednia ocena objetosci krwinek
czerwonych w stosunku do calej objetosci krwi); analiza moczu (ustala catkowite
stezenie rozpuszczonych jonow (elektrolitdéw), co utatwia oceng zdolnosci nerek do
zageszczania 1 rozcienczania moczu); badanie potu (diagnostyka mukowiscydozy —
badania przesiewowe stezenia jonéw sodowych i chlorkowych u dzieci); kontrola
ptynow dializacyjnych (konduktometry wbudowane sg w aparaty do hemodializy
(sztuczne nerki); badanie czystosci wody laboratoryjnej (wody zdemineralizowane;j
1 destylowanej, uzywanej w laboratoriach klinicznych do przygotowywania
odczynnikow). W farmacji konduktometria jest niezastapionym narzedziem kontroli
jakos$ci surowcow, gotowych produktow 1 srodowiska produkcyjnego. Najwieksza
zaleta tej] metody w farmacji jest mozliwos¢ prowadzenia analiz w roztworach
metnych 1 silnie zabarwionych (np. syropach czy zawiesinach) — kontrola czysto$ci
wody do receptury i iniekcji (staly pomiar przewodnictwa jest wymagany przez
Farmakopeg przy produkcji wody oczyszczonej (Aqua purificata) oraz wody do
wstrzyknig¢ (Aqua pro injectione)); badanie profili uwalniania substancji czynnych
(badanie jak szybko i1 w jakiej ilosci uwalniajg si¢ jony substancji leczniczych
z tabletek lub kapsulek); identyfikacja i kontrola czysto$ci surowcoéOw (szybkie
odréznienie substancji 1 wykrycie S$ladowych zanieczyszczen elektrolitami
w surowcach niejonowych); Monitorowanie czystosci linii produkcyjnych (badanie
popluczyn po myciu reaktorow farmaceutycznych daje pewnos¢, ze z systemu

zostaty catkowicie usuniete resztki detergentéw o charakterze jonowym).
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b.  Miareczkowanie  konduktometryczcne — inne  zastosowanie  metody
konduktometrycznej, gdzie na podstawie zmiany przewodno$ci ustala si¢ punkt
koncowy miareczkowania. W miareczkowaniu wykorzystuje si¢ prgd zmienny,
zabezpieczajacy elektrody przed polaryzacja i roztwor przed elektroliza. W farmac;ji
stosowane do miareczkowanie trudnych substancji (np. antybiotykow).
Miareczkowanie konduktometryczne pozwala na doktadne oznaczanie ilo$ciowe
kwasow organicznych, zasad oraz niektorych antybiotykodw w gotowych preparatach
bez ryzyka btedu wizualnego.

c. Oscylometria — w zakresie medycznym, najwigksze zastosowanie ma odmiana
metody — oscylometria impulsowa. Jest to nieinwazyjne badanie czynno$ciowe
uktadu oddechowego. Polega na ocenie oporu i elastycznosci drog oddechowych
podczas spokojnego oddychania przez ustnik, bez konieczno$ci wykonywania
forsownych 1 glebokich wydechow. Jest wygodna metoda zastepujaca spirometrig.
W czasie badania pacjent oddycha przez okoto 20-30 sekund. Urzadzenie generuje
w tym czasie ciche, niewidoczne impulsy ci$nienia (fale mechaniczne), ktore
naktadaja si¢ na tor oddechowy. Aparat bada fale powracajaca, co pozwala zmierzy¢
impedancje, rezystancje (opor) oraz reaktancje (sprezystos¢) uktadu oddechowego.

d. Miareczkowanie oscylometryczne — (czgsto okreslane jako miareczkowanie wysokiej
czestotliwosci) to elektrochemiczna metoda analizy ilosciowej. Stuzy do oznaczania
stezenia substancji w roztworze. W odroznieniu od klasycznego miareczkowania, nie
wymaga stosowania wskaznikow chemicznych ani zanurzania elektrod bezposrednio
w probce. Pomiar ma charakter bezkontaktowy. Naczynie z badanym roztworem
umieszcza si¢ w cewce lub miedzy oktadkami kondensatora. Do uktadu
doprowadzany jest prad zmienny o bardzo wysokiej czestotliwosci. Podczas
dodawania titranta zmieniajg si¢ wtasciwosci dielektryczne roztworu (przewodnosé
1 przenikalnos¢). Oscylometr rejestruje te zmiany 1 wskazuje moment zakonczenia
reakcji na wykresie. Giowne zastosowania — miareczkowanie roztwordOw silnie
barwnych, metnych Iub lepkich, oznaczanie substancji w cieczach nielotnych
i srodowiskach niewodnych, miareczkowanie precypitometryczne, analiza
zwigzkow stabo zdysocjowanych (np. niektorych kwasow organicznych).

5. Oddzialywania pomiedzy analitem i Srodowiskiem — rozdzial chromatograficzny
Termin chromatografia oznacza efekt rozdzialu (separacji) mieszaniny substancji na jej
sktadniki, obserwowany podczas przeptywu fazy ruchomej wzdluz powierzchni fazy

nieruchome;j. Czasteczki sktadnikéw mieszaniny, ktére stabo oddziatuja z fazg nieruchoma,
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sg szybciej przenoszone przez plynaca faz¢ ruchoma, za$ czasteczki 0 wigkszym
powinowactwie poruszaja si¢ wolniej. Fazg ruchoma moze by¢ gaz lub ciecz, za$ faza
nieruchomg - ciecz, zel lub porowate ciato state. Zastosowanie chromatografii w analityce
chemicznej polega na separacji mieszaniny substancji, identyfikacji 1 pomiarze ich ilosci.

a. Chromatografia gazowa (GC) - wykorzystuje efekt rozdziatu chromatograficznego
z uzyciem gazu (np. He) jako fazy ruchomej, oraz porowatego ciala statego lub filmu
polimeru organicznego jako fazy nieruchomej. Stosowana jest do analiz sktadu
mieszanin  zwigzkéw  chemicznych, zwlaszcza zwigzkéw  organicznych
1 nieorganicznych. Najwazniejsze elementy chromatografu gazowego to dozownik,
stuzacy do wprowadzenia probki do strumienia gazu no$nego, kolumna analityczna
zawierajaca fazg stacjonarng oraz detektor. Kolumna chromatograficzna (kapilarna)
ma postac¢ dtugiej i cienkiej rurki, w postaci zwoju. Faza stacjonarna tworzy cienkg
warstwe na wewnetrzne] powierzchni S$cianek. Kolumna jest umieszczona
W termostatowanym piecu, wyposazonym w programator temperatury. Detektory
przewodnictwa cieplnego (TCD, HWD), detektory plomieniowo-jonizacyjne (FID),
detektory wychwytu elektronéw (ECD) oraz detektory masowe (MSD).

b. Wysokosprawna chromatografia cieccowa (HPLC) - jest uniwersalng metoda
analityczng, stosowang glownie do analiz probek, rowniez zawierajacych nielotne,
wielkoczasteczkowe zwigzki chemiczne, w szczego6lnosci substancje biologicznie
czynne. Metoda HPLC wykorzystuje efekt rozdziatu chromatograficznego
z uzyciem cieczy jako fazy ruchome;j. Sklad fazy cieklej i rodzaj fazy stacjonarne;
jest uzalezniony od sktadu badanych probek oraz typu oddziatywan
wykorzystywanych do osiggnigcia separacji ich skladnikow. Typowy zestaw do
HPLC skfada si¢ ze zbiornika fazy cieklej (eluentu), pompy, dozownika, kolumny
analitycznej, detektora i zbiornika na zuzyty eluent. Stosowane mechaniczne pompy
ttokowe umozliwiajg osigganie wysokich cisnien i stabilnych szybkosci przeptywu.
Kolumny analityczne to rurki stalowe wypetlione czastkami fazy stacjonarne;j.
Detektory absorpcji promieniowania UV-VIS, detektory fluorescencyjne, detektory
refraktometryczne oraz detektory elektrochemiczne.

c. Chromatografia cienkowarstwowa (TLC) — metoda analityczna, wykorzystujaca jako
faze stacjonarng cienkg warstwe porowatego sorbentu, oraz ciecz jako faze¢ ruchoma
(eluent). Rozdziat zachodzi w wyniku przeptywu eluentu przez warstwe sorbentu,
wcigganego przez sorbent na skutek dziatania sit kapilarnych. Metoda TLC, szeroko

stosowana jako podstawowa metoda rozdziatu 1 identyfikacji zwigzkow
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organicznych, jest ceniona ze wzgledu na prostote i szybko$¢ oraz niskie koszty.
W chromatografii cienkowarstwowej stosowane sg na ogdt te same sorbenty, co
w kolumnowej chromatografii cieczowej (najczesciej modyfikowany zel
krzemionkowy). Rozdzial chromatograficzny prowadzi si¢ w specjalnej, zamknigtej
komorze, zawierajacej eluent i atmosfer¢ nasycona jego parami. Do wizualizacji
efektow rozdziatu wykorzystywane sa specjalne reagenty, tworzace ze zwigzkami
organicznymi barwne zwigzki. Mozna tez postuzy¢ si¢ §wiatlem ultrafioletowym,
wywotujagcym fluorescencje sorbentu, maskowang przez rozdzielone sktadniki

probki.

d. Chromatografia fluidalna, Chromatografia plynem nadkrytycznym (SFC) - taczy

€.

cechy chromatografii gazowej i cieczowej. Jako fazg ruchomg wykorzystuje gaz
w warunkach nadkrytycznych (np. dwutlenek wegla w temp. powyzej 31°C 173
atm), w ktérych zanikajg réznice pomiedzy faza ciekta i gazowa. Chromatografia
fluidalna jest stosowana m.in. do rozdziatu substancji trudno rozpuszczalnych, gdyz
fazy nadkrytyczne wykazuja zdolno$¢ do rozpuszczania substancji ztozonych
z duzych, niepolarnych czasteczek. Aparatura SFC przypomina uktad do HPLC
1 zawiera pompe dozujaca eluent, zawor stuzacy do wprowadzania probek, kolumng
(pakowang lub kapilarng), regulator cisnienia oraz detektor ptomieniowo-
jonizacyjny.

Elektroforeza kapilarna (CE) — roznicowanie szybko$ci migracji czastek
naladowanych w roztworze, wywotanej przez zewnetrzne pole elektryczne. Jest
stosowana do rozdziatu biopolimeroéw (np. biatek, kwaséw nukleinowych) 1 innych
zwigzkow, takze zwigzkow jonowych. Elektroforeza kapilarna to metoda,
wykorzystujaca efekt elektroforezy do separacji jonéw oraz naladowanych
makroczasteczek 1 agregatdow czasteczek, zachodzacy w cienkiej kapilarze
kwarcowej. Pomimo odmiennego mechanizmu rozdzialu, wykazuje ona wiele

podobienstw do metod chromatograficznych.

6. Promieniowanie

a.

Metody radiometryczne — wykorzystujace do celow analitycznych promieniowanie
jadrowe. Wyrdznia sie nastepujace grupy metod radiometrycznych: metody
wskaznikowe, w ktorych wykorzystuje si¢ promieniowanie jagdrowe emitowane
przez izotopy promieniotworcze (wskazniki) wprowadzone do badanych uktadow
(probki); metody aktywacyjne — oparte na pomiarze promieniowania jagdrowego

emitowanego przez promieniotworcze izotopy, produkty reakcji jadrowych,
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b.

zachodzacych w probce w wyniku napromieniowania jej: neutronami (aktywacja
neutronowa), fotonami (fotoaktywacja) lub czastkami natadowanymi; metody

Sfluorescencji rentgenowskiej z wykorzystaniem zrddetl izotopowych — opierajace
si¢ na pomiarze promieniowania rentgenowskiego wzbudzonego za pomoca
promieniowania jagdrowego ze zrodet izotopowych (opisane powyzej); metody,
w ktorych wykorzystuje si¢ naturalng promieniotworczos¢ — pozwalajace
oznaczy¢ pierwiastki, ktorych izotopy promieniotworcze wystepuja w przyrodzie;
metody niespecyficzne — w ktorych wykorzystuje si¢ zjawisko rozpraszania lub
absorpcji promieniowania jagdrowego przez probke (opisane powyzej).

Aktywacja neutronowa — proces, w ktorym promieniowanie neutronowe indukuje
radioaktywno$¢ w materiatach. Ma ono miejsce, gdy jadra atomowe przechwytuja
swobodne neutrony, stajac si¢ ciezszymi 1 wzbudzonymi. Pochtonigcie neutronu
wigze si¢ z natychmiastowa emisja wysokoenergetycznego promieniowania
gamma. Jadro powstale w wyniku wychwytu neutronéw czesto jest radioaktywne
iulega rozpadowi emitujgc czastki takie, jak elektrony, neutrony, protony lub
czastki alfa. Aktywacja neutronowa jest wykorzystywana do wytwarzania izotopow
promieniotworczych, jest takze waznym narzedziem analitycznym pozwalajacym

oznacza¢ skitad pierwiastkowy materiatow z duza doktadnoscia.

Podzial technik i metod analitycznych — wymagania techniczne

Metody oparte na chemicznych reakcjach analitycznych, ktérych podstawg sa zjawiska

chemiczne (reakcje analityczne):

Rodzaj metody :‘V:;;?fana cecha ograniczenia w metodzie Przyklady

< Scisle okreslony efekt solny, wplyw jonow | Ba SO4

g = sktad chemiczny wodorowych przy MgNH4PO4

&E analitu i znany Ir w | wytracaniu Fe(OH);

i QE) rozpuszczalniku, wodorotlenkow i soli

S stabych kwasow,

g gﬂ hydroliza osadu, Wptyw

~ temp
Zachodzenie Dobor wskaznika, pH HCI titrant-NaOH wskaznik oranz
reakcji kwas- i titranta metylowy
2 Alkacymetria zasada (w
-2 znaczeniu teorii
8 Bronsteda)
;‘é—’i Znany Ir w 1. Doboér wskaznika w W metodzie Mohra: chlorki,
; rozpuszczalniku zaleznos$ci od Ir bromki, srebro w §rodowisku
2 powstajacych substancji, obojetnym. W metodzie Volharda:
5} Argentometria 2. Roztwér nie moze chlorki, bromki w $rodowisku
= zawiera¢ inne kwasnym
nieoznaczane aniony
mogace stanowic¢
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konkurencyjne trudno
rozpuszczalne osady ze
wskaznikiem w zaleznosci
od pH
Rownoczesnie 1. Dobér pH zalezny od 1.Nadmanganianometria-
zachodzace reakcje | reakcji zachodzacych w oznaczanie reduktorow.
utleniania i roztworze 2.Jodometria do oznaczania
Redoksymetria redukcji 2. W jodometrii utleniaczy np. Fe(III), Cu(Il),
wykorzystuje si¢ zwigzek | aceton, aldehydy, hydrochinon i
addycyjny z jodem jako reduktoréw np.: As;03, S,057,
wskaznik H,SO3
Utworzenie Dobor pH i wskaznika tak | Do oznaczania metali na ré6znym
trwalego i aby trwato$¢ kompleksu stopniu utlenienia metodami:
Kompleksometria rozpuszczalnego m.cetal—EDiF.A byta duzo bezpoére.dn@q, odwrotna,
zwigzku wigksza niz kompleksu podstawieniows.
kompleksowego metal-wskaznik Do oznaczania anionéw metoda
posrednia np. siarczany.
IL. Metody oparte na wlasciwoS$ciach fizyczne, gldwnie na oddzialywaniu promieniowania

elektromagnetycznego z préobkg:

Rodzaj metody Wymagana cecha analitu glgi':gz:ema W Przyklady
Kat pomiaru
promieniowania
r0Zproszonego
1 0
Rozproszenie ‘(;Vgélzczzlli?’;o aby Oznaczanie iloSciowe
pron}ieniowgqia, . promieniowanie - 2
Nefelometria wspoiczynmkl zraiamama wiazki pierwotnej od anionéw CI-, Br, SO4~,
$wiatta oérodka i fazy e . PO.*
rozproszonej musza by¢ promieniowania rozcienczonych
roézne YOZproszonego. roztworow biatek
Warunki pomiaru
probek badanych
winny by¢ mozliwie
identyczne
Oznaczanie iloSciowe
np.:
Rozproszenie i absorpcia W?runki pomiaru anio3n()w CI, Br, SO4*,
Turbidymetria | promieniowania, pomiar P r'obek ba,d any'cll'l . PO . 6 1n-
absorpcji pozorne] winny by¢ mozliwie :v stezeniu 10°-10
identyczne mol/l,
rozcienczonych
roztworow biatek
Pomiar Pomiary form
wspotczynnika enancjomerycznych,
Zalamanic éwiatla zatamania nie jest refrakcji molowych RM
wynikajace ze zmiany sle(llel:itywkn}’/, .dlatego
Refraktometria | predkosci §wiatta przy S ba ¢ Ja .(.)scmv.vz ,
przechodzeniu przez o$rodki Z;lla;;ngjol {; gzlnizc
o roéznej gestosci > .
9 stogowane Jest
N Swiatto
*E monochromatyczne
:‘i Identyfikacja i
B Zdolnos¢ substancji Istotna jest dhigodé oznaczanie §rodkow
g Polarymetria optyczn.1e czynnej do fali i temperatura leczniczych, badanie
skrecenia plaszczyzny . rownowag
$wiatla spolaryzowanego pomiarow i mechanizmoéw reakcji
Oprdcz oznaczania stgzen
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zwiazkow czynnych
optycznie, technika ta
umozliwia takze pomiar
tzw. czystoSci optycznej

sprzezonych wigzan
podwojnych

enancjomerow.
Zastosowanie
W przemysle
cukrowniczym.
Selqktywna absorpcj a Wymag.ana jest barwa
(zwiazana ze stanami Wlasng jonu 0znaczanego | . o e Fe ()
. elektronowymi pierwiastka lub zwiazku, .
Spektrometria . , . >. | za pomoca KSCN, nalezy
. czasteczki,) w ktory w wyniku reakcji . N .
absorpcyjna . . zachowa¢ odpowiednie pH i
promieniowania zostat przeprowadzony . , .
czasteczkowa S _ . . stezenia reagentow z uwagl
widzialnego. Zabarwienie | oznaczany pierwiastek e S -
VIS . " na mozliwo$¢ powstawania
(kolorymetria) obserwowanc jest lub obecnos¢ barwnych kompleksow
dopelieniem barwy sprzgzonych wigzan rreszkadzaiacych
promieniowania wielokrotnych albo P jacy
absorbowanego. chromoforu
Promieniowanie Oznaczenia ilo$ciowe
ultrafioletowe powoduje i jakosciowe, wyznaczanie
Spektrometria przejscia elektronow Spelnione prawa pK aldehydu p-hydroksy-
absorpcyjna wigzan typu ©t (wigzania P ¢ praw benzoesowego,
. absorpcji L-B i )
czasteczkowa wielokrotne) ze stanow addvtywnosci wyznaczanie sktadu
UV/VIS | podstawowych na wyzsze vy kompleksu np. Fe(Il) w
poziomy energetyczne — [NH4Fe(S04)-12H,0] z
stany wzbudzone. kwasem 5-sulfo-salicylowym
Absorpcja zakresie Analiza strukturalna
podczerwieni (0,2-30 [Im chloramfenikolu, oznaczenia
Spektrometria np. wiaze si¢ ze stanami Przygotowanie wlasciwe | iloSciowe nifuroksazydu w
allfso cvina oscylacyjnymi probek do rejestrowania zakresie NIR.
oz s{el)cz}gowa (spektrometria widma substancji w fazie
.g 4 R oscylacyjna), w zakresie gazowej, cieklej i stalej.
g mikrofalowym z
S rotacyjnymi
.§ (spektrometria rotacyjna).
g Ab i Badanie struktur czasteczek
IS sorpcja .o 4
& promieniowania w Odp0w1edn1§ ) np.: p-chloronitrobenzen
« . . przygotowanie probek
5 | Magnetyczny zakresie fal radiowych 1- . .
a. . dostosowanie do rodzaju
&' | rezonans 3000m przez jadra
2. . . badanych czasteczek
jadrowy (NMR) | atomow czasteczki w L .
wlasciwego natezenia
polu magnetycznym o ola magnetycznego
duzym natg¢zeniu P & &
Pierwiastki oznaczane
muszg mie¢ niskie
Emisja Emisja promieniowania potencjaty wzbudzenia
atomowa np. przez atomy probki (1,4-3,0 V), emituja Oznaczane sg raczej litowce i
fotometria wzbudzonej strumieniu romieniowanie berylowce stezenia do 1078
| p ry g
.g ptomieniowa anergii w zakresie widzialnym.
g Istotne jest otrzymanie
o linii rezonansowej
5 Zdolnoé¢ emisji
g promieniowania UV . s
e . , .. . Mozna oznacza¢ zardéwno
a. .. i VIS czasteczek Probka w formie ciekle;. . . L
< | Emisja S . substancje organiczne, jak i
= wzbudzonych (co Odpowiedni dobor - . L
2" | czasteczkowa . . . nieorganiczne o stezeniach
E | 1o fluorvmetria warunkuje obecno$¢ w monochromatora i 0.01 bom: 1ib. oznACzANic
= | np- Huory budowie zwiazku uktadu | detektora 41 PP 1P

chlorowodorku chininy
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I11. Metody oparte na wlasciwoSciach fizykochemicznych, glownie na procesach
elektrochemicznych nazywane sa metodami elektrochemicznymi lub elektroanalitycznymi:

Rodzaj metody

Wymagana cecha
analitu

Ograniczenia w metodzie

Przyklady

Potencjometria i
miareczkowanie
potencjometryczne

Zmiana potencjatu
elektrody wskaznikowe;j
(zjawisko-przez ogniwo
nie plynie prad staty),
(wielko$¢ mierzona-
potencjat elektrody)
Zwiazek spelnia
rownanie Nernsta. a) z
uzyciem elektrody
szklanej kombinowane;j

Wymagaja stezen substancji
oznaczanych co najmniej
rzedu 102-10-3 mol/l, oraz
ograniczenia zakresu pH
zaleznie od stosowane;j
elektrody szklanej kombino-
wanej, w przypadku wyzna-
czania kilku st. dysocjacji,
réznice powinny by¢ co naj-
mniej o ok. 1,5 jednostek pH

Oznaczanie zawartos$ci
CH;3;COOH, oraz
mieszaniny NayCOs i
NaHCOs, wyznaczanie
graficznie pK stabych
kwasow

Konduktometria i

b) z uzyciem elektrody | pomiedzy tymi statymi. Dobor
jonoselektywnej odpowiedniej elektrody do
okres$lonego rodzaju jonow
Zwiazek jest Przewodnictwo mocnych Oznaczanie ilo$ciowe

elektrolitem, istotny jest

elektrolitow moze przebiegac

wodnych roztworoéw

kmolififlftl:)(r)r\:gm:zne dobdr titranta wylacznie w roztworach HCI, p-toluidyny 1
Yy bardzo rozcienczonych NH4CL
IV. Metody rozdzielcze

Rodzaj metody

Wymagana cecha analitu

Ograniczenia w metodzie

Przyklady

Metoda fizykochemiczna,
rozdzielane sktadniki
mieszaniny ulegaja podziatowi

Wtasciwy dobor faz w
zalezno$ci od rodzaju
oznaczanych sktadnikoéw

Analiza ilosciowa
aminokwaséw metoda TL,
oznaczanie iloSciowe

Chromatografia ilo§ciowemu pomiedzy dwie mieszaniny oraz detektora | kofeiny metoda HPLC
fazy z szybkosciami w danej technice
okreslonymi przez ich chromatograficzne;j
powinowactwo do kazdej fazy
Zrbéznicowana szybko$é Szczegdlnie w przypadku | Zastosowanie w
migracji jonéw w polu elektroforezy kapilarnej oznaczeniach
elektrycznym. Ruchliwos$¢ istotny jest dobor pH, aminokwasow, peptydow,
elektroforetyczna w danym lepkosci i sity jonowej biatek, nukleotydéw, DNA,
roztworze jest wielkoscia oraz sktadu roztworu, w weglowodandéw, amin i
charakterystyczna dla danego | ktorym jest badany jon. witamin w probkach
jonu przy zachowaniu biologicznych i ptynach
okreslonych warunkéw ustrojowych w analizie
doswiadczalnych biochemicznej i
Elektroforeza biomedycznej, w analizie

czystosci lekow i do
rozdzielania izomerow
optycznych oraz w
badaniach
farmakokinetycznych. W
ochronie srodowiska
metoda jest najczesciej
stosowana do oznaczen
fenoli, pestycydow i
herbicydow.

33




Podzial metod w zaleznosci od zastosowania

1. Analiza elementarna substancji nieorganicznych

a.
b.

C.

d.

e.

Atomowa spektroskopia emisyjna z wzbudzaniem plazmowym (ICP-AES)

Spektrometria masowa ze wzbudzeniem plazmowym (ICP-MS)
Fluorescencyjna spektroskopia rentgenowska (XRF)
Atomowa spektroskopia absorpcyjna (AAS) (analiza §ladowa)

Analiza cial statych

2. Termograwimetria (TG)

C.

d.

. Roznicowa analiza termiczna (DTA)

a
b.

Roéznicowa kalorymetria skaningowa (DSC)
Dyfrakcja rentgenowska (XRD) (badanie sktadu fazowego)

Spektrografia (jakosciowa analiza metali i stopow)

3. Analiza mieszanin gazow

a.

b.

C.

Spektroskopia w podczerwieni (IR)
Chromatografia gazowa (GC)

Spektrometria masowa (MS)

4. Analiza mieszanin zwigzkdw organicznych

a.

b.

C.

d.

Spektroskopia w podczerwieni (IR)
Spektroskopia Ramana
Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC)

Chromatografia gazowa (GC)

5. Identyfikacja zwigzkow organicznych

a.

b.

C.

d.

Spektroskopia w podczerwieni (IR)
Spektroskopia Ramana
Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR)

Spektrometria masowa (MS)

6. Oznaczanie zawartosci metali

S

&

]

Atomowa spektroskopia absorpcyjna (AAS) (analiza sladowa)
Polarografia

Potencjometria

Spektrofluorymetria

Spektroskopia UV-Vis

Woltamperometria (analiza sladowa)
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7. Oznaczanie zawartosci anionow nieorganicznych
a. Spektroskopia UV-Vis
8. Oznaczanie zawartosci gazow w roztworach wodnych
a. Potencjometria
9. Oznaczanie zawartosci niektorych zwigzkow organicznych
a. Spektroskopia UV-Vis
b. Spektrofluorymetria (substancje wykazujace luminescencje)
¢. Woltamperometria
d. Chromatografia gazowa (GC) (substancje lotne)
10. Oznaczanie zawartosci zwigzkow biologicznie czynnych
a. Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC)
b. Elektroforeza kapilarna (CE)
11. Oznaczanie zawartosci niemetali tworzgcych wodorki
a. Atomowa spektroskopia absorpcyjna (AAS)
12. Oznaczanie zawartosci wody
a. Spektroskopia w podczerwieni (IR)
b. Pomiary pH

c. Potencjometria

Ponadto, w analizie chemicznej wyrdzniamy:
o analize klasyczng (niewymagajacg aparatury);
e analize instrumentalng (z uzyciem aparatury analitycznej r6znego rodzaju);
o metody ,,mokre” (analiza substancji w roztworze);
e metody ,,suche” (niewymagajace przeprowadzenie probki do roztworu);
e metody makro — decygramowe: 10°-107'g, 10'-10° ml (w zalezno$ci od zawartosci
analitu w probce);
e metody pétmikro — centygramowe: 102g; 10°ml;
e metody mikro — miligramowe: 10~g; 10" — 10ml;
e metody ultramikro — mikrogramowe: 10— 10%g; 10 — 10 ml;
e metody ultraultramikro — nanogramowe: 107 — 10°g; 106 — 10®ml;
e metody submikro — pikogramowe: 1071° — 10"%g; 10°ml;
o metody bezwzgledne — absolutne — nie wymagaja wzorcowania 1 z reguly oparte sg na

reakcjach chemicznych przebiegajacych catkowicie 1 zgodnie ze znang stechiometrig.
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Nalezag do nich: grawimetria, miareczkowanie, gazometria, kulometria,
elektrograwimetria, termograwimetria, techniki potencjometryczne (elektrody
jonoselektywne), immunoanaliza;

e metody porownawcze — wzgledne — wymagaja kalibracji wzgledem znanych wzorcow.
Sygnat pomiarowy jest proporcjonalny do ilosci lub rodzaju analitu (Y = £ (¢));

e metody znormalizowane — stosowane do oceny surowcoéw i produktéw o Scisle
ustalonych umownych warunkach wykonania. Ustalony jest sposéb, czas, temperatura
itp. Metody ujete w normach: w Polsce —Polski Komitet Normalizacji (obecnie Polski
Komitet Miar i Wag). Réwniez Migdzynarodowa Organizacja Normalizacji (Int.
Standards Organisation), w USA NIST (National Institue of Standards and
Technologies dawniej National Bureau of Standard NBO)

Bioanalityka

Ta nazwa okreslana jest nowoczesna dziedzina nauki o szerokim zastosowaniu. Jej
wyniki shuzg analizie probek materialu biologicznego, w celu uzyskania informacji o stanie
organizmu zywego (diagnostyka medyczna) lub srodowiska bytowania organizmu (srodowisko
abiotyczne). Zastosowanie znajduje réwniez w badaniu zywnosci, ekologii, badaniach
sanitarnych, przemysle kosmetycznym i chemicznym oraz w kryminalistyce.
Ztozone problemy, ktore rozwigzuje, wymagaja zastosowania wiedzy z zakresu analityki,
chemii 1 biologii, co jest mozliwe dzigki zastosowaniu zaawansowanego sprzetu
laboratoryjnego. Sg wsrdd nich urzadzenia o niewinnie brzmigcych nazwach jak elektroniczny
nos (E-nos) czy elektroniczny jezyk (E-jgzyk) i bardzo skomplikowanej konstrukeji.
Elektroniczny nos imituje dziatanie nablonka wgchowego. Podstawa jego dziatania jest matryca
czujnikdw, o dziataniu niespecyficznym, ktore wykrywaja lotne zwigzki organiczne. Kazdy
zapach, zlozony z wielu zwigzkow lotnych, daje sygnat o charakterystycznym profilu dla
danego zapachu.
Elektroniczny jezyk jest to narzedzie stuzace do analizy ptyndéw. rozpoznaje podstawowe
smaki: stodki, stony, kwasny, gorzki oraz umami. Do tego celu wykorzystuje czujniki
elektrochemiczne zanurzane w cieczy. Mierza one zmiany potencjatu lub pradu wywotane
przez obecno$¢ konkretnych jonow lub czasteczek. Ponizej opisano szerzej zastosowania
bioanalityki, szczegdlnie w zastosowaniu diagnostycznym i farmaceutycznym.

Przyszto§¢ BIOANALITYKI jest wyraznie widoczna w DIAGNOSTYCE
MEDYCZNEJ. Wiele doniesien naukowych wskazuje na intensywne prace nad:
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- poszukiwaniem nowych markerow — wyr6éznikow chorob, na przyktad chordb uktadu

oddechowego;

- konstruowaniem nowych przyrzadow do diagnostyki medycznej, w tym do badan

przesiewowych;

- opracowaniem nowych procedur analizy ludzkiego materiatu analitycznego.

1. Zastosowanie powstalych urzadzen elektronicznego nosa do rozrdzniania mieszanin

wzorcowych, zawierajacych sktadniki wydychanego powietrza oraz potencjalne wyrozniki

chorob, pozwolily migdzy innymi na:

Wykrywanie nowotworow — mozliwa jest identyfikacja raka ptuc, piersi, jelita grubego
oraz prostaty na podstawie mikroskopijnych zmian w sktadzie chemicznym oddechu;
Diagnostyke infekcji ptucnych — istnieje tu mozliwos$¢ rozréznienie bakteryjnych
i wirusowych zakazenia drég oddechowych, co pozwala na szybkie dobranie
odpowiedniego leku;

Monitorowanie cukrzycy — wykrywanie podwyzszonego stezenie acetonu w oddechu,
co sygnalizuje niebezpieczng dla zycia kwasice ketonowa;

Wykrywanie chorob neurodegeneracyjnych — wkrotce mozliwe bedzie wykrywanie

wczesnych markerow chorob Alzheimera i Parkinsona w powietrzu wydychanym.

2. Elektroniczny jezyk analizuje sklad pltynéw ustrojowych: krwi, moczu, $liny i lez,

wykrywajac sktadniki wazne diagnostycznie. Znana jest:

Szybka analiza moczu — w tym badaniu wykrywane sg infekcje uktadu moczowego,
zaburzenia pracy nerek oraz nawet sladowe ilosci glukozy u pacjentéw z cukrzyca;
Badanie sliny i lez — to mozliwos¢ bezbolesnego badania poziomu hormonow,
markerow stresu oraz markerow stanow zapalnych bez koniecznosci pobierania krwi.
Umozliwia to przygotowania probki do badania przez pacjenta w domu, szczegdlnie
gdy nalezy pobra¢ material o niewygodnej porze (np. badanie poziomu kortyzolu
z pobranej §liny);

Kontrola czystosci lekow — mozliwos¢ sprawdzania tozsamos$¢ 1 czysto$¢ substancji
czynnych lekach oraz maskowanie przykrego (np. gorzkiego) smaku projektowanego
leku;

Wykrywanie biomarkerow nowotworowych — moga by¢ identyfikowane specyficzne

biatka 1 jony obecne w osoczu krwi 0s6b, we wczesnych stadiach rozwoju nowotworu.

Obecnie badania medyczne z uzyciem elektronicznego nosa i elektronicznego jezyka nie sg

jeszcze powszechnie dostgpne i nie mozna ich wykona¢ rutynowo w przychodniach czy

laboratoriach komercyjnych. Zdecydowana wigkszos¢ tych technologii znajduje si¢ na etapie
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zaawansowanych badan klinicznych, eksperymentdéw medycznych oraz programow

pilotazowych.

3. Wykorzystanie materiatu biologicznego jako elementu urzadzenia kontrolno-pomiarowego:
biofiltry, biosorbenty, biokolumny, bioczujniki (do badania poziomu glukozy we krwi),
przeciwciata (stosowane w immunoanalizie).

4. Wykorzystanie organizmow Zywych do uzyskania informacji o stanie Srodowiska ich
bytowania (srodowisko abiotyczne): biowskaznik, biomonitor.

Na kolejnych stronach przedstawiono przykladowa aparatur¢ analityczna, pracujaca

w Zakladzie Chemii Analitycznej oraz w CBMM PAN. Pod fotografiami instrumentéw

analitycznych, przedstawiono réwniez niektore przyktadowe widma analitow.

Analiza instrumentalna — aparatura Zakladu Chemii Analitycznej

Wysokosprawna chromatografia kolumnowa (HPLC):
- zestaw do HPLC firmy Jasco

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC):
- aplikator AS 30 firmy Desaga
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- densytometr CD 60 1 komora wizualizacyjna CABUVis firmy Desaga

Spektroskopia UV-Vis:
- spektrofotometry: Lambda 25 firmy Perkin-Elmer i Spectroquant Prove 300 firmy Merck
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Spektroskopia IR oraz NIR:
- spektrofotometr FT-IR Spectrum BX 1 FT-NIR Spectrum 100 N firmy Perkin-Elmer

Fotometria plomieniowa i fluorymetria:
- fotometr ptomieniowy firmy Biobase i fluorymetr 6285 firmy Jenway

Spektroskopia mas — aparatura CBMM PAN:

- zestaw LC-MS firmy Waters (chromatograf UPLC oraz hybrydowy spektrometr mas
wysokiej rozdzielczosci typu Q-TOF z technologia mobilnosci jonow (HDMS) (jonizacja
ESI)) oraz spektrometr mas SQ Detector 2 firmy Waters (jonizacja ESI, APCI, ESCi)
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- spektrometr mas AXIMA Performance firmy Shimadzu-Biotech (jonizacja technika MALDI
-wzbudzenie laserem matrycy zawierajacej badang probke)

Spektroskopia NMR:
- spektrometr NMR Ascend 400 wraz z autosamplerem firmy Bruker
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https://www.mt.com/pl/pl/home/products/Laboratory_Analytics_Browse/TA_Family_Browse/DSC.html

Roéznicowa kalorymetria skaningowa:
- réznicowy kalorymetr skaningowy Discovery DSC 2500 firmy TA Instruments

Termograwimetria:
- termograwimetr Discovery TGA 5500 firmy TA Instruments

42



Absorpcyjna Spektrometria Atomowa (AAS) — okreslenie ilosci sktadnikéw w prébcee.

o ®
i ——
PR T LT el L S

L
=

Chromatograf gazowy (GC-MS) — identyfikacja pierwiastkéw 1 zwigzkow chemicznych

v
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Przykladowe widma spektroskopowe eteru dietylowego, wykonane
metodami '"H-NMR, *C-NMR, IR, MS

TH-NMR:
SDBS-'H NMR SDBS No.:2150 Spectral code:HPM-00-195
CsH10 O 300 MHz
diethyl ether 0.04 ml : 0.5 ml CDClI3
= = § T E 7 E 7 B 7 FE7 7 7 1
10 9 8 7 & 5 4 3 2 1 0
HPI-00-195 ppm
@) (A Hz ppm Int.
o —o——on, W
Parsmeterpom e a1 o
Dl 3472 3176 1308 1000
JAB) 700 35478 1183 487
I3C.NMR:

SDBS-*C NMR SDBS No.:2150 Spectral code:CDS-00-522

C4H1 0O 25.16 MHz
diethyl ether 0.5ml: 1.5 ml CDCI;

LSRN T SR (DU SRR VUV S [NV S VU S VT SN VSN N S N |
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Przykladowe widma wykonane metoda spektrofotometryczng UV-Vis
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III. Zasady opracowania krzywej kalibracji

Krzywa kalibracyjna

Krzywa kalibracyjna (krzywa wzorcowania) jest to graficzne — w formie wykresu, badz
matematyczne — w formie rownania, przedstawienie zalezno$ci migdzy sygnatem
analitycznym a stezeniem lub ilo$cig badanej substancji. Stanowi podstawowe narzadzie
stosowane w analizach iloSciowych. Najczesciej] wykorzystywana jest krzywa kalibracyjna
opracowywana metoda wzorca zewnetrznego (ang. external standard), ktdora ma zazwyczaj

charakter liniowy, cho¢ moze reprezentowa¢ roéwniez inne zaleznosci.

Wyznaczanie krzywej kalibracyjnej

Pierwszym etapem jest zebranie danych eksperymentalnych. W tym celu przygotowuje
si¢ seri¢ roztworéw wzorcowych o rosnacych, doktadnie znanych stezeniach analitu. Warto
wtym celu wykorzysta¢ certyfikowane materialty odniesienia (ang. certified reference
materials; CRMs), w ktorych prawdziwa zawarto$¢ analitu jest dokladnie znana. Minimum
stanowig trzy roztwory, jednak dobra praktyka jest stosowanie 5-6 probek rdznigcych sig
stezeniem ok. 30% wzgledem siebie. Zastosowany zakres wzorcow powinien pokrywac si¢
z szacowanymi stezeniami badanych probek, ktore beda oznaczane iloSciowo. Nastepnie
dokonuje si¢ pomiaru sygnalu z kazdej probki wzorcowej. Pomiar dla kazdego stezenia
powinien by¢ powtdrzony minimum 3 razy, w praktyce laboratoryjnej zazwyczaj stosuje si¢
3-5 powtorzen dla kazdego punktu pomiarowego, z ktorych uzyskuje si¢ wartos$¢ srednia.

Drugim etapem jest wykreslenie krzywej. Na 0§ odcietych (x) nanosi si¢ stezenia
wzorcow, na o$ rzednych (y) odpowiadajace im $rednie warto$ci zmierzonych sygnatow. Do
narysowanych w ten sposob punktow dopasowuje si¢ prosta, ktdra jest zazwyczaj wyznaczana
metoda regresji liniowej (Rys.1). Ustala si¢ rOowniez réwnanie matematyczne, opisujace tg
prosta (funkcje¢ zalezno$ci miary sygnatu pomiarowego od stezenia analitu). Dla zaleznosci
liniowej ma ono posta¢ y = ax + b. W roOwnaniu: y — sygnal pomiarowy; x — stezenie analitu;
a to wspolczynnik kierunkowy opisujacy nachylenie prostej i okreslajacy czuto$¢ metody;
natomiast b to wyraz wolny, informujacy o przecieciu krzywej z osig y, czesto oznaczajacy
sygnat tla, czyli pozostatych sktadnikow probki poza analitem.

Trzecim etapem jest ocena jako$ci sporzadzonej krzywej. W tym celu sprawdza si¢ przede
wszystkim wspdlczynnik determinacji R?, ktory zawiera si¢ w przedziale 0-1. Im blizej

jednosci, tym dopasowanie krzywej jest lepsze, a uzyskane wyniki z probki badanej beda
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doktadniejsze. Czgsto oblicza si¢ rowniez odchylenie standardowe reszt, ktore informuje jak
daleko punkty na wykresie odchylaja si¢ $rednio od dopasowanej krzywej. Informuje ono
o dokladnosci dopasowania. Im mniejsza warto$¢, tym punkty sg ciasniej skupione wokot

wyznaczonej krzywej.

y =1,0292x + 0,489 ..
R2=0,9958
5
>
e 4
c Ve
%o @
Q3
S [ B
5
2
e
1
0
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0

stezenie wzorca

Rys. 1. Przykltadowa liniowa krzywa kalibracyjna sporzadzona dla serii 5 roztworow

wzorcowych wraz z wyznaczonym rownaniem krzywej 1 wspotczynnikiem determinacji.

»Zero” na wykresie krzywej kalibracyjnej

Krzywa kalibracyjna nie musi przechodzi¢ przez punkt (0,0) na wykresie, bez wyraznych
wskazan jest to nawet bledne. Zazwyczaj, probka nie zawierajaca analitu (st¢zenie ,,0”, tzw.
slepa proba) wykazuje sygnal tla, pochodzacy od pozostalych znajdujacych si¢ w niej
sktadnikow, rozpuszczalnika itd. W takiej sytuacji wymuszenie przechodzenia przez punkt (0,0)
spowoduje zmiang nachylenia prostej, czyli wspdiczynnika kierunkowego a, a co za tym idzie

uzyskanie btgdnych wynikow dla badanych probek.
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UWAGA! Jedynymi sytuacjami, w ktorych dopuszcza si¢ przechodzenie krzywej
przez punkt zerowy s3: potwierdzenie przy pomocy odpowiedniego testu statystycznego,
Zze wspoOlczynnik b nie rozni si¢ istotnie od zera lub gdy wymagaja tego wytyczne

walidacyjne dla danej metody.

Liniowos¢ i zakres pomiarowy krzywej

Liniowos¢ to przedzial stezen analitu, w ktorym mierzony sygnal jest wprost
proporcjonalny do stezenia.

Przy wyznaczaniu standardowej krzywej kalibracyjnej istotne jest, aby znajdowata si¢
ona w zakresie liniowo$ci danej metody. Zakres pomiarowy, inaczej nazywany roboczym, to
przedziat migdzy najnizszym a najwyzszym st¢zeniem analitu, w ktorym sygnat zachowuje
liniowos¢, dzieki czemu badane probki mozna oznaczy¢ z wymagang doktadnoscia.

Przy korzystaniu z krzywej kalibracyjnej, wazne jest rodwniez okreslenie granicy
wykrywalnosci (LOD; ang. limit of detection) i granicy oznaczalnosci (LOQ, ang. limit of
quantification), czyli najmniejszych stezen analitu w badanej probee przy ktorych mozna go
wykry¢, czyli dokona¢ analizy jakos$ciowej (LOD) lub tez oznaczy¢ ilosciowo (LOQ).
Zazwyczaj wyznaczenie parametrow LOD i1 LOQ opiera si¢ na pomiarach §lepej proby,
generujacej sygnal tla (szum). Wartos¢ trzykrotnie przekraczajgca szum okreslana jest jako

LOD, natomiast dziesieciokrotne przekroczenie szumu oznaczane jest jako LOQ.

Nieliniowe krzywe kalibracyjne

W niektorych przypadkach liniowos¢ wskazan nie jest zachowania w caltym lub w cze¢sci
zakresu wykonywania pomiarow. Zdarza si¢ to w wielu technikach analitycznych, np. gdy
detektor osigga stan nasycenia lub gdy wplyw maja dodatkowe zjawiska fizykochemiczne. Aby
poprawnie korzysta¢ z nieliniowej krzywej, mozna zastosowa¢ zaawansowane dopasowania
regresji wielomianowej, np. wielomiany drugiego stopnia (kwadratowe): y = ax? + bx + ¢
(Rys. 2), ktore pozwalajg uwzgledni¢ lekkie zakrzywienia.
Przy wigkszych odchyleniach stosuje si¢ bardziej skomplikowane wielomiany trzeciego
stopnia (szescienne): y = ax’ + bx? + ¢x + d, w razie potrzeby mozna rowniez zastosowacd
Sfunkcje logarytmiczne lub wyktadnicze. W przypadkach odbiegania od liniowos$ci zaleca si¢
rowniez wykorzystanie wigkszej ilosci roztworow wzorcowych, w celu jak najdoktadniejszego

odwzorowania przebiegu analizowanej zaleznosci.
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Ocena stabilnosci krzywej kalibracyjne;j

jej stabilnos$ci 1 poprawnosci uzyskanej zaleznosci sygnatu od stezenia.

pomiarowa, nawet jesli analizy odbywajq si¢ codziennie.
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Rys. 2. Przyktadowa nieliniowa krzywa kalibracyjna sporzadzona dla serii 9 roztworow

wzorcowych wraz z wyznaczonym rownaniem krzywej 1 wspotczynnikiem determinacji.

Samo przygotowanie 1 wstepna ocena krzywej kalibracyjnej nie sg wystarczajace, aby

prawidtowo korzysta¢ z niej przy oznaczeniach ilosciowych. Konieczna jest regularna kontrola

UWAGA! W celu zachowania dokladnoSci analiz ilosciowych, nalezy regularnie

ocenia¢ parametry statystyczne krzywej i biezaca odpowiedz ukladu przed kazda seria

Do weryfikacji uzytecznosci krzywej kalibracyjnej uzywa si¢ minimum 3 st¢zen materiatow
odniesienia lub roztworéw wzorcowych pokrywajacych caly zakres roboczy (niskie, $rednie
1 wysokie stezenie analitu). Blad odczytu dla tych probek nie powinien przekraczaé

zalozonego bledu metody — czesto przyjmuje sie zakres odchylenia = 5% do £+ 10%.



Inne metody kalibracji

Poza standardowa krzywa kalibracyjna, mozna zastosowa¢ rowniez inne metody, ktore
pozwalajg na uzyskanie zalezno$ci mi¢dzy sygnatem a zawartoscig analitu w probce. Decyzje,
ktora z nich wybra¢ opiera si¢ na kilku czynnikach, sa m.in.: rodzaj metody analitycznej, rodzaj
przyrzadu pomiarowego, wymagana doktadno$¢ wyniku czy przedziat stezen analitu. Duze

znaczenie majg rowniez rodzaj matrycy probki badanej i wzorcow tzw. efekty matrycowe.

a. metoda porownania 7 wzorcem — wykonuje si¢ tylko dwa pomiary sygnatow
analitycznych: dla roztworu wzorcowego i dla probki badanej. Wzorzec powinien mie¢
stezenie zblizone do stezenia analitu w probce badanej. Wynik oblicza si¢

wykorzystujac prosta zalezno§¢ matematyczng:

S p-badanej

Cp.badanej = S Cwzorca
wzorca

Jest to najmniej doktadna metoda, zaktadajaca, ze zalezno$¢ miedzy steZeniem (c)
a sygnalem (S) jest wprost proporcjonalna, liniowa i przechodzi przez punkt (0,0) na

wykresie, czyli zaktada catkowity brak efektow matrycowych.

b. metoda dodatku wzorca (ang. standard addition) — polega na dodaniu do probki
badanej znanych ilosci analitu, zwykle od 50 do 150% oczekiwanej zawarto$ci
oznaczanej substancji. Mozna zastosowa¢ jednokrotny dodatek wzorca, wtedy tylko do
jednej probki badanej wprowadza si¢ wzorzec, a wynik oblicza si¢ z wykorzystaniem

wyniku tej samej probki zbadanej wczesniej bez dodatku:

Sp.badanej X Cwzorca

Cp.badanej = S S
p.-bad+wzorca p.-badanej

Druga opcja jest wielokrotny dodatek wzorca, gdzie do kilku badanych probek, z taka
samg ilo$cia oznaczanej substancji dodajemy rosngce ilosci wzorca. Na podstawie
uzyskanych sygnatow, wykresla si¢ krzywa kalibracyjng wykazujaca zaleznos$¢ sygnatu

w funkcji ilosci analitu dodanej do probki. Nastepnie przeprowadza si¢ graficzng
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ekstrapolacje krzywej kalibracyjnej do punktu przeci¢cia z osig x 1 odczytuje si¢ warto§¢
stezenia probki. (Rys. 3).

Jest to podstawowa metoda wykorzystywana w analityce medycznej ze wzgledu na
czgsto wystepujace, znaczne efekty matrycowe w probkach. Jest szybka i dobrze

sprawdza si¢ przy probkach badanych o matej objetosci.

wartos$¢ sygnatu

prébka badana ilo$¢ wzorca dodanego do prébki

Rys. 3. Schematyczny sposob oznaczania zawarto$ci analitu przy pomocy metody

wielokrotnego dodatku wzorca.

metoda wzorca wewnetrznego (ang. internal standard) — staly ilo§¢ wzorca
wewngtrznego (substancja rozna od analitu, ale o podobnych wlasciwosciach i dajaca
dodatkowy sygnal) dodajemy do kilku roztworéw zawierajacych rosngce stezenia
analitu. Krzywa kalibracyjna jest wykreslana z zaleznoS$ci: stezenie analitu w funkcji
stosunku sygnatu analitu i sygnatu wzorca wewnetrznego (Rys. 4). Dobrze sprawdza si¢
w przypadku duzej zmiennosci w sktadzie kolejnych badanych probek oraz strat

materiatu podczas analizy.
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--------------------------------- prébka
badana

sygnat analitu/sygnat dodanego
wzorca wewnetrznego

stezenie analitu

Rys. 4. Schematyczny sposdb oznaczania zawartosci analitu przy pomocy metody wzorca

wewnetrznego.

d. metoda roztworéw ograniczajacych — w tej metodzie przeprowadza si¢ dwa pomiary
dla roztworo6w wzorcowych, jeden ma nizsze st¢zenie niz probka badana, drugi —

stezenie wyzsze. Wynik z probki badanej jest obliczany z odpowiedniego wzoru:

wWZorzec

> Sp.badanej - S nizszy
X

Cp.badanej = Cnizsze + (Cwstze — Cnizsze

wzorca wzorca wzorca SWyZSZy - S niZszy

WZorzec WZorzec

Metoda znajduje zastosowanie w przypadkach, gdy wynik musi by¢ precyzyjny w
waskim zakresie stezen, jednak trzeba mie¢ wczesniej oszacowany wynik probki

badane;.
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IV. Rodzaje i podzial elektrod

Elektroda (potogniwem) nazywamy uklad redoks zlozony z metalu — przewodnika
pradu oraz roztworu okreslonych jonow w formie zredukowanej lub utlenione;j.
Wyroézniamy: elektrody pierwszego rodzaju; elektrody drugiego rodzaju; elektrody trzeciego

rodzaju; elektrody redoks; elektrody jonoselektywne

1.  Elektrody pierwszego rodzaju

Elektrody metalowe — zbudowane z metalu zanurzonego w roztworze zawierajacym jego
kationy. Elektrody metalowe: srebrowa, miedziowa, cynkowa i rteciowa — blaszka/pret z
odpowiedniego metalu (rte¢ na tyzeczce) w roztworze zawierajacym kation tego metalu
o okreslonej aktywnosci - odwracalna wzgledem kationu Me® = Me™ + ne
Elektrody te petnig funkcje wskaznikowe.

Elektrody gazowe — gaz zanurzony w roztworze zawierajgcym jego aniony, odwracalna
wzgledem anionu Cl + 2e = 2CI"
Wyjatkiem jest elektroda wodorowa, ktora jest odwracalna wzgledem kationu
H,=2H"+2e

Wodorowa — blaszka platynowa, w nowoczesnych elektrodach — nanoplatyna lub stop platyny
np. z rutenem, zanurzona w plynnym wodorze. W standardowych warunkach (ci$nienie
1013 hPa, temperatura 298 K, aktywno$¢ jonéw wodorowych wynosi 1), potencjal
normalny/standardowy tej elektrody przyjmuje warto$¢ 0 V 1 stanowi punkt odniesienia
do obliczen potencjatow innych elektrod (elektroda poréwnawcza). Elektroda wodorowa
cechuje sie wysoka powtarzalno$cig, moze postuzy¢ jako elektroda wskaznikowa (pomiar
bezposredni jonéw HY). Wykorzystywana jest w warunkach silnie kwasnych,
zasadowych czy w roztworach organicznych, chociaz wrazliwa zarbwno na substancje

redukujace jak i1 utleniajace.

2.  Elektrody drugiego rodzaju

Sa to elektrody odwracalne wzgledem wspolnego anionu. Polaczenie metalu pokrytego
jego trudno rozpuszczalng solg zanurzonych w roztworze soli o0 wspdlnym anionie (tworzacym
trudno rozpuszczalng sol metalu). Elektrody drugiego rodzaju stosowane sa zazwyczaj jako

elektrody odniesienia. Nasycony roztwor chlorku potasu (np. w elektrodzie kalomelowej
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1 chlorosrebrowej) gwarantuje state st¢zenie jonow CI” w okreslonej temperaturze. Dzigki temu

potencjal rzeczywisty E elektrody jest niezmienny.

Elektroda chlorosrebrowa — chlorek srebra pokrywa blaszke srebrng, zanurzong w roztworze
chlorkow o okreslonej aktywnosci. Ag, AgCls)/Cl. Potencjat zalezny od stezenia
chlorkow.

Elektroda kalomelowa — najczeéciej stosowana elektroda poréownawcza. Hg,
Hg>Clys/nasycony KCI. Reakcja elektrodowa dotyczy uwalniania jonow rteci Hgo?",
reakcja nastepna wigzania jonu w chlorek rteci. Reakcje przebiegajg z wydzieleniem
elektronow. Potencjal zalezny od zmiany aktywno$ci jondw chlorkowych CI. Im
aktywno$¢ wigksza tym mniejszy potencjat elektrody. Aktywnos$¢ jonéw chlorkowych

zalezy od stezenia chlorku potasu (elektrolitu) 1 temperatury.

3.  Elektrody trzeciego rodzaju

Sa to elektrody odwracalne wzgledem wspolnego kationu. Uktad ztozony z metalu, jego
trudno rozpuszczalnej soli 1 drugiej trudno rozpuszczalnej soli o wspolnym anionie. Elektroda
zanurzona jest w roztworze dobrze rozpuszczalnej soli kationu tworzacego druga trudno
rozpuszczalng sol. Elektroda jest odwracalna wzgledem tego kationu — potencjat zalezy od

stezenia tego kationu. Pb, PbCO3, CaCOs/Ca*".

4. Elektrody redoks

Elektrody wskaznikowe. Stanowig je metale obojetne chemicznie (np. Pt, Au) zanurzone
w roztworze zawierajagcym jednocze$nie posta¢ utleniong i1 zredukowang substancji.
Przykladem takiej elektrody jest elektroda chinhydronowa, stuzaca do pomiaru steZenia jonow
wodorowych. Elektroda chinhydronowa jest to blaszka platynowa zanurzona w roztworze
chinhydronu. Chinhydron jest rowno molowym addycyjnym potaczeniem chinonu
1 hydrochinonu. Potencjal tej elektrody wskaznikowej zalezny od pH roztworu (zakres
pomiarowy pH 1-8. Nie mozna jej stosowa¢ w obecnosci silnych utleniaczy i1 reduktorow

(silniejszych niz obie formy redoks chinhydronu).

5.  Elektrody jonoselektywne
Najpopularniejsze 1 wecigz udoskonalane elektrody pomiarowe, szeroko wykorzystywane
w przemysle, pomiarach laboratoryjnych i §rodowiskowych. Procesem potencjotwédrczym

w elektrodach wymienionych we wcze$niejszych punktach, jest okreslona reakcja redoks,
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w ktorej nastepuje wymiana elektronow. Natomiast w jonoselektywnych elektrodach
membranowych potencjal zalezy od wymiany jonow na granicy faz; membrana roztwor
badany. Zasada metody zostata opracowana ponad 100 lat temu (pierwsza elektrod¢ szklana
opracowali na poczatku XX wieku Zygmunt Klemensiewicz i Fritz Haber) 1 polega na pomiarze
sily elektromotorycznej ogniwa (SEM) ztozonego z dwoch elektrod: elektrody wskazZnikowej
(jonoselektywnej) 1 elektrody porownawczej (inaczej referencyjnej) zanurzonych w roztworze
jonoéw badanych.

Roézne typy elektrod jonoselektywnych pracuja wedlug innych mechanizmow,
wykorzystujac rozne zjawiska fizykochemiczne 1 generujac potencjal w innych sposob.
Réznice te wynikaja z réznorodnosci membran (budowa i modyfikacje sktadu), obecnosci
elektrolitu lub statego kontaktu, jak i samego przetwornika sygnatu.

Potencjal elektrody jonoselektywnej zalezy od st¢zenia badanych jonow, a potencjal
elektrody referencyjnej jest staty (nie zalezy od sktadu i stezenia badanego jonu).

Aparat (milivoltomierz) do pomiaréw cechuje si¢ wysokim oporem, nie pobiera pradu
z uktadu. Pomiar odbywa si¢ w warunkach bezprgdowych, dzigki czemu mozna zmierzy¢
niewielkie zmiany warto$ci potencjatu.

Metoda jest prosta, szybka i selektywna, cho¢ nie jest wysoce czula.

Elektrody jonoselektywne umozliwiajag pomiar st¢zenia wybranych jonéw w roztworze
(a doktadnie ich aktywnosci), ktore sg nazywane jonami glownymi, w obecnos$ci innych jonow
(nazywanych przeszkadzajgcymi). Zaleznos¢ SEM od stgzenia zapisana jest w réwnaniu
Nikolskiego-Eisenmana (rozbudowane rownanie Nernsta), ktore uwzglednia wptyw jonoéw

przeszkadzajacych.
E=E°+ % log (ag+X Kgpay)

E — potencjat elektrody

E° —potencjal standardowy

R — stata gazowa

T — temperatura w skali Kelwina

F — stata Faradaya

n — liczba elektronow bioracych udziat w reakcji elektrodowe;j

a; — aktywno$¢ jonow gtéwnych, oznaczanych (w przypadku roztworéw rozcienczonych

mozna zastgpi¢ aktywnos$c¢ stezeniem)
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ap — aktywnos¢ jonow przeszkadzajacych
K, — wspblczynnik selektywnosci, okreslajacy wptyw jondw przeszkadzajacych na potencjat;
zazwyczaj przyjmuje si¢ ten sam tadunek jonu gléwnego i1 przeszkadzajacego; gdy

wspotczynnik jest mniejszy od 1 przyjmuje si¢ selektywnos$¢ wzgledem jonu gltéwnego.

Na potencjat elektrody jonoselektywnej sktada si¢ potencjat miedzyfazowy na granicy faz
membrana - rozwor badany (uwarunkowany wymiang jonowa mi¢dzy roztworem a membrang)
oraz potencjal dyfuzyjny, wynikajacy z procesOw zachodzacych wewnagtrz membrany
(w warstwie przylegajacej do roztworu). Ze wzoru na potencjat wynika, ze czuto$¢ elektrody
zalezy od warto$¢ tadunku jonu oraz temperatury (w temperaturze 25°C dla jonow
jednowartosciowych wynosi 59,16 mV). Bledy pomiarowe moga wynika¢ np. z nieprawidlowej
kalibracji elektrody, zlego jej kondycjonowania lub wysokim stezeniem jonéw gidwnych lub
przeszkadzajacych. Granica detekcji w przypadku klasycznych elektrod jonoselektywnych
(z ciektym elektrolitem wewnetrznym) to warto$¢ rzedu 10°. Z uwagi na opisanie
réznorodnych zjawisk w obrebie membrany, mozliwe bylo opracowanie nowych elektrod np.
ze stalym kontaktem (bez elektrolitu wewnetrznego), z wymuszonym przeplywem jonow
w okreslonym kierunku w wyniku przylozonego pradu — polaryzacja galwanostatyczna,
ograniczenie dodatku plastyfikatora, co skutkowalo obnizeniem granicy wykrywalno$ci nawet
do rzedu 10!, Ponadto opisano wplyw jonéw przeszkadzajacych o roéznych warto$ciach
tadunkéw na wielko$¢ potencjatu. Wspodtczynnik selektywnosci elektrody wyznacza sie¢
eksperymentalnie 1 pozwala okres$li¢ granic¢ oznaczalnos$ci. Na precyzj¢ i doktadno$¢ oznaczen
potencjometrycznych wplywaja: wahania temperatury, jony przeszkadzajace, poprawna

kalibracja, potencjat dyfuzyjny zwigzany z elektrodg odniesienia.

Podzial elektrod jonoselektywnych:

- z membranami stalymi: homogeniczne - szklane i krystaliczne: monokrystaliczne
i polikrystaliczne i heterogeniczne — krystaliczne w obojetnym nosniku,

- gz membranami cieklymi: z kationitem, z anionitem, z obojetnymi zwiqzkami makrocyklicznymi
(np. z walinomycyng)

- uczulane: enzymatyczne (oznaczany jon, jest produktem reakcji enzymatycznej np. oznaczanie

mocznika), gazowe (np. wodorowa).
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5.1. Elektrody wskaznikowe stalomembranowe.

Elektrody te moga mie¢ membrang z réznych materiatéw: szklang, krystaliczng (np.
membrana w postaci monokrysztatu np. fluorku lantanu(Ill) — jonoselektywna elektroda
fluorkowa) lub plastyczng (tworzywa sztuczne np. polichlorek winylu — PCW lub gumy
silikonowe z zawieszonymi krysztatami soli).

Elektrody membranowe krystaliczne dzielimy na homogeniczne i heterogeniczne, sa rzadko
uzywane ze wzgledu na trudno$¢ w ich przygotowaniu. Pierwsze maja membrany
zbudowane z krysztatéw: monokrysztatow trudno rozpuszczalnej soli lub mieszaniny
roznych soli — polikrystaliczne. Przyktadem elektrody z membrang monokrystaliczng
jest ww. elektroda fluorkowa (LaF3) lub elektroda siarczkowa Ag>S. Elektroda z
membrang polikrystaliczcng moze by¢ zbudowana z mieszaniny soli Ag>S 1 AgCl,
wykorzystywana do oznaczania jonéw: CI, Br, I, S*, Ag" oraz SCN". Selektywnoé¢
tych membran zwigzana jest z tadunkiem 1 wielko$cig jondéw, a wspoOtczynnik
selektywnos$ci zwigzany jest z iloczynem rozpuszczalnosci soli. Przyktadem elektrody z
membrang heterogeniczng jest np. elektroda do oznaczania jondw wapnia, zbudowana z
krysztaldbw szczawianu wapnia rozproszonych w obojetnym nosniku. Obojetnym
no$nikiem moze by¢ parafina, guma silikonowa, polietylen, polistyren.

Najbardziej popularng elektroda stalomembranow3 jest elektroda szklana czula na jony

H" (pierwsza opracowali na poczatku XX wieku Zygmunt Klemensiewicz i Fritz Haber),

charakteryzujaca si¢ szerokim liniowym zakresem pomiarowym (pH 2-12). Najcze$ciej

stosowana elektroda do oznaczania jonow wodorowych (roéwniez do innych kationdw
jednowartosciowych: Na*, K*, Ag®, Li*, NH4").

Elektroda szklana sktada si¢ z rurki wykonanej ze szkla wysoko oporowego,

zakonczonego banieczkg cienko$cienng ze szkta elektrodowego o grubosci 50 - 100 um.

Gtéwnym sktadnikiem banieczki jest ditlenek krzemu tworzacy przestrzenng sie¢ oraz

domieszki tlenkéw metali jak Li2O, NaxO czy K20, ktére odpowiadajg za wymiang

jonowa 1 przewodnictwo elektryczne. W roztworach wodnych w powstatej strukturze
dochodzi do wypierania metali z struktury banieczki (w jej uwodnionej warstwie),

w wyniku powstajg ugrupowania anionowe =Si — O moggce reagowac z protonami H'.

Domieszki tlenkow Al,O3 lub B203 w skladzie szkta elektrodowego, powoduja zmiany

selektywno$ci membrany, dzieki czemu mozna oznacza¢ jony metali np. Na® (nie sg

wrazliwe na jony H"). Wnetrze elektrody szklanej (pH) wypelnia roztwér o znanym pH

(np. 0,1 mol/l HCI), w ktérym zanurzona jest elektroda wyprowadzajaca — najczescie]

chlorosrebrowa (Ag, AgCl). Elektroda ta zestawiona jest z elektroda poréwnawcza —
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kalomelowa Hg, HgoClo/KCl (nas) lub chlorosrebrowa Ag,AgCIl/KCl (nas). Elektroda
odniesienia/porownawcza oddzialuje z roztworem zewng¢trznym/ badanym poprzez
pofaczenie elektrolityczne. Popularnym rozwigzaniem jest zespolenie obu elektrod
poréwnawczej/odniesienia i szklanej w jednej obudowie — tzw. elektroda kombinowana:

e. szklana Ag, AgCl / HCI /membrana / roztwor badany / e. odniesienia Hg, Hg>CIo/KCl (nas)

Membrana szklana
Roztwor 1 Roztwor 2
(roztwor (roztwor
badany) - + _ m(50ym) Com' | wewnetrzny)
0 das
o1 . — 0
Warstwa Warstwa
szkfa uwodnionego szkla uwodnionego

Potencjal membrany En = (¢2-¢1) stanowi sume roznic potencjatdow na wszystkich
granicach faz:
Em = (92-0m”) + (@m-@m) + (Pm-¢m’) + (Pm*-P1)

Strukturg szklanej] membrany przedstawiono na schemacie. Budowa przestrzenna szkta
nie jest identyczna, dlatego kazda elektrode szklang wyrdznia inny potencjal asymetrii
szkta. Oddzialywania roztworu z membrang zachodza w bardzo cienkiej warstwie
uwodnionego szkta o grubosci okoto 10-100 nm (tzw. zewngtrzna warstwa zelowa).
Roéznica potencjalow migdzy membrang a roztworem powstaje w wyniku reakcji
wymiany jednowarto$ciowych kationéw metali alkalicznych ze szkla takich jak Na™ lub

Li" na jony wodorowe z roztworu (teoria jonowymienna schemat):

H* + Na*A szkio) © Nat + HY A (szko)
Podstawa mechanizmu powstawania rdznicy potencjaléw w potogniwach jest wymiana
elektrondw, natomiast potencjalu membranowego wymiana jonéw sodowych szkta na
wodorowe roztworu. Nalezy podkresli¢, ze reakcja zachodzi po obu stronach membrany
szklanej (w kontakcie z roztworem wewngtrznym i roztworem zewngtrznym) az do
ustalenia si¢ rOwnowagi termodynamiczne;.
Potencjat elektrody szklanej sktada si¢ zatem z dwoch potencjatow: potencjatu roztworu

napelniajqcego elektrode wzgledem roztworu zewnetrznego i potencjal elektrody
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wyprowadzajgcej/chlorosrebrowej wzgledem roztworu wewnetrznego. Potencjal
elektrody chlorosrebrowej wzgledem roztworu wewnetrznego ma warto$¢ stata, tak wiec

potencjat elektrody szklanej zalezy od réznicy pH obu roztworow.

E= E+2,303 <" 10g 2 i+ (or zew)

Z uwagi, ze potencjal zalezy od temperatury réwnanie dla temperatury 25° przyjmuje
nastepujacg postac:
E =E’s2 - 0,0592pH

Pomiary pH z uzyciem elektrody szklanej majg charakter poréwnawczy, co oznacza, ze
mierzy si¢ SEM ogniwa w roztworze standardowym/buforowym, o $cisle okreslone;j

wartosci pH (np. wzorzec buforu o pH 7,0; wz), a nastgpnie w roztworze badanym (x).

pHx = pHstandard + (Ex — Estandard)/0,0592
Elektrody szklane rdéznych typoéw wykazuja roéznice w wartosciach potencjatu
standardowego E°, wynika to z niejednorodnej budowy szkta. Kazda elektroda bedzie
wykazywac nieco inny potencjal w tym samym, okre§lonym pH (potencjaty nie sg $cisle
odtwarzalne). Elektroda szklana musi by¢ skalibrowana przed pomiarem, kazda elektroda
szklana jest inna, wykazuje inny potencjat asymetrii 1 E°, dlatego kazda krzywa
kalibracyjna ma inny ksztatt. Nachylenie krzywej kalibracyjnej nazywamy
charakterystyka elektrody. We wzorze przyjmuje on posta¢ wspdiczynnika k 1 informuje
nas o czuto$ci metody.
E=E° -k pH

Kazda elektroda szklana ulega zuzyciu, dlatego kalibracja przede wszystkim ma na celu
okreslenie nachylenia krzywej i1 sprawdzenie sprawnos$¢ elektrody. To tlumaczy,
dlaczego pomiar pH z wykorzystaniem elektrody szklanej moze by¢ wykonany tylko
metoda pordwnawczg - na podstawie zmiany potencjatu elektrody. Zmiana ta nastgpuje,
gdy roztwor buforowy (wzorcowy; wz) jest zastapiony przez roztwor badany. Wzory na
potencjat elektrody w roztworze badanym (X) i w roztworze buforowym (wz) s3

nastepujace:

Ex=E° -k pHx
sz= Eo - k prz
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Po dodaniu stronami:

Ex — sz = — k (pHx — prZ)
E, - E
pHx — pHwz = — %

pH, = pHy, - 2wz
k

Jest to podstawowe réwnanie pehametrii. Nie wystepuje w nim E°. Pomiarowi podlega
zmiana potencjatu elektrody (Ewz — Ex) spowodowana przeniesieniem elektrody szklanej
wraz z elektroda kalomelowa z roztworu wzorcowego do roztworu badanego. Zmiana
potencjatu elektrody jest proporcjonalna do réznicy pH roztworéw. Stad pehametr jest
przyrzadem do pomiardéw réznic pH dwodch roztworow.

Elektroda szklana jest powszechnie wykorzystywana ze wzgledu na szeroki zakres pH
w jakim mozna dokonywaé¢ pomiaréw (w zaleznosci od sktadu szkta okoto pH 2-12).
Jednak zalezno$¢ prostoliniowa potencjalu w funkcji pH nie ma zastosowania poza
opisanym zakresem pH. W roztworach mocno kwasowych ponizej pH 2 obserwuje si¢
blgd kwasowy, natomiast powyzej pH 12 — blgd zasadowy. Blad kwasowym
spowodowany jest wysyceniem membrany jonami H" jest ich zbyt wiele, by wszystkie
mogly zwigza¢ si¢ z membrang. Wskazania pehametru sg wigc zawyzone w poréwnaniu
z warto$cig rzeczywistg. Natomiast btad zasadowy dotyczy roztworow silnie
zasadowych, o duzej zawartosci jonéw sodowych. W tych warunkach potencjat elektrody
szklanej jest zalezny od aktywnosci jonow sodowych, zgodnie z rdwnaniem Nikolskiego
membrana jest wrazliwa/selektywna na jony Na“, jednocze$nie spada selektywno$¢ na
jony H". Zmierzona warto$¢ pH jest nizsza w porOwnaniu z warto$cia rzeczywista,
spowodowane jest to zmiang selektywno$ci membrany (zbyt duzo jondéw Na®).
Selektywno$¢ membrany, a przez to zakres pomiarowy mozna zmienia¢ np. poprzez

modyfikacje sktadu membrany.

5.2. Elektrody cieklomembranowe

W sktad membrany tych elektrod wchodza: plastyfikator (zapewnia elastycznosc,

umozliwia ruchliwo$¢ jondw), polichlorek winylu (PCW) oraz wymieniacz jonowy i jonofor

(sktadniki elektroaktywne wigzace oznaczane jony). Membrany majg grubo$¢ 100-200 pm 1 sg

nazywane klasycznymi do dzi$ uzywanymi do oznaczen K*, Na*, Ag*, NH4", Ca®', Pb*".

Plastyfikatorem jest rozpuszczalnik organiczny niemieszajacy si¢ z woda. Wymieniacz jonowy

to sol sktadajaca si¢ z duzego, niemobilnego jonu organicznego oraz z mobilnego, prostego
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przeciwjonu hydrofilowego (np. K', Na®, CI). Jon organiczny ma wlasciwosci silnie
lipofilowe, dzigki czemu nie przechodzi do roztworu probki ani roztworu wewnetrznego
elektrody, zapewnia elektroobojetno§¢ membrany, obniza jej opdr jednocze$nie zwigkszajac
przewodnictwo jonowe. Elektrody czute na kationy zawieraja wymieniacz kationowy, ktory
sktada si¢ z organicznego anionu i wymiennego kationu np. lipofilowe tetrafenyloborany.
Natomiast elektrody czute na aniony zawieraja membrany z wymieniaczem anionowym,
sktadajacym si¢ z organicznego kationu i mobilnego anionu np. lipofilowe czwartorzedowe
sole amoniowe. Selektywno$¢ membrany zapewnia jonofor (organiczny ligand zazwyczaj
obojetny), ktory wigze kationy lub aniony z roztworu (selektywne kompleksowanie jonow),
przez co uwalniane sg do niego mobilne jony wymieniacza jonowego. Przykladami jonoforéw
sa naturalne antybiotyki: walinomycyna, ktéra wiaze specyficznie jony potasowe oraz
nonaktyna i monenzyna - selektywne odpowiednio na jony NH4" i Na". Jonoforem mogg by¢
tez syntetyczne zwigzki makrocykliczne, obojetne etery koronowe koordynujace jony
o okreslonych wymiarach/przestrzennej budowie, tworzac kompleks ,,tzw. koronat”.
Obecno$¢ wymieniacza jonowego ma na celu stabilizacje kompleksu: badany jon-jonofor
w przypadku, gdy jonofory nie sa obdarzone tadunkiem elektrycznym lub samego jonoforu,
gdy posiada tadunek.

Wyrézniamy elektrody z kationitem — np. elektroda wapniowa, gdzie substancja elektrodowo
czynng jest kationit o tadunku ujemnym — s6l diestru didecylowego kwasu fosforowego(V)
oraz elektrody z anionitem — zawierajace np. czwartorzedowe sole amoniowe (elektroda
chlorkowa) i sole kompleksowe (Me(fenantrolina); X, Me**= Ni** i Fe?"). Symbol X to anion,
a elektroda stuzy do oznaczania jonow jednowartosciowych: NO3~, ClO4, Br -, I'. W tych
elektrodach kompleksy lub czwartorzegdowe sole amoniowe petnig role jonoforow, ktore

wybidrczo wigza oznaczane jony z roztworu. Najpopularniejszg jest elektroda azotanowa.

5.3. Elektrody jonoselektywne uczulane

Ostatnia grupa elektrod jonoselektywnych to elektrody enzymatyczne. Reaguja one na
jony powstate w wyniku rozktadu oznaczanego zwiazku przez specjalne enzymy (np. elektroda
do oznaczania mocznika z enzymem ureaza). Enzym (ureaza) moze by¢ unieruchomiony
w zelu poliakrylamidowym, ktéry pokrywa szklang elektrodeg, wigze mocznik z roztworu
1 przeksztalca w jony NHas. Powstajgce jony amonowe NHa, okreslajace potencjat tej elektrody
jonoselektywnej, sg miarg st¢zenia mocznika. Schemat hydrolizy mocznika pod wplywem

ureazy: (NH2),CO + 2H,0 + H" —"#_ HCOj3 + 2NH4"
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Innym sposobem jest zwigzanie enzymu przy pomocy aldehydu glutarowego. Aldehyd ten
reaguje zarowno z enzymem, jak i nosnikiem np. albuming surowicy wolowej BSA (biatko to
peini funkcje stabilizujace enzym), w wyniku czego powstaje usieciowana struktura z silnymi
wigzaniami kowalencyjnymi (enzym nie ulega wymyciu).

Zalety elektrody enzymatycznej wynikaja z selektywnos$ci/specyficznosci oddzialtywan
substratu z enzymem. Membrang elektrody mozna pokry¢ rowniez warstwg zywych komorek
bakteryjnych wytwarzajacych odpowiedni enzym — sg to tzw. elektrody bakteryjne.

Elektrody gazowe tacza charakter elektrody szklanej 1 enzymatycznej. Gazy najczesciej
oznacza si¢ pH-metrycznie elektrodg szklang, poniewaz pozostajg one w rownowadze z jonami
wodorowymi i wodorotlenowymi. Zmiana pH roztworu wewngtrznego przektada si¢ na zmiang
potencjatu elektrody szklanej. Membrany przepuszczajace gazowy substrat reakcji np. NH3 czy
CO2 moga by¢ wykonane z gumy silikonowej, teflonu lub polimeréw: polipropylenu lub
polietylenu. Przyktadem elektrody do pomiaru COz jest elektroda Severinghausa. Roztworem
wewngetrznym tej elektrody jest NaHCOs, ktory reaguje z CO2, w wyniku czego zmienia si¢
stezenie H" w roztworze, a tym samym jego pH. Czujniki te wykorzystywane sg do pomiaréw

ci$nienia parcjalnego dwutlenku wegla w krwi.

Podsumowanie:

Kazda elektroda wskaznikowa musi mie¢ dobrang odpowiednia elektrode odniesienia.
Elektrody poréwnawcze czasami maja mozliwo$¢ wymiany elektrolitu odpowiedniego dla
wybranej elektrody pomiarowe;.

Wada konwencjonalnych elektrod jest obecno$é roztworu wewnetrznego, co wigze sie
z pewnymi ograniczeniami przy ich stosowaniu np. pionowe ustawienie, uzupetnianie roztworu
czy wpltyw temperatury, brak mozliwosci miniaturyzacji.

Pod koniec ubieglego wieku nastgpit rozwoj elektrod bez roztworu wewnetrznego - elektrode
ta nazwano elektroda ze stalym kontaktem (ang. all solid- state; ASS lub Solid-Contact lon-
Selective Electrodes; SCISEs). Szukano substancji/rozwigzan/struktur, ktoére potaczylyby
funkcje membrany i metalu. Na granicy styku tych faz zaproponowano polimer przewodzacy
np. polipirol, ktéry zar6wno moze wymienia¢ jony z membrang i elektrony z przewodnikiem.
Rozwigzanie to pozwolito na obnizenie granicy wykrywalnos$ci, poréwnywalnych do metod
spektroskopowych.

Zaletg elektrod typu all-solid-state jest mozliwo$¢ ich przechowywania przez dhugi czas

(zwigkszenie trwatosci/zywotnosci elektrody) oraz  mozliwo$¢ miniaturyzacji, co przektada
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si¢ na objetos¢ badanej probki (do kilku pl). Ponadto moga zastepowac metody wymagajace
drogiej aparatury takie jak atomowa spektrometria absorpcyjna ASA czy chromatografia
cieczowa HPLC. Rozwdj ten przyczynit si¢ do obnizenia granicy wykrywalno$ci jondw oraz
poprawy stabilno$ci pomiarow potencjatu. Z drugiej strony rozwdj nowoczesnych sond
wieloparametrowych 1 automatyzacja pomiaroOw, pozwala na ciggly monitoring wielu
jondw/parametréw np. w oczyszczalniach §ciekow.

Inng modyfikacja zwigkszajaca dokladnos¢ 1 precyzje bylo buforowanie jonow
w roztworze wewnetrznym, co prowadzi do zatrzymania samorzutnego przeptywu jonow
zroztworu wewnetrznego do zewnetrznego 1 zawyzania wynikow. Zastosowanie
poliakrylanéw utatwito dobieranie wtasciwo$ci membrany.

Kolejnym rozwigzaniem byto zastosowanie w skladzie membran nanostruktur do

unieruchomienia jonofordw np. nanoczasteczek ztota, platyny czy nanorurek weglowych.
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V. Walidacja metod analitycznych

Walidacja jest jednym z wazniejszych zadan laboratorium. Moze by¢ ona wymogiem
narzuconym przez prawo, np. w przemysle farmaceutycznym albo dzialaniem wymuszonym jako
element systemu zarzadzania (ISO 9001) badz tez potwierdzeniem zgodnosci funkcjonowania
z obowigzujacymi zasadami dobrej praktyki (GHP, GMP, GLP).

W réznych dokumentach stosowane sg rozne pojecia zwigzane z walidacja. 1 tak np.
w normie ISO/IEC 17025 stosowane jest pojecie ,,walidacja metody”; w stowniku VIM
(Migdzynarodowy Stownik Metrologii, ang. International Vocabulary of Metrology)
wwalidacja procedury pomiarowej”’; a w systemie GLP (Dobra Praktyka Laboratoryjna, ang.
Good Laboratory Practice) ,,walidacja standardowej procedury analitycznej”.

Wedtug normy EN ISO/IEC 17025:2005, ktdéra stanowi zbiér wymagan (technicznych
1 systemowych), jakie musi spetni¢ laboratorium, aby mogto uzyskaé certyfikat akredytacji
Polskiego Centrum Akredytacji: ,,Ogdélne wymagania dotyczace kompetencji laboratoriow
badawczych i wzorcujacych”:

»Walidacja jest potwierdzeniem przez zbadanie i przedstawienie obiektywnego dowodu,
Ze zostaly spelnione wymagania dotyczace konkretnie zamierzonego zastosowania” (pkt
5.4.5.1 Normy).

Celem walidacji nie jest ocena analityka lub laboratorium wykonujacego oznaczenie, lecz
okreslenie parametrow analitycznych danej metody pomiarowe;.

Walidacja metod analitycznych to proces ustalania parametrow charakteryzujacych
sprawnos¢ dzialania i ograniczen metody oraz sprawdzenie jej przydatnosci do
okreslonych celow.

Walidacja jest procesem sprawdzajacym spelnienie wymagan stawianych danej metodzie
analitycznej.

Pod pojeciem metody analitycznej nalezy rozumie¢ wszystkie czynno$ci zwigzane
z wykonaniem badan (analiz), poczawszy od przygotowania probki a skonczywszy na
pomiarze wielkosci mierzonej, bedacej podstawa oznaczenia i opracowania wynikow. Kazda
metoda analityczna sktada si¢ z kilku etapow, kazdy z nich musi by¢ poddany walidacji.
Walidacja dotyczy stosowanej aparatury pomiarowej, programowania sterujgcego oraz
procedury opracowywania danych pomiarowych.

Walidacja metod analitycznych obejmuje:
1. Proces ustalania parametréw charakteryzujacych sprawnos$¢ dziatania i ograniczen

metody oraz sprawdzenia jej przydatnosci do okreslonych celow;
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2. Procedure sprawdzajacqa czy metoda analityczna jest wolna od bledow
systematycznych 1 przypadkowych, nie tylko w ramach kalibracji, ale przede wszystkim
wynikajgcych z interferencji przy analizie probek rzeczywistych,

3. Walidacje dla specjalistycznych instrumentoéw pomiarowych, skfadajgcqg sie z testow
wykonywanych przez odpowiednie stuzby zgodnie z odpowiednimi normami. Dzigki
walidacji mozna nie tylko okresli¢ parametry metody, scharakteryzowac jej mozliwosci
analityczne oraz poznac¢ jej ograniczenia, ale takze zidentyfikowac czynniki, ktore moga

wplywac na jakos¢ uzyskiwanych wynikow badania.

Walidacje¢ wykonuje si¢:
1. Bezwzglednie dla wszystkich nowych metod, ktorych przydatno$¢ nalezy oceni¢, jest
réwniez prowadzona dla procedur modyfikowanych;
2. Gdy prowadzone s3 proby rozszerzenia zakresu stosowalno$ci znanej metody
analitycznej, np. oznaczanie analitu ale w innej matrycy, w innym zakresie stgzen;
3. Gdy dana metoda analityczna ma by¢ wykorzystywana w innym laboratorium badz
z zastosowaniem innej aparatury, oznaczenia moga by¢ wykonywane przez innego
analityka;
4. Jesli zmieniono dostawcow odczynnikoéw, tym samym, zmienita si¢ ich jako$¢.
W zaleznosci od zakresu przeprowadzonych do$wiadczen wyr6znia si¢ walidacje pefng lub
czesciowq.

Walidacja pelna jest wymagana, gdy metoda jest opracowywana lub wdrazana po raz
pierwszy oraz w przypadku rozszerzenia istniejacej metody oznaczania. Przed przystapieniem
do analizy probek badanych, nalezy okresli¢ wszystkie wymienione wcze$niej parametry
walidacyjne.

Walidacja czesciowa jest przeprowadzana, gdy w opracowanej 1 zwalidowanej metodzie
wprowadzane sg zmiany. Zaliczamy do nich np.: przeniesienie metody miedzy laboratoriami,
zmian¢ metodologii analitycznej (np. zmiana rodzaju detekcji, zmian¢ sposobu przygotowania
probki do analizy), zakresu stgzen, aparatow pomiarowych i ich oprogramowania, zmiang
selektywnosci ze wzgledu na obecno$¢ w probce nowych substancji lub metabolitow.
Walidacje cze$ciowa nalezy rowniez przeprowadzi¢, gdy metoda nie byta stosowana przez
dtuzszy czas, np. przez p6t roku. W ramach walidacji cze$ciowej okresla sie przede wszystkim

precyzje, doktadnos$¢, liniowos¢é.
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Szczegélowe wymagania dotyczace walidacji metod analitycznych reguluja wytyczne:

e Organizacji ICH (ang. The International Conference on Harmonization of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human use): ICH Topic Q2(R1)
»Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology” Miedzynarodowej
Rady Harmonizacji Wymagan Technicznych dla Rejestracji Produktéow
Leczniczych stosowanych u Ludzi,

*  Farmakopei Stanéow Zjednoczonych (USP, ang. The United States Pharmacopea)
e oraz systemy zapewnienia jako$ci: mormy ISO serii 9000, serii 17025, Dobra

Praktyka Laboratoryjna (GLP, GOOD LABORATORY PRACTICE).

W farmacji, obowiazek walidacji metod analitycznych narzuca na producentow
substancji aktywnych i/lub produktéw leczniczych Rozporzadzenie Ministra Zdrowia
w sprawie wymagan Dobrej Praktyki Wytwarzania.

Walidacja jest takze wymagana przez urzedy panstwowe w ramach rejestracji lekow.

e normy ISO serii 9000 (zawieraja terminologie, wymagania i wytyczne dotyczace
wprowadzania, doskonalenia i kontrolowania systemu zarzadzania jako$cig);

e norma ISO serii 17025 (norma systemu zarzadzania jakos$cig w celu ujednolicenia
wymagan technicznych i wymagan z zakresu zarzadzania jako$cia, przeznaczonych dla
laboratoriow badawczych 1 testujacych w celu potwierdzenia ich kompetencji
w zakresie przeprowadzanych badan, pomiaréw i wzorcowania);

e Dobra Praktyka Laboratoryjna (GLP) (system zapewnienia jakosci obejmujacy
dziatania organizacyjne oraz warunki, w ktorych badania laboratoryjne np. badania
srodowiskowe, zdrowotne sg planowane, dokonywane, monitorowane, rejestrowane,
archiwizowane 1 prezentowane. Celem zasad dobrej praktyki laboratoryjnej jest
promowanie jakos$ci 1 wiarygodnos$ci uzyskiwanych wynikow badan, od momentu ich
planowania az po wlasciwe przechowywanie danych zrédtowych i sprawozdan, tak by

mozliwe bylo przesledzenie toku badania lub jego catkowite odtworzenie).

Tabela 1. Parametry metody analitycznej podlegajace procesowi walidacji zalecane przez

International Conference of Harmonisation (ICH) 1 The United States Pharmacopea (USP):
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Precyzja - powtarzalnos¢ + +
- precyzja posrednia +
- odtwarzalnos$¢ +
Dokladnosé + +
Granica wykrywalnosci + +
Granica oznaczalnosci + +
Specyficznosé/selektywnosé + +
Liniowos¢ + +
Zakres pomiarowy + +
Odpornos¢ +
Elastyczno$¢ +

Przed przystapieniem do procesu walidacji nalezy okresli¢ podstawowe cechy

charakterystyczne metody analityczne;j:

1. rodzaj oznaczanego sktadnika (analitu),
poziom st¢zenia i zakres stezen analitu,
rodzaj matrycy,
obecnos$¢ substancji przeszkadzajacych (interferentow),
rodzaj oczekiwanej informacji — ilo§ciowa czy jakosciowa,
wymagana granica wykrywalnos$ci i oznaczalnosci;
oczekiwana 1 wymagana precyzja i doktadno$¢ metody;

wymagana wrazliwos¢ (odpornos¢) metody;

o *® N kWD

wymagana aparatura — czy oznaczenia majga by¢ wykonane na $cisle zdefiniowanym
instrumencie, czy tez moga by¢ prowadzane w oparciu o aparaturg tego samego typu;

10. mozliwos¢ zastosowania walidowanej metody w innym niz dane laboratorium.
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Proces walidacji metody analitycznej moze by¢ przeprowadzany w réznej kolejnosci,
jednak najbardziej racjonalne jest postepowanie zgodne z ponizszym schematem:

1. Okreslenie selektywnosci w wyniku analizy probek roztworéw wzorcowych
(optymalizacja warunkoéw rozdzielenia i oznaczania dla analitéw obecnych w probkach
roztworow wzorcowych),

2. Wyznaczenie liniowosci, warto$ci granic wykrywalnosci i granic oznaczalnosci, zakresu
pomiarowego,

3. Okreslenie powtarzalnosci (krotkookresowa precyzja),

4. Wyznaczenie precyzji posredniej,

5. Okreslenie selektywnosci na podstawie wynikow uzyskanych w trakcie analiz probek
rzeczywistych,

6. Wyznaczenie dokladnosci/poprawno$ci na podstawie analizy probek materiatow
odniesienia zawierajacych analit na r6znych poziomach ste¢zen,

7. Okreslenie tolerancyjnosci metody, np. na podstawie wynikdw porownan

migdzylaboratoryjnych.

Przeprowadzenie procesu walidacji wymaga zastosowania:

* Slepych probek, w tym réwniez odczynnikowych,

* rogtworow wzorcowych (kalibracyjnych, probek testowych),

* probek ze znang iloscig dodanego analitu (wzbogaconych w analit),
* (certyfikowanych) materialow odniesienia,

>  powtorzen,

* obrobki statystycznej zbioru wynikow.

Precyzja
Precyzje dzieli si¢ na 3 rodzaje:
» powtarzalnosé
* precyzje posredniq
* odtwarzalnos¢
Okreslane sg one w oparciu o wyznaczong warto$¢ odchylenia standardowego.
1. Precyzja metody jest to stopien zgodnosci migdzy pojedynczymi wynikami
uzyskanymi fg samg metodg 1 z uzyciem tej samej probki przy wielokrotnym

powtarzaniu oznaczenia.
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" Precision / Precision x Precision x Precision
Precyzja odzwierciedla blad przypadkowy w pomiarach.

2. Powtarzalnos¢
Wyznaczana jest na podstawie warto$ci obliczonego odchylenia standardowego serii
pomiaréw przeprowadzonych w danym laboratorium, przez danego analityka
z wykorzystaniem danego urzgdzenia pomiarowego w krotkim czasie.

3. Precyzja posrednia
Jest to precyzja oznaczen okreslana przez rozrzut wynikdw do wyznaczenia, ktérego
wykorzystuje si¢ odchylenie standardowe serii pomiardéw, uzyskanych ta samg metodg,
W jednym laboratorium, lecz w diuzszym okresie.

Precyzja posrednia jest pojeciem szerszym od powtarzalnosci, gdyz majg na nig wptyw
czynniki osobowe 1 aparaturowe:

a. cgynniki osobowe — oznaczania przeprowadzaja rdézni analitycy, praca danego
analityka nie jest stabilna w ciggu catego czasu jej wykonywania;

b. czynniki aparaturowe — pomiary moga by¢ przeprowadzone z wykorzystaniem
réznych urzadzen z danego laboratorium; roztworow wzorcowych i odczynnikéw
pochodzacych od roznych producentéw; réznych akcesoriow, np. réznych kolumn
chromatograficznych, o tej samej charakterystyce, lecz pochodzacych od roéznych
producentow.

4. Odtwarzalno$¢ jest wyznaczana na podstawie wartosci odchylenia standardowego
wynikow uzyskanych przez rozne laboratoria (wyniki badan miedzylaboratoryjnych).
Aby wyznaczy¢ precyzje posrednig, powtarzalno$¢ 1 odtwarzalno$¢ nalezy obliczy¢
warto$ci odchylenia standardowego.

Wedlug zalecen ICH warto$¢ odchylenia standardowego moze by¢ obliczona

poprzez:
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a. przeprowadzenie co najmniej 9 niezaleinych oznaczen w calym zakresie
pomiarowym, np. 3 niezalezne oznaczenia na 3 poziomach stezen;

b. przeprowadzenie 6 niezaleinych oznaczen analitu w probkach wzorcowych na
poziomie st¢zenia odpowiadajgcego stezeniu w probee rzeczywistej;

c. na podstawie wynikow 6 niezaleinych oznaczen dla analitow wystgpujacych w 3
r6znych matrycach i na 2 lub 3 poziomach stgzen.

Z kolei, wg zalecen EURACHEM ,,4 Laboratory Guide to Method Validation and
Topics”, zaleca si¢ przeprowadzi¢ 10 niezaleznych oznaczen ina tej podstawie obliczy¢

odchylenie standardowe.

Dokladnos¢ i poprawnos¢

Dokladnos¢ jest miarg zgodno$ci migdzy uzyskanym wynikiem pojedynczego pomiaru
a wartos$cig rzeczywista (oczekiwang). Wskazuje jak blisko wartosci prawdziwej
(oczekiwanej) znajduje si¢ uzyskany wynik pomiaru. llosciowo wyraza ja btad pomiaru.
Trudno wyznaczy¢ dokladnosé, gdyz wartos¢ prawdziwa zwykle nie jest znana.
Wykorzystuje si¢ wtedy pewng warto$¢ przyjeta za prawdziwag.

Poprawnos¢ to stopien zgodnosci wyniku oznaczenia (jako warto$ci sredniej obliczonej

z serii pomiar6w) z warto$cig oczekiwana.

o

(=3

o

Accuracy x Accuracy / Accuracy x Accuracy

Miarami doktadno$ci sa:
Blad bezwzgledny, dx
dyi = X; — Py
x; — warto$¢ zmierzona
U, — warto$¢ prawdziwa lub przyjeta za prawdziwa mierzonej wielkosci.
Blad wzgledny, &,;

X; —
Exi — 4 ”x . 100%

|2
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Doktadno$¢ moze by¢ wyrazana jako procent odzysku, ktory oblicza si¢ wg

X . . 77 . . I4
wzoru: R% = ;‘ - 100%, gdzie xi — oznaczona ilo$¢ analitu w badanej probce, u - znana

ilo$¢ analitu w badanej probce.
Odzysk powinien wynosi¢ 95-105% w przypadku sktadnika glownego i 80-120% dla
sktadnikow sladowych.
Wyznaczanie doktadno$ci metody:
* Analiza probki o znanym steZeniu, np. CRM 1 poréwnanie wynikéw uzyskanych
walidowang metoda z warto$cig prawdziwa;
*  Porownanie uzyskanych wynikow z wynikami uzyskanymi metoda referencyjna;
* Dodanie znanej ilosci badanego analitu do probki badanej i1 oznaczenie go

sprawdzong metoda.

Granica wykrywalnosci i powtarzalnoSci

Naleza do bardzo istotnych parametréw walidacji metody analitycznej. Wyznaczenie ich
warto$ci bardzo czesto bywa problematyczne, gltéwnie z powodu mnogosci definicji
opisujacych oba pojecia oraz trudnos$ci w wyznaczeniu wielko$ci poziomu szumoéw danego
urzadzenia pomiarowego.

1. Granica wykrywalnosci (limit of detection - LOD):

To najmniejsza iloS¢ lub najmniejsze st¢zenie substancji (pierwiastka, jonu,
zwigzku) mozliwe do wykrycia za pomoca danej procedury analitycznej
z okreslonym prawdopodobienstwem. Jej wartos¢ liczbowa zalezy réwniez od
obecnosci innych sktadnikow wystepujacych w analizowanej probce oraz jest $cisle
zwigzana z poziomem szumoOw stosowanego urzadzenia pomiarowego. Dotyczy
stosowanego instrumentu pomiarowego oraz metody analityczne;.

Pojecia zwigzane z granicg wykrywalnosci:

a. Stosunek sygnalu do szumu (signal to nosie ratio — S/N) to wielko$¢ bezwymiarowa,
ktora stanowi stosunek sygnatu analitycznego do $redniego poziomu szumow w probce.
Parametr ten shuzy do okreslenia wptywu poziomu szumu na wzgledny btad pomiaru.
Najczesciej przedstawiany jako stosunek $redniej arytmetycznej serii pomiaréw dla
probek slepych (badz zawierajacych analit na bardzo niskim poziomie) do wartosci
odchylenia standardowego dla tej serii pomiarow.

b. Granica wykrywalnosci stosowanego instrumentu pomiarowego, detektora

(instrumental detection limit - IDL) - najmniejsza zawarto$¢ oznaczanego analitu,
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jaka moze zosta¢ wykryta (bez iloSciowego jej oznaczenia) za pomoca danego
urzadzenia pomiarowego.

Granica wykrywalnosci metody analitycznej (metod detection limit - MDL) -
najmniejsza zawarto$¢ analitu, jaka moze zosta¢ wykryta przy zastosowaniu danej

metody analityczne;.

Sposoby wyznaczania granicy wykrywalnosci:

Oszacowanie wzrokowe, stosowane gldéwnie w analizach nieinstrumentalnych, kiedy
nie jest mozliwe wyznaczenie poziomu szumow;

Obliczanie na podstawie stosunku S/N, stosowane, gdy istnieje mozliwo$¢ uzyskania
linii bazowej szumow, kiedy oznaczeniu koncowemu poddawana jest probka Slepa.
Wyznacza si¢ warto$¢ stosunku sygnatu do szumu dla probki Slepej lub dla probki
o bardzo niskiej zawarto$ci analitu a nastgpnie stosuje si¢ zasadeg, ze granica

wykrywalnosci to trzykrotny poziom szumoéw dla stosowanej metody analityczne;.

LOQ
Sygnat/szum = 10

n % Sygnat

LOD
Sygnat/szum = 3

Szum
Obliczanie na podstawie wynikow oznaczen dla probek slepych. Polega na
przeprowadzeniu 10 niezaleznych pomiaréw dla 10 niezaleznie przygotowanych
slepych probek. Dla tak uzyskanych 10-ciu wynikow oblicza si¢ warto$¢ $rednig oraz
warto$¢ odchylenia standardowego:

LOD = x4 + 3s
Warto§¢ granicy wykrywalno$ci jest w tym przypadku réwna wartosci Sredniej

powigkszonej o trzykrotng warto$¢ odchylenia standardowego.
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Metoda graficzna, polega na wykonaniu oznaczen dla 3 poziomow stezen analitu
(bliskich spodziewanej wartosci granicy wykrywalnosci w probkach) po co najmniej 6
rownolegltych oznaczen. Do kazdej serii pomiarow obliczy¢ wartos¢ odchylenia
standardowego 1 wyznaczy¢ zaleznos$¢ liniowa s = f(¢). Wyznaczy¢ wyraz wolny so
1 obliczy¢:

LOD = 3s,
Metoda wyznaczana na podstawie odchylenia standardowego zbioru sygnatow i kqta
nachylenia krzywej kalibracyjnej:
Wykorzystuje si¢ zalezno$¢:

3,3s
b

b — wspotczynnik kierunkowy krzywej kalibracyjnej

LOD =

s — odchylenie standardowe, wyznaczane:
- jako s wynikow uzyskanych dla serii probek $lepych,
- resztkowe odchylenie standardowe sxy krzywej kalibracyjnej,

- jako sa wyrazu wolnego uzyskanej krzywej kalibracyjne;.

Granica oznaczalno$ci (limit of quantification - LOQ) to najmniejsza ilos¢ lub
najmniejsze stgzenie substancji (pierwiastka, jonu, zwigzku) mozliwe do ilo§ciowego
oznaczenia dang metoda analityczng z zatozong doktadnoscia i precyzja. Przyjmuje sie,
ze:
LOQ =3LOD

Znane sa definicje, w ktorych LOQ = 2LOD czy tez LOQ = 6LOD.
Liniowos¢, zakres pomiarowy, czulosé
Liniowo$¢ metody pomiarowej
Liniowos$¢ okresla przedziat zawarto$ci analitu, w ktorym sygnat wyjsciowy urzadzenia
pomiarowego jest bezposrednio proporcjonalny do jego stezenia. Najczesciej wyznacza
si¢ ja na podstawie wykresu kalibracyjnego, stosujac ponizsza procedure:
Liczba punktow pomiarowych: Pomiary wykonuje si¢ dla roztworé6w wzorcowych na
co najmniej 6 poziomach stezen.
Powtorzenia: Dla kazdego poziomu stezenia nalezy przeprowadzi¢ 3 rownolegle

pomiary (w celu zapewnienia wiarygodnosci statystycznej).
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o Dobor zakresu steien: Zakres stezen wzorcoéw musi obejmowac oczekiwang zawarto$¢
analitu w badanej probce. Zazwyczaj przyjmuje si¢ przedzial od 50% do 150% warto$ci

oczekiwanej.

Yn z yn—1 =0,03 Yn

zakres prostoliniowy c

a = const
- -

e —
zakres dynamiczny

Liniowo$¢ ocenia si¢ wizualnie oraz przez wyznaczenie parametroOw regresyjnych
réwnania:
y=ax+b
Miarg zalezno$ci miedzy dwiema zmiennymi X 1y jest wspotczynnik korelacji liniowej r.

Stosujac wspotczynnik korelacji do oceny liniowos$ci zakresu metody lub krzywe;j
wzorcowej, zwykle przyjmuje si¢ zatozenie granicznej warto$ci wspotczynnika korelacji,
np. r =0,999. Gdy r = 1, zachodzi §cista zalezno$¢ liniowa, a wzrost x powoduje wzrost
y. Gdy r = -1, wtedy rowniez zachodzi zalezno$¢ liniowa, ale wzrost x powoduje
zmniejszenie wartosci y. W przypadku, gdy r = 0 wielkosci x 1y sg nieskorelowane.
W przypadku oznaczania substancji gldownej wspotczynnik » powinien by¢ wigkszy od

0,995, w przypadku oznaczania $sladéw powinien by¢ wiekszy od 0,98.

75



4. Czulo$¢ metody analitycznej to najmniejsza roznica zawartosci analitu, jaka moze by¢
stwierdzona za pomocg tej metody (wspotczynnik kierunkowy wykresu kalibracyjnego,
y =ax +b).

Czuloscig metody analitycznej nazywamy nachylenie krzywej kalibracyjnej. Czuto$¢
okresla zmiang sygnatu analitycznego (y) na skutek zmiany stezenia (¢) analitu lub jego
ilosci (x). Im wigksza zmiana sygnatu przy malej zmianie stezenia analitu, tym wigksza
czutos¢ metody. Matematycznie parametr ten jest wspotczynnikiem kierunkowym (a)
wykresu kalibracji y = ax + b; a = dy/dx
Okres$la ona najmniejszq ilos¢ substancji lub jej steZenie, jakie moina realnie zmierzyé
dang metodg.
0301
025 1
0204

0,15 -

Sygnat

0,10 4

005 ¢~ o

0 02 040 06 08 100 120
Stezenie analitu, jednostka
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5. Zakres pomiarowy to przedzial migdzy najnizszym a najwyzszym st¢zeniem, wraz
z tymi st¢zeniami, jakie moga zosta¢ oznaczone za pomocg danej metody pomiarowe;j
z zalozong precyzja, doktadno$cig i liniowoscia.

200

180

160 - Zakres liniowosci

F 3

140

120
100

LoQ

80

Wielkosé sygnatu

60

40

20 Zakres roboczy

0 = : : ;
0 5 10 15 20
Steienie

6. Selektywnos$¢ i specyficznosé

Selektywnos¢ to zdolnosé do rozréinienia i oznaczenia sktadnikow (lub grupy
sktadnikow) bez zaklocen ze strony innych sktadnikow.
Specyficznos¢ oznacza, ze metoda jest idealnie selektywna dla oznaczanej substancji.
Wedlug ICH termin specyficznos¢ odnosi si¢ do metod, ktére mozna stosowac tylko
do pojedynczego analitu, a selektywnos¢ odnosi si¢ do metod, ktdre zapewniajg wynik
dla kilku substancji, ale jednocze$nie mozliwe jest rozrdznienie poszczegodlnych
sygnalow.

7. Odpornos$¢ okresla wplyw niewielkich wahan warunkow, w ktorych prowadzi sig¢
pomiary na warto$¢ wyniku koncowego oznaczenia. Jest to parametr odnoszacy si¢ do
zmian warunkow wewnatrz laboratorium.

8. Odporno$¢ metody analitycznej (niewrazliwo$¢) jest wyrazana jako stabilnos$¢
uzyskiwanych wynikow podczas wystepowania niewielkich zmian warunkow
eksperymentalnych opisanych w procedurze analitycznej. Walidacj¢ odpornosci
metody analitycznej mozna przeprowadzi¢ poprzez badania mig¢dzylaboratoryjne
prowadzone przez dostatecznie duza liczbe laboratoriow (=8) stosujacych te samg
procedure analityczng. Mozna tez jg przeprowadzi¢ w jednym laboratorium wykonujac
planowang ilo$¢ eksperymentow, zmieniajac niektére parametry i obserwujac ich

wplyw na wynik.
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9.

10.

Elastyczno$¢ to parametr okreSlajacy przydatnosé danej metody analitycznej
w przypadku roZnych warunkow. Elastycznos¢ metody (tolerancyjnos$é) jest miarg
stopnia, w jakim warunki dos§wiadczalne (np. pH, temperatura, czysto§¢ odczynnikdéw,
instrument, operator) mogg si¢ zmienic¢ bez znaczacego wptywu na uzyskiwane wyniki.
Jezeli pomiar jest wrazliwy na zmian¢ warunkow analitycznych, warunki te powinny
by¢ doktadnie kontrolowane i opisane w procedurze. Nalezy ustali¢, ktore czynniki
muszg by¢ kontrolowane szczegolnie starannie, a ktorych kontrola jest mniej znaczaca.
Stabilno$¢ to parametr, ktory nie zostat ujety w tabeli ICH 1 USP. Probki analityczne
ulegaja przemianom w czasie przechowywania. Dotyczy to rowniez wzorcow
i odczynnikow przygotowanych do analizy. Dlatego analiza powinna by¢
przeprowadzona na $wiezo przygotowanych materialach. Jesli realizacja nastepuje
w przedtuzajacym si¢ czasie lub przewidujemy wykorzystanie odczynnikow i wzorcow
w dhuzszym okresie, nalezy ustali¢ stabilno§¢ materiatow. Kryterium stabilnosci jest ich
trwalosé przynajmniej przez 48 godzin. Za trwate uwaza si¢ te roztwory, ktorych sygnat

po 48 godz. zmienia si¢ < 2% w pordwnaniu z sygnatem probki §wiezo przygotowanej.

Raport koncowy przeprowadzonej walidacji metody analitycznej

Powinien on zawiera¢ nast¢pujace informacje:

oznaczana metoda analityczna, rodzaj analitu, sklad matrycy, spis wszystkich
stosowanych odczynnikow, roztwordw wzorcowych, materialow odniesienia, wraz
z ich specyfikacja, szczegdtowy opis warunkow przeprowadzenia metody analitycznej,
spis uiywanego sprzetu laboratoryjnego oraz aparatury, wraz z ich cechami
dotyczacymi wymiardw, klasy dokladnosci itd.,

parametry procedury, zatozenia walidacyjne zgodne z ICH, opis postepowania
statystycznego, wykonane testy, ich wyniki, kryteria rewalidacji,

odpowiednie rysunki, wykresy, np. chromatogramy, krzywe kalibracyjne, itp.,
podsumowanie i wnioski, spis wykorzystywanej literatury,

wymagane zasady BHP,

imig i nazwisko osoby, ktora przeprowadzita proces walidaciji,

potwierdzenie i podpis osoby odpowiedzialnej za sprawdzenie 1 zatwierdzenie procesu

walidacji.
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Pojecia statystyczne

Populacja generalna to zbiér wszystkich elementéw (np. nieskonczenie wiele wynikéw
pomiardw), ktore nas interesujg w badaniu.

Prébka statystyczna to cz¢$¢ populacji generalnej (np. ograniczona liczba wynikoéw
pomiaréw) wzigta do badan.

Populacj¢ generalng 1 probke statystyczng mozna opisa¢ za pomocg parametrow: Srednia
populacji, Srednia proébki, odchylenie standardowe populacji, odchylenie standardowe

probki, odchylenie standardowe Sredniej, wariancja, wspolczynnik zmiennosci.

Srednia populacji p
_ Lix;
N
N — catkowita liczba pomiaréw populacji
Srednia probki X
g = M1x;
N

N — liczba pomiaréw w probce statystycznej
Srednia probki X jest to wartos¢ $redniej arytmetycznej okreslonej probki statystycznej,
nalezace] do pewnej populacji. Definiowana jest ona jako stosunek sumy wartosci
pomiarowych 1 liczby pomiarow. W tym réwnaniu N — oznacza liczbe¢ pomiarow w probce
statystycznej. W przypadku rownania definiujacego srednia populacji, N oznacza catkowitg
liczbe pomiaréw populacji. Jezeli N jest niewielkie, warto$¢ X r6zni si¢ od wartosci y1, poniewaz
niewielka probka danych moze by¢ niewystarczajaco reprezentatywna dla calej populacji.
W wigkszosci przypadkow p jest nieznana i1 musi by¢ szacowana na wartosci X. Wraz ze
wzrostem rozmiaru probki (liczby pomiaréw) réznica miedzy X a i maleje. Roznica ta staje si¢
zaniedbywalna dla N w granicach od 20 do 30.
Odchylenie standardowe populacji (o)
Odchylenie standardowe populacji ¢ jest miarg precyzji wynikow populacji:
YL (x; — p)?

N
N — liczna wynikoéw tworzacych populacje

(x; — 1) — okresla odchylenie wyniku x; od wartosci $redniej populacji .
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Odchylenie standardowe prébki (s)

Uzywane do opisu niewielkich serii wynikow pomiarowych. Mozna je wyrazi¢ wzorem:

s = ?’:1(xi —x)? _ ?’:1 dzg
N-1 N-1

s = 0, wszystkie wyniki sg identyczne

s > 0, im wieksze rozproszenie wynikow tym warto$¢ s wieksza
Odchylenie standardowe Sredniej (blad standardowy), sm
Okresla odchylenie standardowe serii wynikdw podzielone przez pierwiastek kwadratowy

z liczby wynikow w serii:
S

S =
m \/ﬁ
Wariancja prébki, s2, jest rtOwna kwadratowi odchylenia standardowego probki.
2 _ Vit (x; — X)? _ g df
N-1 N-1
Wzgledne odchylenie standardowe probki (RSD, sr)

Otrzymujemy je dzielac odchylenie standardowe przez warto$¢ $rednig serii wynikow:

S
RSD =s,. ==

Moze ono by¢ wyrazony w czesciach na tysigc (ppt) lub procentach.
Wspolezynnik zmiennosci (CV) to wzgledne odchylenie standardowe pomnozone przez

100%:

CV==-100%

il w»

Przedzial ufnosci
To przedzial, w ktorym znajduje si¢ wartos¢ prawdziwa. Jego wartosci skrajne nazywane sg
granicami przedzialu ufnosci. W obliczeniach przyjmuje si¢ wartos¢ poziomu ufnosci 0,95

10,99, co oznacza, ze na 100 wynikow 95 1 99 znajduje si¢ w przedziale ufnosci.

Rozklad normalny

Rozktad normalny, zwany réwniez rozktadem Gaussa lub krzywa Gaussa, jest najwazniejszym
rozkladem statystycznym. Ogoélny ksztatt krzywej Gaussa we wszystkich przypadkach jest
podobny i przypomina ksztatt dzwonu. Rozktad normalny jest tez bardzo intuicyjny: wigkszos¢
obserwacji jest skupiona wokot $redniej, obserwacje lezace dalej od s$redniej wystepuja

rzadzie;j.
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Niezaleznie od szerokosci krzywej Gaussa, 68,3% pola powierzchni pod krzywa miesci si¢
w granicach 10 wzgledem $redniej u, co oznacza, ze 68,3% wynikdéw nalezacych do populacji
lezy w tym obszarze. W granicach +2¢ miesci si¢ 95,4% wszystkich wynikow, a w granicach

+306 miesci si¢ ich 99,7%.

)

3 20 o p o0 20

Testy statystyczne

1. Test Q-Dixona
Test ten stosowany jest w celu sprawdzenia, czy w analizowanym zbiorze danych nie

wystepuje wynik obarczony btedem grubym. Warunkiem jego zastosowania jest
liczno$¢ proby mieszczaca si¢ w przedziale od 3 do 10 obserwacji. Test Q-Dixona
umozliwia odrzucenie tylko jednej warto$ci z badanego zbioru. Eliminacji podlega ta
warto$¢ pomiarowa, dla ktorej obliczony parametr Q przekracza warto$¢ krytyczng Qy-,
odczytywana z odpowiednich tablic.
2. Test chi-kwadrat (y?)

Test chi-kwadrat (y?) stosowany jest w celu oceny istotno$ci réznicy miedzy wartoscia
odchylenia standardowego (lub wariancji) wyznaczong dla badanego zbioru wynikow
a wartoscig zadang. Opiera si¢ on na porownaniu wartosci empirycznych (uzyskanych
w do$wiadczeniu) z warto§ciami teoretycznymi, obliczonymi przy zatozeniu braku

zalezno$ci miedzy zmiennymi. Istotne roznice mig¢dzy tymi warto$ciami moga
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swiadczy¢ o istnieniu zalezno$ci. Warunkiem poprawnego zastosowania testu jest
zatozenie normalnego rozktadu wynikéw w analizowanym zbiorze.
Sposéb postepowania:

a. Oblicza si¢ wartos¢ odchylenia standardowego dla analizowanej serii wynikow.

b. Nastepnie wyznacza sie wartos¢ statystyki testowej y*zgodnie ze wzorem:

gdzie:

s— odchylenie standardowe obliczone dla badanego zbioru,
so— zadana warto$¢ odchylenia standardowego,

n— liczba wynikéw w zbiorze.

c. Z tablic rozkladu chi-kwadrat odczytuje sie warto$¢ krytyczng xz,,
uwzgledniajac przyjety poziom istotnosci (najczesciej a = 0,05) oraz liczbe stopni
swobody f =n — 1.

d. Poréwnuje si¢ warto$¢ obliczong z warto$cig krytyczna:

1. gdy x? < xZ,, przyjmuje si¢, ze odchylenie standardowe nie rozni si¢ istotnie

statystycznie od warto$ci zadanej,

2. gdy xy? > xZ,, uznaje sig, Ze roznica jest statystycznie istotna.

Test F-Snedecora

Test F-Snedecora stuzy do poréwnywania warto$ci odchylen standardowych w dwaéch
roznych zbiorach wynikow. Warunkiem jego poprawnego zastosowania jest zatozenie,
ze analizowane dane pochodza z populacji o rozktadzie normalnym. Procedura testu
polega na obliczeniu warto$ci statystyki F, ktorg nastepnie porownuje si¢ z wartoscia
krytyczna Fy,, odczytang z odpowiednich tablic statystycznych z uwzglednieniem

przyjetego poziomu istotnosci oraz liczby stopni swobody.

S

n1—1 1
F= n

2 SZ

n2—12

s1, 52 — obliczone warto$ci odchylenia standardowego dla dwoch zbioréw wynikoéw

ni1, n2 — liczba wynikow dla dwoch zbioréw

Jezeli otrzymana warto$¢ F jest mniejsza lub réwna Fy,., oznacza to, ze roznice migdzy
odchyleniami standardowymi analizowanych zbiorow nie sg statystycznie istotne.

W przeciwnym przypadku uznaje si¢, ze rdznice te sg istotne, a nastgpnie wskazuje si¢
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metode¢ mniej precyzyjng, czyli t¢, dla ktérej wartos¢ odchylenia standardowego jest
wigksza.

Test t-Studenta

Test t-Studenta stosowany jest w celu oceny istotnosci roznic miedzy dwiema
wartosciami $rednimi, a takze do poréwnania wartosci Sredniej z okreslong wartoscig
odniesienia. W przypadku poréwnywania dwoch §rednich warunkiem jego zastosowania
jest wczesniejsza ocena jednorodno$ci wariancji, przeprowadzona za pomoca testu

F-Snedecora. Procedura testu polega na obliczeniu wartos$ci statystyki t,

(X1 — X24) nny(ny +ny — 2)

t =
nyq + n,
\/(nl —1)s% + (ny — 1)s3

gdzie xisr, X25r — warto$ci $rednie obliczone dla dwoch poréwnywanych zbiorow
wynikow n1 1 n2

ktéra nastgpnie poroéwnuje si¢ z wartoscia krytyczng ty,., odczytang z odpowiednich tablic
statystycznych. Na tej podstawie dokonuje si¢ oceny czy rdznice migdzy analizowanymi
wielko$ciami sg statystycznie istotne.

Analogiczne postepowanie stosuje si¢ w przypadku poréwnywania wartosci $redniej

Z przyjeta wartoscia teoretyczng. Warto$¢ statystyki ¢ oblicza si¢ wg wzoru:
X — 1l
¢ = STT”\/E

Xg — warto$¢ $rednia, u - warto$¢ odniesienia (np. certyfikowana), s — odchylenie
standardowe zbioru wynikow, na podstawie ktorych obliczono $rednig, n — liczba
wynikow
Test t-Studenta znajduje roOwniez zastosowanie w analizie regresji — umozliwia oceng
istotno$ci  wspotczynnikow rdéwnania regresji liniowe] poprzez pordwnanie ich
z wartosciami zadanymi.
Inne testy statystyczne:
e stosowane w celu poroéwnania wartosci odchylenia standardowego (wariancji) dla
wielu zbiorow wynikow — test Hartleya, test Bartletta,
e stosowane w celu porownania wartosci odchylenia standardowego (wariancji) dla
dwoch zbiorow wynikow zaleznych, skorelowanych — test Morgana,
e stosowane w celu poréwnania wartosci $rednich dla tych zbiorow wynikow, dla
ktérych warto$ci odchylen standardowych (wariancji) réznig si¢ w sposob

statystycznie istotny — test Cochrana-Coxa, test Aspina-Welcha,
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e stuzacy do weryfikacji hipotezy, ze dwie populacje (zbiory wynikow)
charakteryzuja si¢ jednakowym rozktadem — test Kotmogorowa-Smirnowa,
e test zmienno$ci wewnatrzlaboratoryjnej — test Cochrana,

e stosowane w celu wykrycia wynikow watpliwych — test Hampela, test Grubbsa.

Wzorce i materialy odniesienia
...materialy odniesienia powinny odgrywaé
w chemii analitycznej takq samgq rolg,

jak metr w pomiarach dlugosci i kilogram
w pomiarach masy

Miedzynarodowy Kongres Chemikow,
Chicago, 1888 r.

Wedlug definicji podanej w stowniku termindéw metrologicznych (VIM) material
odniesienia (RM, ang. Reference Material) to ,,material lub substancja, ktorych jedna lub
wiecej wartosci ich wlasciwosci sq dostatecznie jednorodne i na tyle dobrze okreslone, aby
mogly byé stosowane do wzorcowania przyrzgdu, do oceny metody pomiarowej lub do
przypisania wartosci wlasciwosciom materiatow”. Material odniesienia moze by¢ substancja
czysta badZz mieszaning, gazem, ciecza, cialem statym.

Z kolei, certyfikowany material odniesienia (CRM, ang. Certified Reference Material) to
material opatrzony certyfikatem, charakteryzujgcy si¢ wartosciqg lub wartosciami danej
wlasciwosci, ktore certyfikowano zgodnie z procedurg zapewniajqcq odniesienie do dokladnej
realizacji jednostki miary, w ktorej wyrazane sq wartosci danej wlasciwosci; kazdej wartosci
certyfikowanej powinna byé przy tym przypisana niepewnosé odpowiadajgca okreslonemu
poziomowi ufnosci’’.

Rodzaje chemicznych materialow odniesienia:

1. Czyste substancje, odczynniki czyste do analizy (cz.d.a.), wymagania okre$lone przez
Komitet do Spraw Odczynnikow Amerykanskiego Towarzystwa Chemicznego (ACS —
American Chemical Society). Powszechnie wykorzystywane w laboratorium
analitycznym. W specyfikacji maksymalne dopuszczalne poziomy zanieczyszczen lub
rzeczywiste zanieczyszczenia w danym produkcie.

2. Roztwory wzorcowe 1 mieszaniny gazowe, sporzadzone zazwyczaj grawimetrycznie
z czystych substancji.

3. Matrycowe materiaty odniesienia, naturalne badz syntetyczne.
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Podzial materialéw odniesienia pod wzgledem hierarchii metrologicznej:

1.

pierwotne materialy odniesienia — o najwyzszej metrologicznej jakosci, sporzadzone
przez narodowy instytut metrologiczny, uznawane przez instytucje krajowe, spdjne
z jednostkami uktadu SI;

certyfikowane materialy odniesienia — sporzadzane przez krajowe laboratoria
1 instytucje, posiadajg certyfikat;

laboratoryjne materialy odniesienia i do kontroli jakosci — wytwarzane przez
akredytowane laboratoria, posiadaja ustanowione warto$ci odniesienia, nie poddane

procesowi certyfikacji.

Materialy odniesienia sa przygotowywane tak, aby byly jednorodne, trwate i miaty stalg

charakterystyke w odpowiednio dhugim czasie. Musza wykazywac¢ podobienstwo do
probek rzeczywistych pod wzgledem sktadu matrycy, poziomu zawartos$ci analitow,
sposobu zwigzania analitow z matrycg, rodzaju i stezenia substancji przeszkadzajacych
oraz fizycznego stanu materiatu.

Niecertyfikowane materialy odniesienia (laboratoryjne i do kontroli jakosci; tansze,
tatwiej dostepne) i1 certyfikowane materialy odniesienia (pierwotne materiaty
odniesienia i certyfikowane materiaty odniesienia; drogie, trudno dostepne) réznig si¢
glownie dokladnoscia, precyzja oraz wartoscig niepewnosci wyznaczenia okreslonych
parametrow. Z tego tez wzgledu certyfikowane materiaty odniesienia zajmujg wyzsze
miejsce w hierarchii metrologicznej. Wymagania na etapie ich produkcji, wg zalecen
ISO, sg bardziej rygorystyczne, co ma odzwierciedlenie zarowno w ich cenie, jak

1 dostepnosci.

Materialy odniesienia mogg by¢:

bezmatrycowe bedace czystymi substancjami 1 roztworami wzorcowymi,
matrycowe bedace mieszaninami roznych substancji, stosowane w pomiarach, gdzie

konieczne jest podobienstwo sktadu materiatu odniesienia do sktadu probki.

Wzorzec pomiarowy

wzorzec pomiarowy pierwotny (primary standard) — wzorzec, ktory jest wyznaczony
lub powszechnie uznawany jako posiadajgcy najwyzszg metrologiczng jako$¢ i ktorego
warto$¢ jest przyjeta bez odniesienia do innych wzorcoéw tej samej wielkosSci.

Wzorzec pomiarowy wtérny (secondary standard) — wzorzec, ktorego wartos$¢ jest

wyznaczona poprzez porownanie z wzorcem pierwotnym tej samej wielkosci.
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Certyfikacja materialu odniesienia — procedura, ktora ustala warto$¢ jednej lub wiecej
wiasnos$ci materiatu albo substancji przez proces zapewniajacy zachowanie spdjnosci
pomiarowej do doktadnej realizacji jednostek miary, w ktorych warto$ci wlasnosci sa
wyrazone, zakonczona wydaniem $wiadectwa.

Certyfikat materialu odniesienia — dokument towarzyszacy certyfikowanemu materiatlowi
odniesienia okreslajacy jedng lub wigcej wartosci wlasnosci i ich niepewnosci oraz
potwierdzajacy, ze zostala wykonana niezbedna procedura w celu zachowania terminu
waznosci CRM oraz spdjnosci pomiarowe;.

Rola chemicznych materialéw odniesienia

* Kalibracja aparatury pomiarowej - czyste substancje, roztwory wzorcowe, mieszaniny
gazowe.

*  Walidacja procedur analitycznych — matrycowe materiaty odniesienia.

*  Potwierdzenie kompetencji laboratoriow i pojedynczych analitykow.

Material odniesienia powinien spetnia¢ okreslone kryteria zapewniajace jego przydatnosé
1 wiarygodnos$¢ w zastosowaniach analitycznych.

* Przede wszystkim musi charakteryzowac si¢ stabilno$cig wartosci wlasciwosci, ktora
odtwarza, w akceptowalnym okresie oraz w mozliwych do zapewnienia warunkach
przechowywania, transportu i uzytkowania.

» Istotna jest réwniez jego jednorodno$¢, tak aby wartos¢ wihasciwosci oznaczona
w jednej czesci partii mogta by¢ odnoszona do kazdej innej czgsci tej partii w granicach
dopuszczalnej niepewnosci.

* Ponadto warto§¢ wlasciwosci materiatu odniesienia powinna by¢ ustalona
z odpowiednig precyzja i doktadnoscia, adekwatng do jego zamierzonego zastosowania.

* Niezbednym elementem jest takze przejrzysta i kompletna dokumentacja opisujaca
material odniesienia oraz przypisang mu warto$¢ wilasciwosci, sporzadzona zgodnie
z wytycznymi zawartymi w Przewodniku ISO nr 31.

Materialy odniesienia sluza m.in. do wyznaczania parametrow walidacyjnych, np.
dokladno$ci oraz sprawdzania etapow analizy chemicznej, np. pobierania
1 przygotowywania probek, natomiast roztwory wzorcowe stuza gléwnie do kalibracji
uktadu pomiarowego. Dlatego stawia si¢ im wymagania:

e stezenia wszystkich sktadnikow, w tym matrycy, powinny by¢ zblizone do stezen
odpowiednich sktadnikow w badanej probce,

e dokladno$¢ znajomosci stezen skladnikéw powinna umozliwi¢ wykrywanie btedow
systematycznych,
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powinna by¢ znana niska warto$¢ niepewnosci. Niepewno$¢ pomiaru wystepuje zawsze
1 jest sktadowag niepewnosci wszystkich pojedynczych etapéw postepowania

analitycznego.

Roztwory wzorcowe — wymagania:

nie powinien zawiera¢ zanieczyszczen wptywajacy na wynik kalibracji,

powinien umozliwia¢ przeprowadzenie kalibracji w calym wymaganym zakresie
stezen,

doktadno$¢ znajomosci stezen sktadnikoéw powinna by¢ poréwnywalna z oczekiwang

doktadno$cig wynikéw pomiaru.

Wytwarzaniem CRM na skale ogdlnoswiatowa zajmuja si¢ wyspecjalizowane do tego celu

laboratoria. Certyfikowanie materialbw odniesienia odbywa si¢ w nich na podstawie

wiarygodnych metod referencyjnych.
Producenci CRM

Panstwowy Instytut Wzorcow 1 Technologii (NIST) w USA.

W Europie Niemiecki Federalny Instytut Badania Materiatéw i Testowania — BAM oraz
Federalny Instytut Metrologii — PTB, na Stowacji Laboratorium Materialow
Odniesienia Zaktadu Chemii — SMU.

Institute for Reference Materials and Measurements, Geel, Belgia (Placowka Komisji
Europejskiej) (BCR)

Laboratory of Government Chemist, Teddington, Wielka Brytania (LGC)

International Atomic Energy Agency, Wieden, Austria (IAEA)

National Institute of Environmental Studies, Tsukuba Ibaraki, Japonia (NIES)
National Research Counsil of Canada, Ottawa, Kanada (NRCC)

W Polsce: Laboratorium Gestosci, Lepkosci 1 Analizy Spektralnej oraz Laboratorium
Elektrochemii Gtéwnego Urzgdu Miar w Warszawie; Pracownia Wzorcow
Chemicznych (PWCh) Wydziatu Chemii Analitycznej 1 Fizykochemii Okregowego
Urzedu Miar (OUM) w Lodzi.

Bibliografia:

pod red. P. Konieczko, J. Namies$nik: Ocena i kontrola jako$ci wynikow pomiardw
analitycznych, Wydawnictwo WNT Warszawa 2017
J. Miller, J. Miller: Statystyka i chemometria w chemii analitycznej, Wydawnictwo

Naukowe PWN Warszawa 2016
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*  W.Hyk, Z. Stojek: Analiza statystyczna w laboratorium, Wydawnictwo Naukowe PWN
Warszawa 2016

* M. Dobecki: Zapewnienie jako$ci analiz chemicznych, Instytut Medycyny Pracy im.
prof. J. Nofera w Lodzi 2004

* D.A. Skoog, D.M. West, F.J. Holler, S.R. Crouch: Podstawy Chemii Analityczne;,
PWN Warszawa 2006
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VI. Bledy w analizie chemicznej

Podczas wykonywania analiz chemicznych najistotniejszym zadaniem jest dostarczenie
wiarygodnego wyniku. Analizowanie réznych obiektow materialnych ma na celu ustalenie
ilosci sktadnikéw lub okreslonego sktadnika. Ilo§¢ ta zwykle ma duze znaczenie dla oceny
probki i obiektu badanego. Wazne dla tej oceny sg doktadno$¢ 1 precyzja uzyskanych wynikow,
ktore stanowig podstawowe kryterium jakos$ci pomiaru analizy chemicznej.

POMIAR stanowi 0g6t czynnosci, ktore wykonujemy w celu ustalenia wartosci danej wielkosci
mierzonej, bedacej cecha obiektu materialnego, procesu, zjawiska itp.
DOKEADNOSC pozwala ocenié zbiezno$¢ wyniku postepowania analitycznego i prawdziwej
wielko$ci mierzonej. Prawdziwa wielko$¢ mierzona jest zwykle nieznana, wigc nazywamy ja
WARTOSCIA UMOWNIE PRAWDZIWA lub PRZYJETA WARTOSCIA ODNIESIENIA.
Wielkos$¢ mierzona nazywana jest MEZURANDEM, jest to np. masa, stezenie lub inna badana
cecha analitu.
Doktadno$¢ charakteryzujemy iloSciowo okreslajac btad pomiaru, nazywanym BLEDEM
BEZWZGLEDNYM, bledem analitycznym lub bledem absolutnym. Jest on definiowany jako
roznica miedzy zmierzong warto$cig x a wartoscig rzeczywista. Moze by¢ dodatni lub ujemny
1 podawany jest zwykle w postaci wartosci bezwzglednej. Dla warto$ci $redniej z pomiarow
jest to roznica tej wartosci 1 wartosci rzeczywistej (n).

Eabs=x-p
Btad pomiaru wyrazony jest w takich jednostkach jak warto$¢ mierzona.
BLAD WZGLEDNY odnosi warto$¢ bledu bezwzglednego do wartosci rzeczywistej (p)
i okres$la tym samym jego znaczenie dla oznaczenia. Blad wzgledny dla probek o duzym
stezeniu nie powinien przekracza¢ 0,1%, dla oznaczania ilosci sladowych moze przekraczaé
nawet 20%. Btad wzgledny pomiaru jest wielko$cig niemianowang lub podawang
w procentach.

E = s _ XTH %E,, =~ .100
m n p

Wszystkie metody analityczne obarczone s3 btedami przypadkowymi i systematycznymi,

charakterystycznymi dla danej metody.

Bledy pomiaru i ich rodzaje
Kazdemu procesowi pomiarowemu towarzyszg BLEDY POMIARU, ktorych catkowite

wyeliminowanie nie jest mozliwe. Zadaniem analityka jest rozpoznanie ich zrodla, natury,
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ocena wielko$¢ 1 uwzglednianie na kazdym dalszym etapie obrobki danych. Ta przyjeta wartos¢
odniesienia jest przyczyna NIEPEWNOSCI POMIAROWEIJ, opisana ustalonymi bledami
pomiaru okre$lana jest RACHUNKIEM NIEPEWNOSCI.

Btedy pomiaru wynika¢ mogg z réznych zrodet i dzielg si¢ na dwie zasadnicze grupy:
BLEDY WSKAZANIA i BLEDY ODCZYTANIA. Ponizej przedstawiono ich sktadowe

mogace wptywac na ogdlny blad pomiaru:

Blad wskazania

1. Niedokladnos¢ narzgdzia pomiarowego zalezne od rodzaju i specyfiki tego narzedzia;

2. Btledy charakterystyczne dla metody pomiaru i Zle dopasowane do wartosci
mierzonej;

3. Niedoskonato$¢ obiektu podlegajacego badaniu — probka niejednorodna lub
niestabilna;

4. Niedoskonato$¢ narzedzia pomiarowego — zanieczyszczenia, niewlasciwy zakres
pomiaru (np. niewtasciwie dobrana analityczna dtugos¢ fali promieniowania), aparat
niewtasciwie kalibrowany, aparatura zuzyta;

5. Czynniki zewngtrzne wplywajace na prace narz¢dzia pomiarowego — temperatura
otoczenia w przebiegu pomiaru, wstrzasy, wptyw pola magnetycznego, podmuchy,

niestabilno$¢ napigcia pradu zasilajacego aparature pomiarowa.

Bledy odczytania

1. Niedoskonalo$¢ zmystéw analityka lub brak umiejetnosci oraz wprawys;

2. Niewlasciwe oswietlenie;

3. Trudno$¢ w odczytaniu wyniku wynikajagca z niedoskonalo$ci narzgdzia —

nieczytelna skala, niestabilno$¢ odczytywanej wartosci.

Bledy pomiaru rozpatrywane sa na podstawie pochodzenia, mozliwosci ich niwelowania
1 unikania ich wptywu na wynik koncowy. Zwigzany jest z tym podziat podstawowy rodzajow
btedow wystepujacych w analizie chemicznej 1 sposobu postepowania w przypadku ich

wykrycia.

Bledy przypadkowe
Podstawowa grupa btedéw, pojawiajaca si¢ podczas pomiaréw sa BLEDY
PRZYPADKOWE. Te btedy sa wlasciwie nieodlagcznym efektem kazdego pomiaru, wigc nie
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mozna ich wyeliminowaé. Zwykle sq niewielkie 1 dzigki temu nie wplywaja na wynik
koncowy. Ich catkowity brak w serii pomiar6w moze $wiadczy¢ o podswiadomym dazeniu
analityka do uzyskania jednakowych wynikéw. Dzieje sie tak w przypadku, gdy sugestia moze
wplywa¢ na widoczne efekty pomiaru (zmiana barwy, odczytanie wyniku na skali narz¢dzia
pomiarowego itp.). Uniknigcie btedow przypadkowych w taki sposéb pozbawia analityka
mozliwosci usrednienia wynikdw 1 oceny precyzji pomiaru. Przyczyny bledéw
przypadkowych nie sa dokladnie znane. Nie mozna tez przewidzie¢ ich wielko$ci. Na ich
powstawanie majg wptyw zakldcenia réznego pochodzenia. Zaktocenia te wplywaja na sygnat
mierzony, probke lub dziatanie analityka. Bledy przypadkowe powodujq niewielki rozrzut
wokol pewnej wartosci $Sredniej. Pomiary moga by¢ wieksze lub mniejsze od sredniej. Wyniki
w serii wielokrotnie powtarzanego pomiaru uwidaczniaja je roéznigc si¢ migdzy soba. Nie
mozna zapobiega¢ powstawaniu btedoéw przypadkowych.

Blad przypadkowy kwalifikowany jest jako zdarzenie losowe i podlega rozkladowi
statystycznemu, zazwyczaj rozkladowi normalnemu (Gaussa). Statystycznie wigc ze
wzrostem wartosci tego btedu maleje prawdopodobienstwo jego wystgpienia. Najbardziej
prawdopodobne jest uzyskanie wyniku bliskiego $redniej arytmetycznej bedacej w tym
przypadku najlepszym oszacowaniem. Jako$¢ $redniej wzrasta ze wzrostem liczby pomiaréw
w powtarzalnych warunkach. Jak wida¢ bledy przypadkowe zazwyczaj dotycza zmian, ktore
nie s3 skutkiem celowych dziatan i zachodza w kilku kolejnych pomiarach wykonywanych
przez tego samego analityka z najwyzsza staranno$cia, przy niemal identycznych parametrach
eksperymentalnych.

Podczas kazdego pomiaru moze pojawi¢ si¢ BLAD SKRAJNY (zwany tez GRUBYM
lub NADMIERNYM). S3 to btedy przypadkowe o bardzo duzych wartosciach 1 bardzo matym
prawdopodobienstwie wystgpienia. Poniewaz moga wplynaé w sposob istotny na wartos¢
Srednia wyniku, powinny by¢ odrzucane przy pomocy odpowiednich testow statystycznych.
Przyczyna takiego btedu moga by¢ pojedyncze, wigksze zaktdcenia. Najczesciej jest to btad
operatora: nieprawidlowe wykonanie pomiaru, btedny odczyt, btgdny zapis wyniku, zte
pobranie probki, zte wykonanie procedury oznaczen, blad w obliczeniach, zle ustawienie
pokretel, nie przeplukanie biurety, pipety roztworem odmierzanym. Niekiedy btedy te wynikaja
z naglej awarii aparatury lub naglej zmiany warunkéw fizycznych srodowiska do§wiadczenia.
Bledy grube powinny by¢ zauwazone i eliminowane jak najwczesniej, aby unikng¢
wprowadzenia ich do obliczen wynikow badan. Istnieje $cisty sposob kwalifikowania biedow
jako nadmierne, zwany metoda 36 (sigma). Rozktad normalny wynikow pomiaru pozwala na

obliczenie S$redniej arytmetycznej i odchylenia standardowego. W przedziale utworzonym
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przez £3 odchylenia standardowe wokot Sredniej znajduje si¢ ok 99,7% wynikdéw. Pozostate
wyniki uznajemy za btedy grube i eliminujemy. Istnieje wiele innych sposdb na wykrycie
btedow grubych, ktére moga by¢ przydatne w pracy laboratoryjnej, sa to m.in. test Grubbsa,

Q-Dixona czy Kryterium Chauveneta.

Bledy systematyczne

Inng grupg btedow w analizie laboratoryjnej sg BLEDY SYSTEMATYCZNE (nazywane
tez OBCIAZENIEM). Moga by¢ mate lub duze, ale maja charakter staly. Btedem takim nazywa
si¢ odchylenie otrzymanego wyniku ($redniej z wynikéw), ktoére wystepuje zawsze lub
okresowo podczas wykonywania oznaczen dang metoda lub za pomoca danego przyrzadu.
Zmiana sygnalu wywotana btedem systematycznym zachodzi w tym samym kierunku (stale
zawyza lub zaniza odczyt o t¢ samg warto$¢). Jednoczesne wystepowanie biedow
przypadkowych moze utrudni¢ zauwazenie tego trendu, jezeli btedy beda tego samego rzedu.
Przyczyny bledu sa SciSle okreslone. Moga by¢ ustalone i usunigte poprzez korekte
postgpowania. Jezeli przyczyna nie moze by¢ usunigta, wprowadzona jest odpowiednia
poprawka lub standaryzacja. Do przyczyn bledow systematycznych naleza: metoda pomiaru
(niedociggnigcia i uproszczenia metody); btad przyrzadu (ograniczona doktadnos¢ aparatury);
zanieczyszczenie odczynnikow; praca analityka. Glowne przyczyny powstawania btedow
systematycznych sg podstawa podziatu i charakterystyki. Ponizej przedstawiono ich definicje.

BLEDY METODYCZNE wynikajg z istoty metody pomiarowej i nie mogg by¢ usuniete.
Blad metodyczny powinien by¢ maty, tak by byl mozliwy do pominigcia. Wynika on np.
z konieczno$ci dodania nadmiaru odczynnika dla uzyskania dostrzegalnego efektu, zbyt wolno
przebiegajacej reakcji i1 innych. Zwigzany jest z potrzebami metody analitycznej. Tego typu
btedy dotycza niekompletnosci reakcji, np. rozpuszczalno$¢ osadow, rozklad, ulatnianie
substancji badanej, r6znica miedzy uzyskanym punktem koncowym a teoretycznym punktem
kofncowym oznaczenia. Istnieje bardzo wiele mozliwych przyczyn bledéw systematycznych.
Sa nimi niedociagni¢cia i uproszczenia metody. Podczas stracania trudno rozpuszczalnego
osadu, w ramach analizy wagowej, wystepuje zjawisko wspolstracania innych skladnikow
probki prowadzace do zawyzania wyniku, w pomiarach masy pomijamy zmiany przyspieszenia
ziemskiego wywotane szeroko$cig geograficzng, wptywem Ksiezyca oraz Stonca. Przejawem
niedociagnigcia procedury jest tez odchylenie warunkéw prowadzenia pomiaru wzgledem
warunkow, w jakich system byl wzorcowany. Zmiana temperatury powoduje m.in. zmiany

wymiaréw badanego obiektu oraz samego systemu pomiarowego, zmiany rezystancji, wibracje
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moga zaktoca¢ pomiar masy. Procedura powinna przewidywac i takie sytuacje i zwraca¢ na
nieuwage.

BLEDY APARATUROWE zwiazane sa z niedoktadnosciq urzqdzenia pomiarowego lub
jego niestabilng pracg. Bledy zwigzane ze stosowanymi przyrzadami lub odczynnikami sg
wynikiem uzywania nieskalibrowanych lub wadliwych urzadzen pomiarowych. Moga rowniez
wynika¢ z uzycia niewlasciwych lub zanieczyszczonych odczynnikéw. W tym zakresie
wystepuja tez bledy addytywne, ktore sa wynikiem obecnos$ci zanieczyszczen w substancjach
wzorcowych 1 substancji oznaczone;.

Wszystkie przyrzady sa zrodlem potencjalnych btedow systematycznych. Najczesciej
wystepuja tu: blad wskazania przyrzadu pomiarowego opisany w $wiadectwie wzorcowania;
wahania napiecia zrodta pradu; zabrudzenie lub korozja stykow; zuzycie zrédla
promieniowania.

Bledy te mogg by¢ usuwane przez staranne i czeste kalibrowanie przyrzgdow

pracujgcych w tych samych warunkach.
Inne przyczyny bledow aparaturowych to ograniczona dokladno$¢ przyrzadu. Kazdy
przyrzad ma ograniczong rozdzielczos$¢, ktora umozliwia odczyt z okreslong 1 skonczong
doktadno$cig. Istnieja reguly postgpowania w przypadku odczytu z miernika analogowego, gdy
bierze si¢ pod uwage grubos¢ wskazowki oraz dlugos$¢ dziatki elementarnej, a takze tasm
mierniczych, katomierzy, termometréw. W tych przypadkach za btad maksymalny uznaje si¢
na ogot potowe dzialki. Inne zasady obowiazuja podczas odczytu z miernikow cyfrowych, ktore
generuja niepewnos$¢ rdOwna co najmniej ostatniej cyfrze znaczacej, gdy wskazania sa stabilne
lub potowe zakresu zmian plus jedna cyfra znaczaca, gdy wskazania wahajg si¢ w pewnym
zakresie.

BLEDY INDYWIDUALNE (OPERATORA) to btedy ludzkie i operacyjne zwigzane sg
z nieprzestrzeganiem przyjetego toku postepowania procedury analitycznej, np. nadmierne
przemywanie osadu, utrzymywanie nieprawidlowych temperatur, narazanie substancji
higroskopijnych na dziatanie wilgoci. Do tej grupy bledow zalicza si¢ rowniez btgdy zwigzane
z niemoznoscia uzyskania przez analityka dokladnych wynikéw, np. niektore osoby nie sg
w stanie zaobserwowac¢ ostrych zmian koloru w analizie miareczkowej, co powoduje dodanie
wigkszej ilosci odczynnika miareczkujacego niz jest wymagana. Przyczyng jest tez brak
doswiadczenia lub umiejetnosci analityka: przenoszenie osadu na saczek, wazenie ciepltych
naczyn wagowych, nieprawidtowa lokalizacja menisku w biurecie, nie przemycie pipety

roztworem odmierzanym.
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Bledy systematyczne maja okreslong warto$¢ wraz z uzasadniona, dajaca si¢ przypisac
przyczyna oraz sag mozliwe do uniknigcia Bledy systematyczne mozna istotnie zmniejszy¢,
stosujac:

. kalibracje urzadzen, aparatury,

. wykonywanie rownolegle analizy proby kontrolnej,

. wykonywanie réwnolegle analizy Slepej proby,

. krzyzowe sprawdzanie wynikow r6znymi metodami analizy,
. metode¢ dodawania wzorca,

. metode standardow wewnetrznych,

~N N hn kA W NN =

. nabieranie wprawy przez analityka.

Korzystajac z wynikdéw niezaleznych metod, wiedzy i do§wiadczenia oraz informacji
w poradnikach analitycznych mozna oszacowaé wielko$¢ btedu systematycznego 1 w oparciu
o to ustali¢ poprawke, dla danej metody. Poprawke nalezy doda¢ lub odja¢ od ustalonego
wyniku obcigzonego btedem. W ten sposéb z wyniku surowego uzyskujemy wynik
skorygowany. Ustalenie poprawek jest waznym elementem walidacji 1 musi znalez¢ si¢
w kazdym sprawozdaniu.
Doglebna analiza btedéw pozwala na dobre oszacowanie niepewnosci pomiarowej 1 jest

niezbednym etapem procesu analitycznego.

Niedokladnos¢ pomiaru

Ocene niedoktadno$ci pomiaru mozna wykona¢ dwoma sposobami: tradycyjnym —
opartym na pojeciu bledu granicznego lub obecnie zalecanym — opartym na pojeciu
niepewnosci standardowej. Zapis wyniku pomiaru wyznacza przedziat ufnosci, wewnatrz
ktérego prawdopodobnie wystepuje warto$¢ rzeczywista. Prawdopodobienstwo wystapienia
warto$ci rzeczywistej] w tym zakresie jest okreslone podanym przedzialem ufnosci.

Wazng informacje¢ jest tu sposdb zapisu wyniku ustalajacy liczbe cyfr znaczacych. Zapis
34,5 (3 cyfry znaczace) oznacza, ze blad bezwzgledny wyznaczenia liczby jest mniejszy lub
réowny 0,05. Zapis 34 oznacza, ze btad jest rzedu 1.
Zgodnie z regutami, liczba 120 ma trzy cyfry znaczace. Jezeli z wartosci btedu wynika, ze
ostatnie 0 nie jest cyfra pewng tzn. blad jest wigkszy od 0,5 to nie wykazujemy jej stosujac
forme zapisu naukowego 1,2 -10?, poniewaz w tym zapisie wszystkie cyfry traktowane s3 jako

cyfry znaczace.
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Zapis 20,0 jest poprawny, gdy btad bezwzgledny jest mniejszy lub rowny 0,05, mimo, ze liczba
cyfr znaczacych wynosi 1.
Liczbg, po zaokragleniu zapisano w postaci 67,2. Podane w liczbie 67,2 trzy cyfry znaczace

oznaczaja, ze maksymalny blad bezwzgledny wynosi 0,05.

Zalecenia zapisywania bledu bezwzglednego i niepewnosci pomiarowej
Btad bezwzgledny powinien by¢ zapisany z podaniem dwodch cyfr znaczacych.
Zaokraglajac niepewnos$ci pomiarowe dokonujemy zaokraglenia w gore. Gdy obliczony btad
bezwzgledny wynosi 3,12 po zaokragleniu do 2 cyfr znaczacych zapisujemy go jako 2,2.
Zasady zaokraglania wynikow pomiaroéw i ich niepewnosci.
Zasada gléwna moéwi, ze najpierw nalezy zaokragli¢ warto$¢ niepewnosci pomiaru a dopiero
potem warto$¢ wyniku pomiaru badanej wielkosci fizyczne;.
Warto$¢ niepewnosci zaokragla si¢ zwykle w gore do dwoch cyfr znaczacych otrzymanych
wartosci lub do jednej cyfry znaczacej, jezeli nie zmieni to warto$ci niepewnos$ci o wigcej niz
10%.
Wynik pomiaru oblicza si¢ o jedno miejsce dalej niz miejsce dziesi¢tne na ktorym zaokraglono
niepewno$¢, po czym nalezy zaokragli¢ do tego miejsca dziesigtnego, do ktorego zaokraglono
niepewno$¢ (wg podanych zasad zaokraglania wynikow).
Wyniki koncowe (warto$¢ mierzonej wielkos$ci fizycznej 1 jej niepewnosci) nalezy zapisywac,
tak, by niezerowe cyfry wartosci niepewnosci znajdowaly si¢ na miejscach dziesigtnych

1 setnych.

Podsumowanie
Najczestsze przyczyny blednych wynikow analizy:
1. Bfednie wykonane czynnosci przygotowawczych;
2. Zanieczyszczenie podczas pobierania 1 przechowywania probek;
3. Brak homogennosci probki;
4. Zanieczyszczenia probek lub roztwordw probek podczas przygotowania do analizy (czystos¢
narzedzi, naczyn, zmiana jakos$ci odczynnikow, zmiana warunkow fizycznych);
5. Adsorpcja lub desorpcja z powierzchni naczyn, aparatury, filtrow itp.;
6. Straty z powodu lotnosci sktadnikow probki;
7. Zaktdcenie przebiegu reakcji chemicznych;

8. Wpltyw matrycy (interferencje);
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9. Nietrwalo$¢ roztworow;

10. Nieodpowiednie substancje, z ktérych wykonano wzorce;

11. Btedy przy przygotowaniu probek do analizy (straty analitu, zanieczyszczenie, reakcje
uboczne);

12. Btedy metodyczne;

13. Btedy pomiaru instrumentalnego;

14. Btedy obliczeniowe (przeliczenia, nieprawidtowe zaokraglenia, bledne jednostki, btedny
wybor liczby cyfr znaczacych);

15. Btedy kontroli jakos$ci (brak kontroli, zbyt rzadka kontrola, nieprawidtowa kontrola).
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VII. Kryteria wyboru w planowaniu i realizacji analizy chemicznej

Ponizej przedstawiono terminy pochodzace ze stownika chemii analitycznej, opisujace
definicje 1 zasady analityki oraz cechy charakteryzujace metody analityczne.
Technika analityczna — zesp6t metod analitycznych wykorzystujacych to samo zjawisko
fizyczne.
Metoda analityczna — sposéb identyfikacji (wykrywania) lub oznaczania sktadnika probki.
Metoda analityczna przedstawia strategiczng koncepcje uzyskiwania optymalnych informacji
o obiekcie badan przy zatozonej zasadzie pomiaru. Ustala gldwny zarys przebiegu analizy.
Metoda analityczna to konkretny sposdb oznaczania analitu za pomocg danej techniki, poprzez
wykonanie okreslonego postgpowania. Metoda analityczna obejmuje proces od pobrania probki
do otrzymania wyniku i jego opracowania.
Strategia — procedura analityczna — sposob postepowania uwzgledniajacy caty proces od
pobrania prébki do oceny wynikéw. Procedura jest opisana w normach i instrukcjach.
Procedura analityczna to caly proces metody analitycznej i uzyskana na podstawie
opracowanych wynikow informacja analityczna.
Zasada pomiaru — opisuje sposob stosowania okreslonych zjawisk przyrodniczych w celu
uzyskania informacji analitycznych. Opis obejmuje wzajemne oddzialywania, jakim musi by¢
poddana probka celem uzyskania odpowiedzi analityczne;.
Skladniki glowne — nazywane roOwniez matryca probki stanowig od 1 do 100% zawartos$ci
probki
Sktadniki uboczne — nazywane tez domieszkowymi stanowig od 0,01 do 1% sktadu probki
Skitadniki sladowe — ich zawartos¢ w probce nie przekracza 0,01%. Trudno$¢ oznaczenia
sktadnikow $ladowych jest tym wigksza im mniejsze jest stgzenie. Wynika rowniez ze sktadu
probki.
Wykrywalnosc/granica wykrywalnosci/limit detekcji (LOD) — najmniejsze stezenie lub ilos¢
analitu w badanej probce, ktore mozna wykry¢ dang metoda z okreslonym
prawdopodobienstwem.
Oznaczalnosé/limit oznaczalnosci/granica oznaczalnosci (LOQ) — najmniejsze stezenie lub
ilo$¢ analitu w badanej probce, ktore mozna oznaczy¢ dang metoda.
Czulos¢ metody analitycznej — stosunek przyrostu sygnatu analitycznego do przyrostu

zawartoS$ci (lub stezenia) oznaczanego analitu.
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Precyzja metody — oznacza stopien zgodnosci migedzy wynikami uzyskanymi w okreslonych
warunkach, przy wykonaniu wielokrotnych pomiaréw tej samej wielko$ci. Miarg precyzji jest
odchylenie standardowe zebranych wynikéw z serii pomiaréw dla tego samego wzorca. Mala
wartos$¢ odchylenia standardowego oznacza duzg precyzje i powtarzalno$¢ wynikow.
Doktadnosé — stopien zgodnosci wartosci rzeczywiste] ze Srednig arytmetyczng wynikow
uzyskanych dla oznaczanej wielkosci.

Selektywnos¢ metody — mozliwo$¢ zastosowania metody do wykrycia lub oznaczenia tylko
pewnej liczby sktadnikow.

Specyficznosé¢ metody — mozliwos¢ zastosowania metody w okreslonych warunkach do analizy
tylko jednego sktadnika probki.

Uniwersalnos¢ metody — mozliwos$¢ stosowania jej w duzym zakresie stezen oznaczangj
substancji lub do oznaczania réznych sktadnikow.

Niezawodnosé — uzyskane wyniki zaleza w niewielkim stopniu od czynnikow nie ujetych

w opisie metody.

Proces analityczny
Proces analityczny rozpoczyna si¢ od postawienia problemu i konczy si¢ na analizie
wynikow 1 przygotowaniu raportu. Wyborem postepowania analitycznego, do rozwigzania
konkretnego zadania, kieruja r6zne potrzeby i ograniczenia.
Realizacja procesu analitycznego odbywa si¢ w kilku réznych obszarach:
1. Ogolne okreslenie problemu
2. Praca koncepcyjna, oparta na wiedzy analityka 1 zrodtach podstawowych informacji —
rozpoczyna prace oraz prowadzi do weryfikacji 1 ustalen na wszystkich etapach procesu
3. Okreslenie analitycznych aspektow problemu
4. Wybor 1 ustalenie procedury analitycznej — od pobrania probki do interpretacji
wynikéw. Wybor ten zalezy od: wlasciwosci analizowanej probki; od zakresu
postawionego zadania analitycznego; od mozliwosci realizacji zadania, z zachowaniem
jakosci wynikow.
Wybdr postepowania analitycznego, jego przygotowanie 1 realizacja w pelnym zakresie
Ocena wiarygodnosci wynikow analizy

Whnioskowanie

© N oo w»

Koncowe sprawozdanie
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Analiza chemiczna realizowana jest poprzez zastosowanie wielu technik i metod w celu
uzyskania i oceny informacji o istocie materii. Roznorodnosé i wielos¢ metod analitycznych
nie sq przypadkowa. Wskazany analit zbadaé moina wieloma sposobami. Zwykle jednak
wybierana jest jedna konkretna metoda, ktora pozwala na uzyskanie poprawnego wyniku
analizy. Wyborem tej metody analitycznej kierujq roZnie potrzeby i ograniczenia. Wybor
zaleiy zarowno od wlasciwosci analizowanej probki, jak i od postawionego zadania

analitycznego.

Zakres wspolpracy zleceniodawcy (Z) i analityka (A) w kolejnych etapach realizacji
procesu analitycznego:

Ogolne okreslenie problemu (Z)

Okreslenie analitycznych aspektéw problemu (Z, A)

Wybor procedury analitycznej (A, Z)

Pobieranie probek (Z+A)

Przygotowanie probki (A)

Pomiar (A)

Obrobka wyniku (A)

Whnioskowanie (A)

Sprawozdanie koncowe (A, Z)

Kryteria wyboru w procesie analitycznym

KRYTERIUM I - wymagania i potrzeby analizy

1. Informacje konieczne do sformulowania problemu (Z):
a. Jakiego zakresu informacji analitycznej dotyczy zadanie?
b. Czy badana bedzie pojedyncza probka, czy seria prob?
c. Jaka jest 1lo$¢ 1 dostepno$¢ materiatu do pobrania probki reprezentatywne;j?
d. Jaki jest stan skupienia materii badanej?
e. Jaki jest dopuszczalny czas realizacji zadania?
f. Jaka jest dopuszczalna niepewno$¢ pomiardw?
g. Jaka jest dopuszczalna wysokos¢ kosztow realizacji zadania?

Odpowied? na te pytania pozwala na racjonalne podejmowanie dalszych wyborow
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2. Informacje zawarte w zleceniu (Z):

a. Rodzaj oczekiwanej informacji — jakos$ciowa, ilosciowa, strukturalna, wymagana
precyzja i doktadnos$¢ oznaczen;

b. Wielkos¢ probki i zawartos¢ analitu w probce — wybieramy metody wystarczajaco
czule oraz z uzytecznym zakresem oznaczalnosci;

c. Obecnosé innych sktadnikow probki (matryca) — wybieramy metody selektywne
lub/i specyficzne, w ktorych sygnat jest generowany tylko przez analit, lub nie
wystepuje interferencja sktadnikow towarzyszacych;

d. Rodzaj, charakter i budowa analitu — wybieramy te techniki, ktore oparte sg na
obserwacji zjawisk fizycznych lub chemicznych, generowanych przez analit
w warunkach dostgpnej metody, o oczekiwanych parametrach. Prawie kazda
wiasciwos¢ fizyczna lub fizykochemiczna charakteryzujaca dany pierwiastek lub
zwigzek moze by¢ podstawa jego analizy metodami klasycznymi lub
instrumentalnymi;

e. Mozliwosé zastosowania analizy niszczacej lub koniecznos¢ oszczedzenia probki.
Jesli probka jest potrzebna do innych badan lub z innych przyczyn nie moze ulec
Zniszczeniu, stosujemy jedng z metod nieniszczacych - bezposrednich;

f. Oczekiwany termin wykonania zadania (zalezy od czasu potrzebnego do
ewentualnego opracowania nowej metody 1 pozyskania potrzebnych materiatow);

g. Koszt analizy. Zleceniodawca musi okresli¢ swoje mozliwosci, co pewnie ograniczy
mozliwy zakres wyboru metod;

h. Mozliwosci techniczne laboratorium. Analityk najpewniej zechce postuzy¢ sie

posiadanym sprzetem i1 aparaturg do realizacji zadania.

KRYTERIUM II — wybor techniki i metody analitycznej (Z, A)

Technika analityczna — grupa metod analitycznych wykorzystujacych to samo zjawisko
fizyczne, fizykochemiczne lub chemiczne, mozliwe do obserwacji w danym analicie.
Zjawisko to musi odpowiada¢ potrzebom postawionego zadania.

Metoda analityczna — sposéb oznaczania analitu za pomoca danej techniki, odpowiadajacy

potrzebom zadania.
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Ogolne zasady wyboru techniki i metody analitycznej
1. Cel
a. rodzaj analizowanego materiatu, w tym rodzaj matrycy,
b. dostepna wielko$¢ probki (skala),
¢. poziom zawartosci oznaczanego skladnika (granica oznaczalno$ci, granica
wykrywalnosci),
d. dopuszczalny czas trwania analizy,
e. wymagana doktadnos¢ i precyzja wyniku (czutosé),
2. Koszty wykonania analizy
a. aparatura (amortyzacja),
b. robocizna,
c. koszty materiatowe (gazy techniczne, odczynniki, rozpuszczalniki).
3. Stan wyposaZenia laboratorium
a. posiadana aparatura,
b. doswiadczenia personelu,
¢. odczynniki,

d. wzorce analityczne.

Kryteria szczegolowe
1. Wybor techniki analitycznej oparty jest gtdownie na cechach charakterystycznych
materiatu przeznaczonego do badania:
a. budowa chemiczna analitu;
b. cechy fizykochemiczne analitu;
c. reaktywnos$¢ chemiczna analitu.
Pozwalaja na wybor techniki na podstawie mozliwosci oddzialywan analitu ze
srodowiskiem analizy.
2. Wybor konkretnej metody analitycznej oparty jest na bardziej szczegdlowych
informacjach o metodzie, probce oraz analicie.
a. selektywno$¢ odczynnika i metody — dla niewielkich ilo$ci analitu w probce;
b. specyficzno$¢ odczynnika i metody — dla badania tylko jednego sktadnika probki;
¢. uniwersalno$¢ metody — dla oznaczania wielu sktadnikow.
d. czuto$¢ metody — zalezna od zawartosci sktadnika probki, wazna dla wymagane;j

wykrywalnosci 1 oznaczalnosci analitu;
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e. doktadnos¢ 1 precyzja metody

Pozwalaja na wybor metody dla osiagni¢cia oczekiwanej informacji jakosciowej
lub ilosciowej i wiarygodnego wyniku na oczekiwanym poziomie zmian st¢zenia.
3. Podzial metod wg sposobu oznaczen koncowych

a. Metody oparte na chemicznych reakcjach analitycznych, ktérych podstawg sg

zjawiska chemiczne (reakcje analityczne)

b. Metody oparte na wtasciwos$ciach fizycznych,

¢. Metody oparte na pomiarze promieniowania powstajagcego w wyniku reakcji

jadrowych (a, B, ).

d. Metody rozdzielcze stuzace wyizolowaniu substancji, jej identyfikacji

1 oznaczaniu, dzigki zréznicowanej odpowiedzi substancji na warunki rozdziatu.

e. Metody oparte na innych zjawiskach fizycznych

KRYTERIUM III — wybor procedury analitycznej (A, Z)

Procedura analityczna
1. Procedura analityczna jest to szczegolowy sposob postepowania od pobrania
probki do interpretacji wynikow. Jej opracowanie wynika z uwzglednienia potrzeb
technicznych wybranej metody, charakter badanego obiektu (homogennos¢, dostepnosé
materiatu), inne wymagania zleceniodawcy) 1 uwzglednia:

a. wielko$¢ 1 szczegdtowe warunki pobierania probki;

b. potrzebe izolowania analitu i szczegdtowe warunki przygotowania probki;

¢. uzywane stezenia, objetos¢ 1 czystos¢ odczynnikow;

d. szczegdtowe warunki i sposob wykonania pomiaru;

e. sposob przedstawienia wynikow (np. wykresy, tabelaryczne/liczbowe);
Niektore procedury opisane sa w normach i instrukcjach. Jesli sa dost¢pne, nalezy

ich bezwarunkowo przestrzegac.

KRYTERIUM 1V - pobieranie probek (Z+A)

Zasady ogolne dotyczace materii badanej i probek
1. Analiza chemiczna jest zwykle prowadzona dla niewielkiej czgsci obiektu badanego

nazywanego probkg;
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4.

Pobranie probki jest pierwszym etapem procedury analitycznej, opartym na
wynikach formutowania problemu oraz rodzaju obiektu badanego;

Niezbgedne w procesie analitycznym jest pobranie probki reprezentatywnej,
posiadajacej wlasciwosci badanego obiektu;

W pobraniu probki wyborowi podlega strategia pobierania, ktora jest decydujaca dla

jakosci ostatecznego wyniku analizy;

5. Jakosé¢ i przydatnosé informacji analitycznej nie bedq lepsza niz jakos¢ pobranej
probki, ktora zalezy od trafnosci wyboru strategii pobierania;

6. W przypadku cigglego pobierania probek oraz przygotowania probek biologicznych
i mikrobiologicznych stosowane sg specjalne techniki;

7. Wielkos¢ probki, ktora nalezy pobrac, zalezy od zakresu oznaczalnosci metody
analitycznej i zawarto$ci oznaczanego skladnika w probce;

8. Oszacowanie wplywu roZnych parametrow na wielkosé probki reprezentatywnej;

9. Zalezno$ci wielko$ci (masa, objetos¢) probek jednostkowych od wielkos$ci badanego
obiektu materialnego — im wigkszy obiekt, tym wigcej probki nalezy pobraé;

10. Wplywu niejednorodnosci badanego obiektu na wielkosé prébek jednostkowych. Im
wiegksza jest niejednorodnosé materiatu, tym wigksze probki nalezy pobiera¢ — tak
by probka zawierala wszystkie sktadniki materialu — ograniczenie wielkosci to
moZliwe ograniczenie skladu;

12. Liczby probek jednostkowych, ktére powinny by¢ podstawa do utworzenia probki
ogoélnej] — im wigksza jest niejednorodnosé materialu, tym wiecej probek
jednostkowych nalezy pobiera¢ — tak by probka zawierata wszystkie sktadniki
materiatu — ograniczenie liczby probek to moZliwe ograniczenie sktadu probki
reprezentatywnej;

Rodzaje probek

1. Probka reprezentatywna — czg¢$¢ materiatu, ktora nie r6zni si¢ od catos$ci materiatu

badanego pod wzgledem danej cechy;

Probka pierwotna — cz¢$¢ partii materiatu pobrana jednorazowo z jednego miejsca;
Probka jednostkowa — czg$¢ materiatu zlozona ze wszystkich probek pierwotnych
pobranych z okreslonego miejsca;

Probka ogolna — cz¢$¢ partii materiatu ztozona ze wszystkich probek pierwotnych

pobranych z danej partii;
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Probka laboratoryjna probka przygotowana z probki ogdlnej, ktora zdolna jest
reprezentowac wlasciwosci materiatu, przeznaczona do prowadzenia analiz;

Probka do badan probka przygotowana z probki laboratoryjnej, z ktdrej pobiera si¢
probke analityczng;

Probka analityczna cz¢$¢ pobrana z probki laboratoryjnej, przeznaczona w catosci
do jednego oznaczenia;

Probka wzorcowa probka o doktadnie znanym sktadzie. Przeznaczona do kalibracji;

Probka rozjemcza probka majaca na celu ustalenie zawartosci sktadnikéw, ktorych
oznaczenia wykonane przez rozne laboratoria nie sg zgodne; wyniki analizy probki
rozjemczej wykonane w instytucji przyjetej przez zaktady sq obowiqzujgce dla obu

stron,

10. Probka zloiona sekwencyjnie probka powstala na skutek pobierania probek

jednostkowych do jednego pojemnika wedtug ustalonego programu.

Zasady pobierania probek, zalezne od obiektu badanego (Z+A)

Pobrana do badan probka musi odpowiadac obiektowi, z ktorego pochodzi zar6wno

pod wzgledem iloSciowym, jak i jakoSciowym.

Pobranie probki jest pierwszym etapem procedury analitycznej, opartym na

wynikach formulowania problemu oraz rodzaju obiektu badanego.

Zasadnicze czynniki warunkujgce reprezentatywnos¢ probki

1. Pobrana probka musi by¢ dostatecznie duza;

2. Probki pierwotne pobrane losowo.

3. Nalezy zapewni¢ niezmienno$¢ sktadu pobranej probki ogdlnej na wszystkich
dalszych etapach.

4. Nalezy zapobiega¢ zmniejszeniu jednorodnos$ci probki ogodlnej, czy tez przelewaniu
roztworow zawierajacych lotne sktadniki.

5.  Wlasciwosci badanego obiektu wplywajqce na sposéb pobrania i postegpowania z,

probkg:

a. stan skupienia (cialo stale, ciecz, gaz),
b. sktad fazowy,

c. jednorodnosé,
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d. wielkosé,
e. twardosé,
f. lotnosé,

g. trwalosé,

h. obiekt przeznaczony do analizy ciggtej lub do pojedynczego pomiaru.

Ogolny schemat pobrania i post¢powania z probka

1. Z catkowitej ilo$ci materiatu (np. hatda, produkcja dobowa, tadunek statku, pociagu)
pobiera si¢ (w sposob losowy) parti¢ materialu (szarza produkcyjna, wagon, worek).

2. Z réznych losowych miejsc partii materiatu pobieramy tzw. probki jednostkowe. 110¢
i sumaryczna wielko$¢ probek jednostkowych wynosi¢ powinna 0,01-1% wielkos$ci
partii materiatu. Zalezy to od stopnia jednorodno$ci materiatu (im bardziej jednorodny,
tym mniejsze probki pierwotne i jednostkowe).

3. Probka ogélna powstaje z potaczenia poszczegolnych probek jednostkowych. Probka
ogolna jest doktadnie rozdrabniana i mieszana.

4. Zmniejszenie masy probki ogoélnej odbywa si¢ réznymi metodami i prowadzi do
otrzymania sredniej probki laboratoryjnej;

5. Probke te dzieli si¢ na #rzy czesci, z ktorych jedna przeznaczona jest do analizy, druga
przekazuje si¢ zleceniodawcy analizy, natomiast trzecia trafia do archiwum jako tzw.
probka rozjemcza.

6. Probka powinna by¢ tym wigksza im mniej jednorodny jest materiat badany.

W przypadku cigglego pobierania probek oraz przygotowania probek biologicznych

i mikrobiologicznych stosowane sq specjalne techniki.

Kolejnos¢ pobierania probek
1. Najmniejsza probka reprezentatywna, ktorej struktura nie rozni si¢ zasadniczo,
pod wzgledem badanej cechy od populacji generalnej (dobor procedury
postepowania z materialem niejednorodnym dla uzyskanie probki
reprezentatywne;j);
2. Probka laboratoryjna przeznaczona do prowadzenia procedury analitycznej;
3. Probka analityczna w catosci przeznaczona do jednego oznaczenia lub

wykorzystywana bezposrednio do badania.
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KRYTERIUM V - przetwarzanie probki (A)

Cele i zadania poszczegolnych etapow przygotowania probek

1.

Zapewnienie stabilnosci probki na etapie transportu i przechowywania -
Konserwacja chemiczna, Konserwacja termiczna., Liofilizacja.

Uzyskanie homogenicznosci pobranej probki - Mielenie. Mieszanie. Analiza
sitowa

Usunigcie sktadnikow przeszkadzajqgcych (interferentow) - Odpylanie (probki
gazowe). Usuwanie zawiesiny (probki ciekie). Osuszanie probek. Odtlenianie
probek. Usuwanie sktadnikow reaktywnych

Chemiczna konwersja analitow (derywatyzacja) do postaci tatwej do: izolacji,
rozdzielania sktadnikéw mieszanin, wykrywania i oznaczania ilo§ciowego
Wymiana matrycy probki na matryce ,,przyjazng” w stosunku do stosowanego
przyrzadu pomiarowego — ekstrakcja analitow z probki

Podniesienie stgienia analitu w probce do poziomu umozliwiajacego
przeprowadzenie analizy ilosciowej — wykorzystanie szerokiego spektrum
technik wzbogacania analitow (w wielu przypadkach operacja ta jest potgczona
z etapem wymiany matrycy).

Zmniejszenie ilosci zuZywanych odczynnikow (w tym takze rozpuszczalnikow)
— wykorzystanie tzw. bezrozpuszczalnikowych technik przygotowania probek.

Zmniejszenie skali oznaczen (miniaturyzacja procesu analitycznego)

Wstepna obrobka i kondycjonowanie probki — przygotowanie probki

1. Probki muszq zostaé przeksztalcone w postaé odpowiednig do zastosowania

wybranej techniki i metody.

a. Wigkszo$¢ metod analitycznych wymaga przeprowadzenia probki do
roztworu (grawimetria, miareczkowanie, spektrofotometria UV-Vis,
spektrofluorymetria, fotometria ptomieniowa, absorpcyjna spektrometria
atomowa, potencjometria, konduktometria, elektrograwimetria, kulometria,
polarografia, woltamperometria, metody rozdzielcze, wigkszo§¢ metod

optycznych).
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b. Nieliczne metody pozwalajg bada¢ probki w postaci statej lub w roztworze
(spektrofotometria IR, spektrometria mas, spektroskopia fluorescencji
rentgenowskiej).

2. Przygotowanie probki do przeprowadzenia wybranej metody analitycznej moze
wymagac roznych czynnosci: rozpuszczanie; oddzielanie analitu od matrycy;
przeksztalcanie analitu w inng postaé chemiczng.

a. Przeprowadzenia probki do roztworu. Jest to jedna z najczesciej
wykonywanych procedur. Zaleznie od rodzaju analitu i wymagan metody
moze by¢ prowadzone jako: rozpuszczanie (w rozpuszczalniku, ktory nie
zakloci przebiegu analizy i nie zanieczyS$ci analitu); roztwarzanie, gdy analit
nie jest rozpuszczalny w wodzie i1 rozpuszczalnikach organicznych
w wystarczajacym stopniu; stapianie probek, gdy substancja nieorganiczna
nie ulega dzialaniu kwasow lub alkaliéw; mineralizacja, w celu oznaczenia
sktadnikow nieorganicznych w prébkach organicznych, powoduje usuni¢cie
czesci organiczne;.

3. Wszystkie procesy poza rozpuszczaniem zachodzq z udzialem przemian
chemicznych. Probka ulega rozktadowi.

a. Wydzielanie, rozdzielanie i zat¢zanie analitu. Obejmuje wiele roéznych,
nierzadko ztozonych czynnosci jak: sgczenie, strqcanie, wirowanie,
ekstrakcja, krystalizacja, chromatografia, destylacja, absorpcja,
adsorpcja, filtracja, dializa i inne.

b. Maskowanie czynnikow zakiocajacych pomiar

¢. Derywatyzacja analitu

KRYTERIUM VI — pomiar (A)

Po dokonaniu wyboru metody analitycznej, sposob przeprowadzenie pomiaru jest
zasadniczo ustalony. Decyzja w zakresie post¢powania dotyczy wyboru:
a. stosowanej techniki analitycznej;

b. pomiaru z zastosowaniem techniki sprzezone;j
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KRYTERIUM VII - opracowanie wynikow pomiarowych (A)

1. Opracowanie jakosci wynikow pomiarowych opiera si¢ na znanych zasadach walidacji
metod.
2. Czynnosci zwigzane 7 opracowaniem wyniku projektowane sq w zakresie potrzeb
zadania analitycznego — mozliwosci wyjasnienia problemu.
3. Wprowadzane sq elementy poréownania 7 wynikami innych analiz.
a. ocena statystyczna wynikow;
b. oszacowanie bledéw pomiarowych;
¢. oszacowanie bledow calego procesu analit

d. analiza chemometryczna.

KRYTERIUM VIII - interpretacja wynikow (A)

1. Interpretacja wynikéw jest etapem procesu analitycznego, bezposrednio
poprzedzajacym przygotowanie sprawozdania.

2. Formutowanie wnioskéw z analizy otrzymanych wynikdéw nie jest konieczne
1 odbywa si¢ na zyczenie zleceniodawcy.

3. Odpowiedniej interpretacji wynikow stuzy pelna dokumentacja kazdego etapu

procedury analityczne;j.

KRYTERIUM IX — przygotowanie raportu koncowego (Z+A)

Wybor elementow skladowych i poziomu szczegolowosci raportu koncowego zalezy

od wymagan zleceniodawcy i sformulowania zadania.

KRYTERIUM X - ekonomiczne (Z+A)

1. Sktad matrycy wywotujacy interferencje spektralne mozna eliminowa¢ na przyktad
stosujac aparatur¢ o wigkszej zdolnosci rozdzielczej lub podjecie pracy nad metoda

zmiany na matryce¢ przyjazng. Oba podej$cia zmieniajg koszt i czas analizy.
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Przewidywane koszty inwestycyjne. Planowanie najlepszego wykorzystania
aparatury dostepnej (czas pracy), zakupienie nowego urzadzenia lub zlecenie badania
firmie zewnetrznej (kalkulacja kosztow).

Przewidywanie kosztéw eksploatacyjnych (odczynniki, energia, koszty techniczne).
Przewidywanie kosztow osobowych (czy wybra¢ proste metody, zwigzane z kosztami
osobowymi, czy zautomatyzowane i ponies$¢ koszty aparatury, szkolenia personelu?).
Kryterium ochrony §rodowiska (minimalizacja $ciekdw 1 odpadow).

Stosowanie metod nieniszczacych (analiza kryminalistyczna, analiza sgdowa,
materiaty cenne i zabytkowe)
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  𝒕 =    (   𝒙  𝟏 ś 𝒓 −   𝒙  𝟐 ś 𝒓 )    (   𝒏  𝟏 − 𝟏 )   𝒔  𝟏  𝟐 +  (   𝒏  𝟐 − 𝟏 )   𝒔  𝟐  𝟐      𝒏  𝟏   𝒏  𝟐  (   𝒏  𝟏 +   𝒏  𝟐 − 𝟐 )    𝒏  𝟏 +   𝒏  𝟐


    t  k r


  𝒕 =    |   𝒙  ś 𝒓 − 𝝁 |  𝒔  𝒏

