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Techniki chromatograficzne, dzieki mozliwosci rozdzielania i identyfikacji sktadnikéw czesto bardzo
ztozonych mieszanin, zdominowaty wspétczesne laboratoria analityczne. Waznym elementem zapewnienia
jakosci wynikéw jest wzorcowanie uktadéw chromatograficznych tak, aby zastosowane wzorce chemiczne
umozliwity zapewnienie spojnosci pomiarowej. Poza tym nalezy pamietac o tym, aby proces wzorcowania
stanowit element procesu nadzoru nad wyposazeniem pomiarowym.

Thanks to the possibility of separation and identification of components of the frequently very complex
mixtures makes the chromatographic techniques dominated modern method in analytical laboratories.
An important element in ensuring the quality of the results is the calibration of chromatographic systems,
so that the used chemical standards make possible the retention of measurement integrity. Moreover
it must be kept in mind that the calibration process should be a part of supervision process over the

measuring equipment.

Analiza jakosciowa i ilosciowa
w instrumentalnych technikach analitycznych

W powszechnym rozumieniu proces kalibrowa-
nia oznacza powigzanie wartosci sygnalu analitycz-
nego z zawartoscig danej substancji wzorcowej.
Zaktadajac, ze mozliwe jest wykorzystanie kilku wzor-
cOw o roznej zawartosci danej substancji, uzyskuje
sie zalezno$¢ kalibracyjna, ktora charakteryzuje ilos-
ciowy zakres odpowiedzi detektora. Warto jednak
pamietaé, ze wyznaczanie zalezno$ci kalibracyjnej
jest mozliwe pod warunkiem zapewnienia selektyw-
nos$ci odpowiedzi detektora, co oznacza koniecznosé
ustalenia odpowiedzi detektora na obecnos$¢ danej
substancji, czyli pierwotne (jakosciowe) wzorcowa-
nie przyrzadu pomiarowego.

Warto w tym miejscu podkresli¢, ze pierwotne
wzorcowanie przyrzadu pomiarowego wzgledem je-
go cechy jest konieczne w kazdej technice. W przy-
padku technik spektralnych jakosciowe wzorcowa-
nie przyrzadu bedzie oznacza¢ ustalenie dlugosci
fali, przy ktorej sygnal analityczny jednoznacznie
identyfikuje obecnos¢ danej substancji. W przypad-
ku technik elektrochemicznych wzorcowanie przy-
rzadu bedzie oznacza¢ przykladowo ustalenie warto-

$ci potencjatu dla reakcji utlenienia lub redukgji,
charakterystycznego dla danej substancji. W koncu,
w przypadku technik chromatograficznych wzorco-
wanie jako$ciowe przyrzadu bedzie oznaczac ustale-
nie czasu retencji jednoznacznie przypisanego obec-
nosci danej substancji [1].

Niezbednym warunkiem uzyskania wiarygod-
nych wynikéw pomiardéw, przy zapewnieniu ich spoj-
nosci pomiarowej, jest w zwigzku z tym kalibracja ja-
kosciowa i ilo$ciowa ukladu pomiarowego. Instru-
mentalne techniki analityczne wymagaja stosowania
odpowiednich wzorcéw substancji chemicznych, tak
aby mozliwe bylo przypisanie odpowiadajacych im
sygnatéw analitycznych.

Jak wspomniano wyzej, w przypadku technik
chromatograficznych istotne jest okreslenie czasu re-
tencji odpowiadajacego miejscu danego sygnatu na
zarejestrowanym chromatogramie (kalibracja jakos-
ciowa) oraz intensywnosci tego sygnatu w zaleznosci
od zawarto$ci danej substancji wzorcowej (kalibra-
cja ilosciowa). Do tego celu stuzg chemiczne materia-
ly odniesienia (wzorcowe substancje chemiczne), o zna-
nym skladzie i o znanej zawarto$ci danej substancji.
W przypadku certyfikowanych materiatéw odniesie-
nia, zawarto$¢ danej substancji, podana na certyfika-
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cie, powinna mie¢ przypisang niepewnos¢ pomiaru,
poza tym konieczne jest odniesienie do wzorca wyz-
szego rzedu (spdjnos¢ pomiarowa).

Certyfikowany material odniesienia pierwszego
rzedu to material o najwyzszej jakosci metrologicz-
nej, ktérego wartosci danej cechy okreslone zostaly
przy pomocy metody bezwzglednej (podstawowej).
Natomiast material odniesienia drugiego rzedu to ta-
ki, ktérego wartosci danej cechy sg ustalone przez po-
réwnanie z wzorcem pierwszego rzedu.

Najbardziej pozadang sytuacja jest ta, w ktorej
wartosci danej cechy dla certyfikowanego materiatlu
odniesienia (z definicji) s3 powigzane z jednostkami
miar ukfadu SI. Uwaza sie, ze jezeli powigzanie z wzor-
cami panstwowych jednostek miar jest niemozliwe
do uzyskania lub nieracjonalne w konkretnym przy-
padku, to mozna zastosowa¢ uzgodnione wzorce (lub
metody), jednoznacznie opisane i zaakceptowane przez
wszystkie zainteresowane strony. Pojawia sie pytanie,
czy kazdy certyfikowany material odniesienia zacho-
wuje spdjnos$¢ pomiarowa zgodnie z podstawowymi
wymaganiami metrologicznymi. Nie, ale w zadnym
wypadku nie oznacza to, ze powinni$my zrezygno-
wa¢ z ich stosowania.

Materiaty odniesienia jako wzorce substangji
chemicznych

Chemiczne materialy odniesienia sa stosowane
w analizie instrumentalnej jako wzorce substancji
chemicznej i pelnig role wzorcéw miar, podobnie jak
odwaznik, przymiar czy opornik wzorcowy, w po-
miarach fizycznych. Certyfikowane materiaty odnie-
sienia uznawane sg za najlepsze zrédlo spdjnosci po-
miarowej i sg niezmiernie przydatne w procesie
walidacji procedur pomiarowych.

Przyjmuje sie nastepujace kryteria, jakie powin-
na spetnia¢ substancja, ktéra moze by¢ uznana jako
material odniesienia RM (Reference Material) [2]:

» RM powinien by¢ trwaly, a odtwarzana przez nie-
go warto$¢ danej cechy powinna by¢ stabilna
w mozliwym do zaakceptowania okresie, w moz-
liwych do zrealizowania warunkach przechowy-
wania, transportu i uiytkowania;

» RM powinien by¢ dostatecznie jednorodny, tak
aby wartos¢ danej cechy, zmierzona dla jednej
czesci partii materiatu odnosila sie do dowolnej
innej czgsci partii w mozliwych do przyjecia gra-
nicach niepewnosci pomiaru, w przypadku nie-
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jednorodnosci duzej partii moze stac si¢ koniecz-
ne certyfikowanie kazdej probki z partii;

> warto$¢ danej wlasciwosci RM powinna by¢ usta-
lona z precyzjg i dokladnos$cia wystarczajacg do
przewidywanego zastosowania materialu odnie-
sienia;

> wszelkie informacje na temat RM powinny by¢
opisane w sposéb jednoznaczny, zgodny z wyma-
ganiami przewodnika ISO nr 31.

Materiaty odniesienia stosowane
w chromatografii gazowej

Materialy odniesienia przeznaczone do pomia-
réw w ukladach wykorzystujacych chromatografie
gazowa muszg charakteryzowac sie przede wszyst-
kim wysoka czystoscia, a zawarto$¢ gldwnego sktad-
nika powinna by¢ znana z przypisang jej niepewnos-
cig pomiaru.

W Pracowni Wzorcéw Chemicznych Okregowego
Urzedu Miar w Lodzi produkowane sg miedzy inny-
mi wzorce nastepujacych substancji: n-heksanu,
benzenu, toluenu, o-ksylenu, izooktanolu. Sg to sub-
stancje stosunkowo lotne, ktdre sg czgsto wykorzy-
stywane do wzorcowania chromatograféw gazowych
wyposazonych w detektor ptomieniowo-jonizacyjny
(FID). W trakcie procesu certyfikacji wzorcow wy-
konywana jest analiza iloSciowa w odniesieniu do
substancji przeznaczonej do roli wzorca, co pozwala
na przygotowanie §wiadectwa materiatu odniesienia,
zawierajacego informacje o jego czystosci wraz z przy-
pisang niepewnoscig pomiaru. Stanowisko do anali-
zy chromatograficznej sklada si¢ z chromatografu
gazowego serii Agilent 6890N firmy Perlan Technolo-
gies z detektorem plomieniowo-jonizacyjnym FID.
Chromatograf wyposazony jest w kolumne kapilar-
ng oraz automatyczny dozownik prébek. Chromatograf
ten jest zintegrowany z komputerem wyposazonym
w program ChemStation, umozliwiajacy kontrolowa-
nie procesu chromatograficznego, wykonanie nie-
zbednych obliczen i przedstawienie ich w postaci ra-
portu.

Zastosowany detektor pfomieniowo-jonizacyjny
jest jednym z najczesciej stosowanych w chromato-
grafii gazowe;j. Jego dziatanie polega na jonizacji wpro-
wadzanych do plomienia substancji i rejestracji zmian
potencjalu. Podczas pracy chromatografu, gdy przez
detektor przeptywa jedynie gaz nosny, tez ulegajacy
jonizacji, ustala si¢ staly potencjal migdzy ptomie-
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niem a elektrodg. W momencie, gdy do detektora do-
trze oznaczana substancja, ktora rdwniez zostaje zjo-
nizowana, mierzony potencjal zmieni sie (roénie), co
zostanie zarejestrowane jako sygnal pomiarowy.

Chromatogramy przyjmuja zwykle ksztalt serii
ostrych pikow, ktorych wysokos¢ odpowiada steze-
niu wychodzacej z kolumny substancji, a pole po-
wierzchni danego piku odpowiada stezeniu danej
substancji w badanej prébce.

W analizie ilo$ciowej wykorzystuje sie liniowa
zalezno$¢ miedzy sygnalem detektora (powierzchnia
piku) a stezeniem substancji badanej w gazie no$nym
czy rozpuszczalniku eluacyjnym. Najczesciej stoso-
wanym sposobem wykonania pomiaréw ilosciowych
jest technika normalizacji wewnetrznej. W tym przy-
padku zaklada sig, ze powierzchnia kazdego piku jest
proporcjonalna do ilosci odpowiadajacego mu
sktadnika.

Analiza jakosciowa przy wytwarzaniu wzorcow
substancji dla chromatografii gazowej mogtaby do-
tyczy¢ identyfikacji pikéw na podstawie ich czasow
retencji, odpowiadajacych poszczegolnym skladni-
kom probki. Wéwczas w §wiadectwie materiatu od-
niesienia dodatkowo mozliwe byloby dodanie warto-
$ci czasu retencji substancji wzorcowej, pod warunkiem
prowadzenia procesu rozdzielania chromatografowa-
nego w jednakowych warunkach.

Nalezy jednak zaznaczy¢, ze jednym z probleméw
w badaniach jakosciowych jest potwierdzenie lub wy-
kluczenie obecnosci okreslonej substancji na podsta-
wie czasu retencji, ktory moze by¢ rézny dla r6znych
ukladow chromatograficznych. Konsekwencja tego
jest to, ze nawet jesli na chromatogramie pojawi sie
pik o czasie retencji takim, jaki zostal podany na $wia-
dectwie materiatu odniesienia, to nie moze to by¢ po-
traktowane jako jednoznaczne potwierdzenie obec-
nosci substancji wzorcowej. Wiele zwiazkéw
nalezacych do réznych klas substancji chemicznych
moze by¢ wymywanych z kolumny w identycznym
lub bardzo zblizonym czasie retencji.

Wytwarzanie materiatéw odniesienia do
chromatografii gazowej

Przy wyborze substancji, ktéra moze petnic role
substancji wzorcowej dla uktadéw pomiarowych wy-
korzystujacych rozdzielanie chromatograficzne, w Pracowni
Wzorcéw Chemicznych (PWCh) uwzglednia sie na-
stepujace wlasciwosci fizykochemiczne cieczy:

> czystos¢, obojetnos¢ chemiczng, mozliwie niska
higroskopijnos¢,
» stabilnos¢ odtwarzanych wielkosci.

Warto przy tym podkresli¢, ze do przygotowy-
wania wzorcéw do chromatografii gazowej stosuje sie
substancje chemiczne zawierajace minimum 99,5 %
gltéwnego sktadnika w probce. W tym celu substan-
cje wyjsciowe, przeznaczone do celu wytworzenia
substancji wzorcowej oczyszcza si¢ metodg rektyfi-
kacji kolumnowej. W PWCh substancje przeznaczo-
ne na wzorce chromatograficzne, o przewidywanym
zastosowaniu do wzorcowania i przeznaczone do wzor-
cowania chromatografu gazowego, s3 oczyszczane na
kolumnie rektyfikacyjnej o zdolnosci rozdzielczej po-
wyzej 15 polek teoretycznych. Frakcje przeznaczong
na wzorzec zbiera si¢ w $cisle okreslonej temperatu-
rze pod ci$nieniem 1013 hPa. Nastepnie analiza chro-
matograficzna przeprowadzana jest w nastepujacych
warunkach:

» kolumna kapilarna HP-50+ o wymiarach 30 m
na 320 pm, grubos¢ filmu fazy stacjonarnej 0,25 pm,

» temperatura kolumny 50 °C/0,5 min., przyrost
50 °C/1 min. do 200 °C,

» temperatura dozownika 250 °C,

temperatura detektora 250 °C,

> przeplyw gazu nos$nego (argon) 30 cm*/min.

v

Ocena stopnia czystosci zebranej frakcji polega
na doktadnym ustaleniu zawartosci gléwnego sktad-
nika we wzorcu. W tym celu wykonuje si¢ serie co
najmniej 8 pomiaréw i wyniki poddaje si¢ ocenie sta-
tystycznej.

Procedura wytwarzania wzorcéw chromatogra-
ficznych jest poddana procesowi walidacji, co pozwa-
la na potwierdzenie spelnienia wysokich kryteriow
zalozonych przez laboratorium. W celu oceny wiary-
godnosci wynikéw potwierdzajacych identyfikacje
i czystos¢ substancji wzorcowej stosowane sg wzorce
o najwyzszej jakosci metrologicznej, dostarczane przez
renomowanych producentow.

Czystos¢ badanej substancji (podawana w %) jest
obliczana poprzez catkowanie pola powierzchni pi-
ku sktadnika gtéwnego oraz pikow zanieczyszczen.

Do wzorcowania chromatografu gazowego zasto-
sowano piec¢ certyfikowanych materiatéw odniesie-
nia, ktdre zestawiono w tabeli 1 wraz z odpowiadaja-
cymi im czasami retencji.
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Tabela 1. Lista wzorcéw produkowanych w Pracowni Wzorcéw

Chemicznych
L D e
n-Heksan 99,81 + 0,01 2,049
2. Benzen 99,88 + 0,02 2,468
3. Toluen 99,80 + 0,01 2,893
4. 0-Ksylen 99,67 £ 0,01 3,546
5. Izooktanol 99,89 + 0,01 4,084

Kalibracje wykonuje si¢ wedlug instrukeji wzor-
cowania. Instrukcja ta zawiera konfiguracje i specy-
fikacje sprzetu, warunki, w ktérych powinien znaj-
dowac si¢ uklad pomiarowy, opis programu ChemStation,
czynnosci oraz procedury weryfikacji, interpretacij,
opracowania oraz zestawienia wynikow.

Wstepne opracowanie wynikéw obejmuje: korek-
cje sygnatu wyjsciowego (korekcje linii zerowej), wy-
znaczanie szczegdlnego parametru sygnalu (np. po-
wierzchni piku), filtracje sygnatu w celu usunigcia
zaklocen, weryfikacje kompletnosci zapiséw o apa-
raturze, warunkach, wynikach itp. oraz weryfikacje
wynikow i usunigcie wynikéw obarczonych bledami
grubymi [3].

Podsumowanie
Jakos¢ przetwarzanych danych pomiarowych ma

zasadniczy wplyw na uzyskanie wiarygodnych wy-
nikow. Istotne jest wiec wlasciwe zaplanowanie do-
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$wiadczenia w celu zminimalizowania liczby pomia-
row koniecznych do uzyskania informacji
o mierzonym obiekcie, co w analityce pozwala na eko-
nomizacje czasu i srodkow.

Metoda zastosowana podczas proby wzorcowa-
nia wybranego modelu chromatografu gazowego zo-
stanie jeszcze przetestowana na innych, zblizonych
parametrowo ukladach chromatograficznych.

Za czynnik wplywajacy na pomiar mozna uzna¢
m.in. sktad fazy stacjonarnej, temperature, przeplyw,
ci$nienie, stabilnos¢ przeptywu, sklad fazy ruchomej
oraz czynniki wynikajace z budowy i wlasciwosci za-
stosowanego detektora, takie jak czulo$¢, selektyw-
nos¢, poziom szumoéw oraz dryft. Przedstawiona po-
wyzej metoda wzorcowania chromatograféw gazowych
wymaga jeszcze dalszych badan.
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