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7. Analiza iloSciowa

Termin ,,analiza iloSciowa” ma ro6zne znaczenie dla réoznych analitykow. Kiedys, pojecie to
definiowano jako wzgledna lub procentowa powierzchni¢ indywidualnych pikéw na

chromatogramie, ktorych suma wynosita 100%.

Analiza ilosciowa byla takze definiowana jako metoda pozwalajaca na stwierdzenie
obecnosci substancji na pewnym progowym poziomie (1 — 10). W rzeczywisto$ci, analiza ta
pozwala okresli¢ dokladna ilo§¢ danego analitu w badanej probce. Umozliwia oznaczenie
stezenia w czg$ciach na milion (ppm), mg/ml, molach lub innych jednostkach pozwalajacych
okresli¢ ilo$¢ substancji (masy) w danej ilosci oryginalnej probki (lub objgtosci roztworu).
Wiele metod chromatograficznych stosowanych w analizach farmaceutycznych wymaga
okreslenia ilodci analitu obecnego w gramach, w odniesieniu do wyjsciowego skladu ciata
statego, lub w objetosci, wyjsciowego roztworu cieklego. Stgzenie nie oznacza udzialu
procentowego lub powierzchni wzglednej; oznacza ono bezwzglgdna ilo$¢ lub masg w

odniesieniu na jednostke objgtosci analitu zawartego w matrycy probki.

Analityk nie moze zaakceptowa¢ metody, bez doktadnego i precyzyjnego oszacowania
poziomu analitow obecnych w oryginalnej probce. Przy okreslaniu ilosci badanych analitow
stosuje si¢ doktadnie okreslone wzorce oznaczanych analitow. Immuno-analiza jako metoda
alternatywna do oznaczania chromatograficznego, powinna takze okreslac¢ stezenie jako mase
na jednostk¢ objgtosci roztworu. Istota chemii analitycznej polega na dokladnym 1
precyzyjnym oznaczeniu ilo$ci sktadnika w analizowanej probcee.

Zadna z organizacji zainteresowanych analizami ilo$ciowymi (np. organizacja ,, The U.S.
Pharmacopeia” (USP), ,,The International Conference on Harmonization of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceoticals for Human Use” (ICH) oraz “Food and
Drug Administration”) nie podaje wytycznych co do wyboru konkretnej metody analizy
ilosciowej. Zwykle analitycy musza zastosowaé metod¢ prob i btedéw aby wybraé najlepsza

metodg dla poszczegdlnego analitu analizowanej probki.

Nie ma konkretnych zasad, szybkich regut i wytycznych w analizie ilo§ciowej z wyjatkiem,
aby koncowa wybrana metoda odznaczata si¢ najlepsza mozliwa doktadno$cia i precyzja,
najlepsza powtarzalno$cia i wysokim stopniem posredniej precyzji 1 powtarzalnosci w

odniesieniu do réznych analitykow, czasu wykonania i laboratoriow.



Wybrana metoda do ilosciowego oznaczania powinna speinia¢ te cele w jak najkrotszym
czasie, przy minimalnym nakladzie pracy i jak najmniejszej ilosci probki uzytej do analizy,
srodkdw 1 czasu pracy aparatu. Generalnie, idealna analiza ilo$ciowa bedzie zalezata od
poszczegolnych badanych prébek, ich liczby, ztozono$ci, mozliwosci automatyzacji oraz

dostepnosci probki i wzorcow.

CELE IDEALNEJ METODY ILOSCIOWEJ
Idealna metoda ilosciowa powinna posiada¢ nastepujace cechy i zalety:

1. Mozliwos¢ wykonania szybkiej analizy probki przy minimalnym koszcie, pracy
manualnej, 1 wymogoéw aparatowych;

2. Wysoka precyzja i doktadnos¢;

3. Niepodatno$¢ na interferencje zanieczyszczen pochodzacych od matrycy probki i
odczynnikow analitycznych;

4. Eliminacja mozliwo$ci utraty probki i analitu podczas pracy lub analizy;
Mozliwo$¢ zastosowania w rutynowych pracach prowadzonych przez odpowiednio

przygotowanych technikow.

Ciagle pozostaje jednak istotne pytanie: ktora z licznych metod ilosciowych nalezy wybrac
dla danej probki? Odpowiedz czesto zalezy od rodzaju probki, tj. czy jest to prosta mieszanina
z kilkoma pikami czy ztozona z duza iloscia pikow. Zazwyczaj, dla prostszych probek (kilka
analitéw, prosta matryca) stosuje si¢ prostsze metody ilosciowe i wykresy kalibracji uzyskane

dla wzorcow zewngtrznych lub nawet kalibracyjne jednopunktowe.

Mozliwos$¢ stosowania kalibracji jednopunktowej, kalibracji z zastosowaniem wzorcow
zewnetrznych dla wielu probek zazwyczaj prowadzi do zmniejszenia kosztow, skrocenia
czasu 1 pracochtonnosci a tym samym prowadzi do wigkszej wydajnosci systemu. Jednakze
analityk moze zastosowac¢ kalibracj¢ jednopunktowa i kalibracj¢ dla wzorcéw zewngtrznych
tylko wtedy gdy stezenie wzorcow, jest zblizone do aktualnego st¢zenia nieznanej probki w
liniowym zakresie metody. Bardziej ztozone probki ptynéw biologicznych zawierajace liczne
anality, trudne do usunigcia sktadniki probki o st¢zeniach na poziomie §ladowym, wymagac
beda znacznie bardziej skomplikowanych metod ilo$ciowych takich jak metoda dodatku

wzorca.



Oczywiscie, analitycy nie moga stosowac technik ilosciowych dopdki nie stwierdza, ze pik
pochodzacy z okreslonej metody jest pojedynczym pikiem i1 ze pochodzi z poprawnie
przeprowadzonej analizy. W przypadku HPLC, udowodnienie tego wymagaé begdzie
wyszukanych uktadéw-fotodiod lub detekcji przy zastosowaniu spektrometru mas (MS) po
separacji metoda HPLC. Okreslenie jednoznacznos$ci piku wymaga pomiaru widma UV i MS
dla kazdego z analizowanych pikéw 1 zastosowania oprogramowania komputerowego w celu
natozenia na siebie 1 poroéwnania wlasciwosci spektralnych (po znormalizowaniu lub

zastosowaniu wyszukanych algorytmow oprogramowania).

Obecnie, oprogramowanie umozliwia rutynowe przeprowadzenie takiego zadania podczas
obrébki danych, interpretacji jednorodno$ci piku (,,czystosci”). W takim oprogramowaniu
stosuje si¢ zarowno uklad-fotodiod jak i1 dane MS. Zapewnienie jednoznaczno$ci w
odniesieniu tozsamos$ci przy wykorzystaniu obu metod widmowych przed analiza iloSciowa

jest zalecanym podej$ciem.

Innym stalym elementem oprogramowania jest zastosowanie plikow w bibliotekach, ktére
moga by¢ wykorzystane przy dopasowaniu w celu potwierdzenia spodziewanej lub
domniemanej struktury analizowanego piku. Nie ma sensu przeprowadzania analizy
ilosciowej bez znajomos$ci tozsamosci i jednorodnosci, bo mogloby to doprowadzi¢ do

otrzymania niepoprawnych wynikow.

Metoda wzorca zewnetrznego (kalibracji zewngtrznej)

W metodzie wzorca zewngtrznego, analityk musi sporzadzi¢ wykres kalibracyjny (rysunek 1)
wykorzystujac znane stgzenia pojedynczych wzorcow, najlepiej w rozpuszczalniku
zastosowanym w aktualnej probce. Pomiary nalezy wykona¢ dla co najmniej pigciu stgzen,
dla kazdego trzy razy (n=3), i, najlepiej jezeli kazde ze stgzen bedzie przygotowane
oddzielnie a nie przez rozcienczenie pojedynczego roztworu o wysokim st¢zeniu. Takie
podejscie ujawni btad, ktory moze powsta¢ podczas przygotowania wszystkich roztworéw

wzorcowych, nie za$§ blad spowodowany btedami w rozcienczeniu.
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Stezenie
Typowa krzywa wzorcowa (kalibracyjna) wmetodzie wzorea zewngtrznego dla trzech poziomaow
stezen dozowanych wzorcow.
Dodatkowe dane powinny obejmowac precyzj¢ pomiaru kazdego punktu, rownanie uzyskanej
prostej, warto§¢ odcigtej (idealnie ,,zero”) i wielko$¢ zakresu liniowego. Nalezy okresli¢
wspbtezynniki korelacii linii, warto$¢ wspolczynnika liniowosci lub wariancji (r*) i liniowosci
(r). Krzywe wzorcowe nie musza zawiera¢ danych co do granicy detekcji 1 zakresu strefy
nieliniowosci, natomiast powinny obejmowac spodziewany i aktualny zakres stgzenia dla
rzeczywistych probek. W celu uzyskania st¢zenia sktadnikéw w nieznanej probce nalezy

zastosowac nastgpujace rOwnania:
RF=[std] / Rstd (1)

[x]=RF xRx (2)

W rownaniach tych RF oznacza wspdtczynnik odpowiedzi, [std] t¢zenie wzorca, Rstd to
odpowiedz wzorcowa, [x] reprezentuje nieznane stgzenie a Rx odpowiedz sktadnika o
nieznanym st¢zeniu. Stezenie moze by¢ okreslone w jakiejkolwiek z czgsto stosowanych
form, jak na przyktad jako stgzenie molowe, normalne, i w ppm. OdpowiedZ wzorcowa
odnosi si¢ do wysokosci piku i powierzchni znanej iloSci wzorcowego analitu, ktérego
warto$¢ jest w idealnym przypadku zblizona do aktualnego stgzenia w probce. Odpowiedz
sktadnika o nieznanym stgzeniu (Rx) podaje sig jako wysoko$¢ piku lub jego powierzchnia.

Stosowanie krzywej kalibracyjnej lub kalibracji jednopunktowej moze by¢ problematyczne

jezeli sktad probki zmieni si¢ po przeprowadzeniu paru analiz



W idealnych warunkach, wykres wzorcowy powinien przebiega¢ przez poczatek uktadu
wspotrzednych (warto$¢ odcigtej 0), ale nie zawsze tak jest. Jezeli warto$¢ odcigtej jest
znacznie wigksza od wartosci 0, moze to sugerowac¢ obecnos¢ zwiazkdéw przeszkadzajacych
lub koelujacych pochodzacych od tta §lepej proby. Istnieje takze mozliwos¢ przeprowadzenia
doktadnej analizy ilo$ciowej gdy krzywa kalibracyjna nie przechodzi przez zero, poniewaz
przyczyny wystapienia nie-zerowej wartosci y moga rowniez tkwi¢ w probee. Jezeli wartosé
odcigtej y jest ujemna, sugeruje to pewna strat¢ probki podczas przygotowania roztworu do
zadozowania. Problem ten powinien by¢ uwzgledniony poniewaz btad taki moze nie wystapic
w wypadku badanych probek. Taki rodzaj krzywej wzorcowej nie zapewnia doktadnej analizy

ilosciowej dla probki rzeczywistej.

Metoda wzorca wewnetrznego (kalibracji wewnetrznej)

W metodzie wzorca wewngtrznego, analitycy stosuja zwiazki ktoére przypominaja badane
anality w jak najwiekszym stopniu i dodaja je do probki przed jej obrobka lub
przygotowaniem do analizy. Wzorzec wewngtrzny powinien charakteryzowaé sig
wlasciwo$ciami chemicznymi, chromatograficznymi i widmami, zblizonymi do wtasciwos$ci
analitu, a ponadto wzorzec powinien by¢ oddzielony od badanego analitu. Wzorzec
wewngtrzny powinien charakteryzowaé si¢ znang chemiczna struktura, by¢ dostgpny o

wysokiej czystosci.

Idealny standard wewngtrzny jest np. izotopem analitu, ktory bedzie koeluowat z analitem ale
bedzie mozna go rozdzieli¢ metoda MS lub alternatywna metoda taka jak detekcja
radiometryczna. Poniewaz ukiad detekcji przy zastosowaniu UV, fotodiod, jest najczescie]
stosowany w HPLC, izotopy nie wystarczaja. Dlatego tez, uzytkownik musi wybraé
odpowiedni analit, ktorego struktura rdzni si¢ nieznacznie ale jest podobna do wtasciwosci

chromatograficznych i zwigzanych ze zwrotem.

We metodzie wzorca wewngtrznego ksztalt i symetria piku powinny by¢ zblizone do tych
parametroéw, ktore charakteryzuja analit. Stezenie wzorca dodanego do probki powinno by¢
zblizone do stgzenia analitu. Jezeli analityk planuje przeprowadzenie pomiaréw wysokos$ci
pikoéw analitu, powinien zastosowac takie same dane w odniesieniu do wzorca wewngtrznego.
Rysunek 2 ilustruje typowy wykres kalibracjyjny dla metody wzorca wewngtrznego, ktory
zostal uzyskany przy utrzymaniu stalego stezenia wzorca wewngtrznego i réoznych stgzen
analitu. Nalezy wybra¢ przynajmniej pi¢¢ roéznych stezen, a nie trzy tak jak przedstawiono na

rysunku 2. Metoda obliczen r6zni si¢ od metody wzorca zewngtrznego w nastgpujacy sposob:
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Typowy wykres wzorcowy w metodzie wzorca wewmetraneqo dla trzech stezen wzorcowych analitow
staleqo stezenia wzorca wewnetrmeqo, pochodzace z trzykrotnego dozowania metodg HPLC. Pik 1
reprezentuje W2orzec Weanetrany.

RF = (Rls / Rstd) [std] (3)
[x] = RF x (Rx / Ris) (4)

W powyzszym rownaniu, Ris jest odpowiedzia wzorca wewngtrznego a Rstd oznacza
odpowiedz wzorca analitu. Nalezy zastosowac¢ takie samo st¢zenie wzorca wewngtrznego jak
przy kresleniu krzywej kalibracji wzorca wewnetrznego. Odpowiedz moze by¢ wyrazona
wysokoscia lub powierzchnia piku, tak dlugo az parametry te stosowane sa we wszystkich
obliczeniach. Wysokos$ci pikow 1 powierzchnie dla podobnych wzorcéw wewnetrznych i

stezen analitu powinny by¢ podobne, tak jak ich czasy retencji.

Podejécie wykorzystujace wzorzec wewngtrzny automatycznie poprawia problem
identycznosci wielkosci probki, wigc analitycy nie musza okre§la¢ tego czynnika w
oddzielnych eksperymentach. Takie cechy metody wzorca wewngtrznego wykluczaja dalsza
potrzebe pomiaru wielkosci probki lub zapewniaja integralno$¢ dla kazdej z probek, tak dtugo
az stosunek wzorzec wewngtrzny-substancja oznaczona pozostaje stalty miedzy probkami

Jednakze, uzytkownicy musza wykazaé stalo$¢ tego stosunku, a nie przyjmowac, ze jest on

staty.

Btedy zwiazane z utrata probki podczas jej przechowywania lub dozowania bardzo matych
ilosci takze zostaja skompensowane metoda wzorca wewngtrznego. Jednakze, ,,nieczysty” pik

analitu spowoduje niewlasciwy poziom ilosci analitu w tej czy jakiejkolwiek innej metodzie



ilosciowej, dopoki zanieczyszczenia nie zostang rozdzielone w detektorze od prawdziwego
piku analitu. Nalezy pamigta¢, ze techniki rozciefczania izotopowego, ktore czgsto sa
stosowane w metodzie MS, sa odmiana metody standardu wewngtrznego. W rozcienczeniu
izotopowym wzorzec wewngtrzny jest idealnym wzorcem izotopu takiego jak deuter, tryt lub

radio-izotopy.

KRZYWE KALIBRACJI

Analiza ilo$ciowa wymaga krzywych kalibracji, ktére sa liniowe, przechodza przez punkt
zerowy 1 charakteryzuja si¢ punktami o matym rozrzucie (lub o wysokim wspotczynniku
korelacji). Otrzymanie tak idealnego wykresu kalibracyjnego nie zawsze jest w praktyce
mozliwe, poniewaz kazda metoda podatna jest na liczne bledy. Mozliwe sa nastgpujace

przyczyny btedow od przebiegu idealnego:

Nie wystarczajaca ilos¢ punktow: dwa punkty nie umozliwiaja otrzymania krzywej
kalibracji. Minimalna ilo$¢ to trzy punkty, a pi¢¢ punktow stanowi przyjeta zasadg. Duze
rozproszenie: wielokrotne wykreslenie krzywej kalibracyjnej od poczatku umozliwia
okreslenie rodzaju btedow, przypadkowych i systematycznych. Biedy przypadkowe daja
odmienne 1 rézniace si¢ punkty, biledy systematyczne pojawia si¢ w tych samych lub

podobnych miejscach. W kazdym przypadku, btedy powinny by¢ wyeliminowane.

Krzywa nieliniowa: jezeli nie mozna uzyska¢ prostoliniowego przebiegu i zwigzanych z tym
btedow przypadkowych 1 pomimo szczegotowego sprawdzenia metody, najlepszym wyjsciem
z sytuacji bgdzie zastosowanie mniej korzystnej krzywej, chociaz zawsze nalezy podja¢ kroki

w celu jej udoskonalenia.

Nieodpowiednie rozmieszczenie punktéow: Punkty kalibracyjne musza by¢ rozmieszczone
rownomiernie wzdhuz zakresu osi x. W przeciwnym razie duzym bledem moga by¢ obciazone

zakresy bez punktow.

Niekompletna krzywa Kkalibracji: w takim wypadku wykre$lona krzywa nie pokrywa
zakresu stgzen w nastgpujacych probkach rzeczywistych. Nigdy niedopuszczalna jest

ekstrapolacja krzywej kalibracyjnej do zakresu, ktéry nie byt badany.

Krzywa kalibracji z bledem systematycznym-proporcjonalnym: nachylenie krzywej jest
za wysokie (jak na wykresie) lub za niskie. Taki btad trudno rozpoznaé, ale wptywa on na
doktadno$¢! Powdd odchylenia moze by¢ blahy, np. btad rozcienczenia, lub bardzo

niespodziewany i trudny do wytlumaczenia.



Krzywa Kkalibracji z systematycznym-stalym bledem: ta krzywa nie przechodzi przez

punkt wyjsciowy ale jest zbyt wysoko (jak na wykresie) lub zbyt nisko. Wazne sa tu te same

zalecenia, ktore dotyczyly krzywej nieliniowe;.
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