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Elementy walidacji metody analitycznej oznaczania
W mieszaninie gazowej zwigzkow weglowodorowych
oraz N,, O,, CO i CO, za pomocg dwukanatowego,
zaworowego chromatografu gazowego AGILENT 7890A

Wstep

Przez wiele lat chromatografia byta niedoceniana, gdyz
nie znano mozliwosci i zakresu jej zastosowan. Kiedy od-
kryto, iz metoda ta doskonale nadaje si¢ do rozdziatu wielo-
sktadnikowych mieszanin lotnych i zwiazkow organicznych
wystepujacych w normalnych warunkach jako gazy, ciecze
i ciala state, chromatografia gazowa na dobre zagoscita
w laboratoriach réznych gale¢zi przemystu. Ze wzgledu
na fakt, iz metoda ta daje mozliwo$¢ uzyskania zarowno
jakosciowych, jak i ilosciowych informacji o sktadnikach
analizowanych mieszanin, dzigki rzadko spotykanej w tech-
nice efektywnosci rozdzielczej, jak rdéwniez stosunkowo
niskich kosztach eksploatacji, chromatograf gazowy jest
uwazany za najpopularniejszy przyrzad w laboratoriach
analitycznych na calym $wiecie [13].

Dzigki kryteriom takim jak: wysoka czuto$¢, niska
granica detekcji, dobra selektywno$¢, dobra precyzja
1 doktadnos$¢, krotki czas wykonywania analizy, szeroki
zakres zastosowan, mozliwos$¢ oznaczania kilku substancji
jednoczes$nie, prosta procedura przygotowania probek do
analizy, niewielka objeto$¢ probki pobieranej do analizy,
nieskomplikowana obshuga urzadzen pomiarowych, moz-
liwo$¢ automatyzacji pomiarow oraz niski koszt aparatury,

metoda chromatografii gazowej okazata si¢ niezmiernie
przydatna w przemysle naftowym. Aby poprawi¢ wszystkie
te kryteria Zaktad Geologii i Geochemii Instytutu Nafty
i Gazu zdecydowat si¢ na zakup nowego chromatografu
gazowego — z dwoma detektorami ptomieniowo-joniza-
cyjnymi (FID-Front i FID-Back) oraz detektorem TCD,
wyposazonym dodatkowo w rurke katalizatora niklowego
(tzw. metanizer), uzywana z detektorem FID do analizy
sladowej CO i CO,.

W Zaktadzie Geologii i Geochemii INiG dwukanato-
wy, zaworowy chromatograf gazowy AGILENT 7890A
znalazl szereg réznorodnych zastosowan — do oznaczania
w trakcie jednego cyklu analitycznego zwiazkow weglo-
wodorowych (C,, C,, C,, i-C,, n-C,, neo-Cs, i-Cs, n-Cs,
C,, C,, Cy, Cy, C,y) oraz gazdw takich jak: N,, O,, CO
1 CO, w wielosktadnikowych mieszaninach gazowych.
Aparat ten okazat si¢ niezmiernie przydatny zarowno do
analiz matych ilo$ci gazoéw, otrzymywanych w trakcie
degazacji probek rdzeniowych pobranych przez kopalnie
miedzi, jak rowniez w poszukiwaniu konwencjonalnych
i niekonwencjonalnych zt6z gazu ziemnego (w ostatnim
czasie gtownie typu shale gas).

Opis chromatografu gazowego AGILENT 7890A

Dwukanatowy, zaworowy chromatograf gazowy AGI-
LENT 7890A sktada si¢ z dozownika, pieca, w ktorym
znajduja si¢ kolumny chromatograficzne, modutow prze-
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ptywu i ci$nienia, skrzynki zawordow, rurki katalizatora
niklowego, dwoch detektoréow FID (front i back) oraz
detektora TCD. Sterowanie chromatografem moze odbywaé



si¢ za posrednictwem komputera i programu ChemStation
ver. B.04.02 lub przez panel sterowania znajdujacy si¢ na
jego frontowej $ciance [5].

W chromatografie Agilent zastosowano cztery typy
elektronicznych regulatoréw przeptywu lub cisnienia:
moduty dozownika, moduty detektora, modutly regulacji
ci$nienia (PCM) oraz pomocnicze regulatory ci$nienia
(Aux EPC).

Dodatkowo chromatograf ten zawiera do czterech za-
worow, umieszczonych w znajdujacej si¢ na gorze pieca
ogrzewanej skrzynce. Skrzynka zaworow jest dla nich
najlepsza lokalizacja, poniewaz jest strefg stabilnej tem-
peratury, izolowana od pieca. Zawory moga by¢ uzywane
do zmiany typowej $ciezki przeptywu dozownik/kolum-
na/detektor w chromatografie: zawory probkujace moga
zastegpowac dozowniki, zawory przetaczajace pozwalaja
wybiera¢ kolumny, a zawory wielodrogowe — w polacze-
niu z zaworami probkujacymi — pozwalaja wykonywac
takie same funkcje w stosunku do strumienia probek jak
automatyczny podajnik probek ciektych (ALS).

Konfiguracja pieca pozwala ustawi¢ maksymalna tem-
perature, czas dochodzenia do rownowagi, tryb chtodzenia
oraz parametry kriogeniki. Istnieje mozliwo$¢ zainsta-

lowania w piecu rownoczesnie kilku kolumn chromato-
graficznych, ktére nalezy odpowiednio skonfigurowac,
podajac ich dtugosé, srednice i grubos¢ warstwy fazy
nieruchome;j.

Nalezy rowniez zdefiniowaé urzadzenie sterujace ci-
$nieniem wlotowym (na koncu kolumny), urzadzenie
sterujace ci$nieniem na wylocie oraz to, ktore regulu-
je temperaturg¢ kolumny. Na podstawie tych informacji
przyrzad jest w stanie obliczy¢ przeplywy gazow przez
poszczegodlne kolumny.

Wyposazenie dodatkowe — Nickel Catalyst Tube,
G2747A, uzywane jest do analizy $§ladowej CO i CO,
z detektorem ptomieniowo-jonizacyjnym. Probka gazowa
jest oddzielana na kolumnie i przepuszczana z dodatkiem
wodoru nad katalizatorem, ktory przemienia CO i CO,
w metan (CH,).

Dwukanatowy, zaworowy chromatograf gazowy
AGILENT 7890A posiada zainstalowane dwa detektory
ptomieniowo-jonizacyjne (FID-Front i FID-Back) oraz
cieplno-przewodnosciowy detektor TCD. Poniewaz TCD
nie powoduje rozktadu probki podczas pracy, detektor ten
moze by¢ potaczony szeregowo z detektorem ptomienio-
wo-jonizacyjnym lub innym [2, 6].

Walidowana metodyka analityczna

Metodyka analityczna przeznaczona jest do ozna-
czania zwiazkow weglowodorowych (C,, C,, C,, i-C,,
n-C,, neo-C;, i-Cs, n-Cs, Cg, C,, Cq, Cy, C,) oraz gazow
takich jak: N,, O,, CO i CO, w mieszaninach gazowych
za pomoca dwukanatowego, zaworowego chromatografu
gazowego.

Aparatura

» Dwukanatowy, zaworowy chromatograf gazowy z dwo-
ma detektorami plomieniowo-jonizacyjnymi (FID-
Front i FID-Back) oraz detektorem TCD; AGILENT
7890 A, Serial No. CN10181125, z oprogramowaniem
ChemStation ver. B.04.02.

*  Kolumny kapilarne potaczone z detektorem TCD
i FID-Front: HP-PLOT/Q dtug. 15 m, $redn. wew.
0,53 mm; HP-PLOT/Q dtug. 30 m, $redn. wew.
0,53 mm; HP-MOLESIEVE 5A dtug. 30 m, $redn.
wew. 0,53 mm.

» Kolumna kapilarna polaczona z detektorem FID-Back
HP-PONA, dlug. 50 m, $redn. wew. 0,200 mm.

Warunki pracy chromatografu

* Gaznos$ny: argon,

*  Predkos¢ przeptywu:

Predkos$¢ wzrostu Przeptyw Czas
[m]/min] [ml/min] [min]

- 3 9

50 6 0

* Program temperaturowy kolumny:

Predkosé Temperatura Czas
[°C/min] [°C] [min]

- 35 15

15 100 1

20 260 3

» Temperatura katalizatora niklowego: 375°C,
» Temperatura skrzynki z zaworami: 120°C,

» Temperatura dozownika: 200°C,

* Podzial strumienia — 20:1.

Ustawienia detektora FID-Front:

e Temperatura: 300°C,
* Gazy pomocnicze:
— wodor, szybko$¢ przeptywu — 50 ml/min,
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— powietrze, szybkos¢ przeptywu — 400 ml/min,
— makeup (azot), szybkos¢ przeptywu — 5 ml/min.

Ustawienia detektora FID-Back:

» Temperatura: 300°C,
* Gazy pomocnicze:

— wodor, szybkos¢ przeptywu — 30 ml/min,
— powietrze, szybkos¢ przeptywu — 400 ml/min,

— makeup (azot), szybkos¢ przeptywu — 25 ml/min.

Ustawienia detektora TCD:

* Temperatura: 200°C,

* Przeptyw referencyjny: 15 ml/min,

» Ujemna polaryzacja,

* Gazy pomocnicze: makeup (azot), szybkos¢ przepty-
wu — 1 ml/min.

Kalibracja metody analitycznej

Etap kalibracji jest integralna i nicodzowna czgscia kaz-
dej procedury analitycznej. Celem kalibracji jest minima-
lizacja btgdéw pomiarowych, czyli kontrola i zapewnienie
odpowiedniej jakosci uzyskiwanych wynikow. Kalibracja
odgrywa takze istotna rol¢ na etapie opracowania nowych
procedur analitycznych i sprawdzania ich zakresu stoso-
walnosci, bowiem przed wprowadzeniem takich procedur
do praktyki analitycznej konieczne jest ich sprawdzenie
w laboratorium, w trakcie badan modelowych z wykorzy-
staniem odpowiednich probek wzorcowych.

W materiatach IUPAC mozna znalez¢ informacje na
temat dwoch podejs$¢ do zagadnienia kalibracji. Wyr6znia
si¢: kalibracj¢ jakosciowa (identyfikacja i analiza jako-
sciowa) oraz kalibracje ilosciowa (analiza iloSciowa) [4].

Kalibracja jest definiowana w rézny sposob. W jed-
nym, szeroko rozpowszechnionym stowniku jest okre-
$lana jako ,,0znaczanie, poprawianie lub cechowanie,
skalowanie” [12] w innym z kolei jako ,,model probujacy
przewidzie¢ warto$¢ zmiennej niezaleznej w przypadku,
gdy tylko zmienna zalezna jest znana” [1]. Ogdlnie pod
pojeciem ,,kalibracji analitycznej” rozumie si¢ proces

polegajacy na przedstawieniu rzeczywistej (prawdziwej,
teoretycznej) zaleznos$ci sygnatu analitycznego od ste-
zenia analitu w postaci empirycznej (czyli tzw. wykresu
kalibracyjnego), a nastepnie wykorzystaniu tego wykresu
do wyznaczenia st¢zenia analitu w badanej probcee (czyli
uzyskania tzw. wyniku analitycznego).

Kalibracja analityczna sktada sig z trzech etapow [8, 3]:
1) laboratoryjnego — sporzadzanie roztwordw wzorcowych,
2) pomiarowego — konstruowanie wykresu kalibracyjnego,
3) matematycznego — obliczenia warto$ci wyniku anali-

tycznego.

Kalibracja pozwala na uniknigcie wielu blgdow; zardwno
w analizie jako$ciowej, jak i ilosciowej. Jednak, gdy zostanie
przeprowadzona w spos6b nierzetelny, moze doprowadzié
do zafatszowania koncowego wyniku analizy [3].

Kalibracj¢ walidowanej procedury analitycznej prze-
prowadzono w oparciu o krzywa wzorcowa. W zwiazku
z tym wyznaczono zaleznos$¢ sygnatu analitycznego (pola
powierzchni piku) w funkcji st¢zenia oznaczanego sktad-
nika, dla serii gazowych mieszanin wzorcowych. Wyniki
kalibracji zostaty zaprezentowane w tablicy 1.

Tablica 1. Wyniki kalibracji oznaczanych sktadnikow przy wykorzystaniu detektorow: FID1 A, FID2 B oraz TCD

Nr [11;;11;] Detektor Zwiazek Poziom SE;;ZI;]I ¢ Pov;;iizl]mla RF

. 7,360 FID1 A CoO, 1 19,780 180,230 1,0975¢-1
2 8 190,000 45 189,000 1,8124e-1

8,595 FID2 B Etan 1 995,600 119,630 8,322

2 2 10 670,000 1 257,900 8,482

9,048 FID2 B Propan 1 987,200 178,320 5,536

3 2 9 990,000 1 776,800 5,622

4 9,764 FID2 B i-Butan 1 2,204 5,4483e-1 4,046

10,358 FID2 B n-Butan 1 975,500 241,110 4,046

3 2 9 160,000 2 193,300 4,176

6 10,656 FID2 B neo-Pentan 1 11,914 3,517 3,388
11,990 FID1 A Etan 1 995,600 11 325,000 8,7909¢-2
! 2 10 670,000 121 360,000 8,7923¢-2
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cd. Tablica 1.

Nr [311?1;1] Detektor Zwiazek Poziom SESIZ;::]I © POVE;iiZl]mla RF
8 12,580 FID2 B i-Pentan 1 9,724 2,870 3,388
13,758 FID2 B n-Pentan 1 1034,100 305,180 3,388
’ 2 5 320,000 1 537,000 3,461
0 14,600 TCD3 C 0, 1 5 000,000 324,110 15,427
2 9 800,000 630,060 15,554
14,950 TCD3 C N, 1 10 780,000 752,320 14,329
11 2 60 000,000 3 011,700 19,922
3 780 800,000 36 785,000 21,226
16,000 FIDI A Metan 1 20,030 129,490 1,5469¢-1
12 2 11 350,000 63 023,000 1,8009¢-1
3 690 000,000 4,3591e6 1,5829¢-1
17,922 FID1 A Cco 1 9 620,000 53 656,000 1,7929¢-1
B 2 95 200,000 522 250,000 1,8229¢-1
19,226 FID2 B n-Heksan 1 918,200 323,900 2,835
H 2 5430,000 1 877,700 2,892
15 23,560 FID2 B n-Heptan 1 771,740 272,220 2,835
16 26,405 FID2 B n-Oktan 1 786,490 277,420 2,835
17 28,317 FID2 B n-Nonan 1 799,950 282,170 2,835
18 29,755 FID2 B n-Dekan 1 1 609,700 567,810 2,835

gdzie: RT — czas retencji, RF — wspotczynnik odpowiedzi detektora

W analizowanym zakresie st¢zen, dla poszczegdlnych
sktadnikow w trakcie kalibracji walidowanej procedu-
ry analitycznej udowodniono liniowa zalezno$¢ sygnatu

analitycznego (pola powierzchni piku) w funkcji stezenia
oznaczanych zwiazkow, ktore wykonano dla serii gazo-
wych mieszanin wzorcowych.

Eksperyment walidacyjny

Zgodnie z punktem 5.4 normy PN-EN ISO/IEC 17025
[11], laboratorium powinno stosowa¢ wtasciwe metody
i procedury dla wszystkich pomiaréw objetych zakre-
sem swojej dziatalnosci. Dotyczy to: pobierania probek,
postepowania z obiektami poddawanymi badaniom, ich
przygotowania, przechowywania i transportowania, a tam,
gdzie to wlasciwe — takze oszacowania niepewnosci po-
miaru. Dlatego wlasnie w minionych latach zagadnienia
zwiazane z walidacja metod analitycznych staty si¢ wazna
czescia praktyki laboratoryjne;j.

W punkcie 5.4.5.1 normy PN-EN ISO/IEC 170025 [11]
podano pelng definicj¢ walidacji, ktora brzmi: ,,Walidacja
jest potwierdzeniem, przez zbadanie i przedstawienie obiek-
tywnego dowodu, ze zostaly spetnione szczegdlne wyma-
gania dotyczace konkretnie zamierzonego zastosowania”.

Laboratorium powinno prowadzi¢ walidacje¢ metod
nieznormalizowanych, metod zaprojektowanych/rozwi-

janych w laboratorium, metod znormalizowanych wyko-
rzystywanych poza przewidzianym dla nich zakresem oraz
metod znormalizowanych, ktére zostaty rozszerzone lub
zmodyfikowane tak, aby potwierdzié, ze sa one wtasciwe
dla zamierzonego zastosowania. Walidacja powinna by¢
na tyle obszerna, na ile jest to konieczne przy danym
zastosowaniu lub obszarze zastosowania.

Do walidacji metodyk nalezy podchodzi¢ zgodnie
ze zdrowym rozsadkiem i dobrg praktyka laboratoryjna.
Nalezy jednak pamigtaé, ze walidacja jest zawsze kom-
promisem pomigdzy kosztami, ryzykiem i mozliwo$ciami
technicznymi. Istnieje wiele przypadkow, dla ktérych jej
zakres (np. doktadno$¢, granica wykrywalnosci, selektyw-
nos¢, liniowos¢, powtarzalnos$¢, odtwarzalno$¢, odpor-
no$¢ na czynniki zewngtrzne i wrazliwo$¢ na wzajemne
wplywy wewngtrzne) moze by¢ podany tylko w sposob
uproszczony [10].
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Kryteria akceptaciji i wiarygodnosci danych surowych

Tablica 2. Kryteria akceptacji

Parametr

Kryteria akceptacji

Specyficznosé/selektywnosc

— Brak pikoéw o czasach retencji odpowiadajacych czasom retencji oznaczanych sktadnikow
na chromatogramie $lepej proby.
— Piki odpowiadajace analizowanym sktadnikom dobrze rozdzielone.

Wplyw matrycy probki

— Rodzaj matrycy probki nie moze miec istotnego wptywu na rozdziat oznaczanych sktadni-
kéw oraz zaktdcac pomiaru.

Granica wykrywalnosci (LOD)

— Sygnal odpowiadajacy poziomowi wykrywalno$ci metody powinien mie¢ minimum
3-krotnie wyzsza warto$¢ niz sygnat szumu (S/N > 3).

Granica oznaczalnosci (LOQ)

— Sygnal odpowiadajacy poziomowi oznaczalno$ci metody powinien mie¢ minimum
10-krotnie wyzsza wartos¢ niz sygnat szumu (S/N > 10).

Liniowos$¢ — Wspolezynnik korelacji R > 0,999
— Wspotczynnik zmiennosci CV pomigdzy kolejnymi probkami na tym samym poziomie
Doktadnos¢ stezenia < 5%.

— Sredni % odzysku dla kazdego poziomu stezenia: 95+105%.

Precyzja metody
— powtarzalno$é

— Wspotezynnik zmiennosci CV < 5%.

Precyzja posrednia metody
powinna by¢ < 5%.

— Wspotczynnik zmiennosci CV < 5%.
— Rodznica pomigdzy $srednimi warto$ciami otrzymanymi przez dwoch roznych analitykoéw

Odporno$é

— Pomimo niewielkich zmian warunkow analizy uzyskuje si¢ zgodne i wiarygodne wyniki.

Specyficznosé/selektywnosé

Selektywnos$¢ (ang. selectivity) metody jest rozumiana
jako zdolno$¢ do dawania sygnatu analitycznego tylko
dla pewnej grupy substancji, a niereagowania na obec-
no$¢ innych. Z kolei termin specyficznos¢ (ang. specifity)
identyfikuje metodg, w ktorej jedynie analit jest zrodtem
niezakloconego sygnatu analitycznego, zas interferencje nie
wystepuja. Selektywnos$¢ 1 specyficzno$¢ sa miarami, ktore
okreslaja niezawodno$¢ wynikow

Kryteria akceptacji dla testu specyficznosci/selektyw-
nos$ci zostaty spetnione. W trakcie walidacji udowodnio-
no rowniez, iz rodzaj matrycy probki nie ma istotnego
wplywu na rozdziat analizowanych sktadnikow i nie
stanowi czynnika zakldcajacego pomiar, zatem probki,
ktorych gléwnym sktadnikiem jest hel, azot, powietrze
czy metan moga by¢ analizowane przy uzyciu opisanej
metodyki.

pomiardw w obecnosci interferencji
i rozwazane sa w kontekscie analizy
ilosciowej 1 jakosciowej [9].
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Okreslenie specyficzno$ci oraz

RD1 A Font Sors (TESTY CHEA MG 10

selektywnosci walidowanej metodyki —

odbyto si¢ juz w trakcie optymalizacji
warunkow oznaczania analitow, gdzie
doboér parametrow nastapit w taki

e

RO 6 Bkl (TESTY CAEDIDARGI 10

e

BHEoBREEs B

sposob, aby rozdziat poszczegol-

nych sktadnikéw byt jak najlepszy,
a wptyw czynnikow przeszkadzaja-
cych —jak najmniejszy. Przyktadowe

5]

8o 88 8%

chromatogramy gazowych mieszanin

T CAug (6 T THEDIDAGOL )

wzorcowych i probek rzeczywistych —————

w réznych rodzajach matryc zapre-
zentowano na rysunkach 1-6.
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Rys. 1. Przyktadowy chromatogram $lepej proby (gaz nosny)
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Rys. 2. Przyktadowy chromatogram powietrza
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Rys. 3. Przyktadowy chromatogram gazowej mieszaniny wzorcowej,
ktorej matryce stanowi azot firmy Air Liquide Polska, Serial No. 9275651001
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Rys. 4. Przyktadowy chromatogram gazowej mieszaniny wzorcowej,
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Granica wykrywalnosci oraz granica oznaczalnosci
Granica wykrywalnosci i granica oznaczalnosci to pa-
rametry, ktore odgrywaja bardzo wazna role w iloSciowych
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Rys. 5. Przyktadowy chromatogram gazowej mieszaniny wzorcowej,
ktdérej matryce stanowi metan firmy Agilent Technologies, Serial No. 006102D
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Rys. 6. Przyktadowy chromatogram roztworu wzorcowego wgglowodorow
n-Pentan—n-Oktadekan firmy Ultra Scientific Inc., Serial No. CB-2605Z

badaniach chromatograficznych. Chociaz znaczenie tych ~ odnoszacymi si¢ do tego zagadnienia.

pojec¢ oraz ich zrozumienie nie budzi watpliwosci, to jed-

nak samo wyznaczenie ich warto$ci bardzo czgsto bywa

problematyczne. Wynika¢ to moze z kilku powodow, do
ktorych nalezy zaliczy¢ przede wszystkim:

*  mnogos¢ definicji opisujacych pojecia granicy wykry-
walnosci 1 granicy oznaczalno$ci,

» trudno$ci natury praktycznej uniemozliwiajace wy-
znaczanie w sposob jednoznaczny podstawowego
parametru determinujacego granic¢ wykrywalnosci,
tj. wielko$¢ poziomu szumow danego urzadzenia po-
miarowego.
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tej serii pomiarow.
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Dlatego, w celu lepszego zrozumienia i ujednolicenia
wiedzy dotyczacej mozliwosci wyznaczenia granicy wykry-
walnos$ci, warto zapozna¢ si¢ z podstawowymi definicjami

Stosunek sygnatlu do szumu (S/N — Signal to Noice
Ratio) — to wielko$¢ bezwymiarowa, wyznaczana jako
stosunek sygnatu analitycznego do $redniego poziomu
szumo6w dla okreslonej probki. Parametr ten moze stuzy¢
do okreslania wptywu poziomu szumu na wzgledny btad
pomiaru. Moze on by¢ obliczony w rézny sposob, lecz
najbardziej praktyczne jest przedstawienie go jako stosunku
$redniej arytmetycznej serii pomiarow dla probek $lepych
(badz zawierajacych analit na bardzo niskim poziomie)
do wartos$ci odchylenia standardowego uzyskanego dla



Tablica 3. Teoretyczna granica wykrywalnosci (LOD)
i granica oznaczalnosci (LOQ)

Arlsitl:ggliny R []I;I?IE] []I;I?IS]
CoO, FID1 A 0,34 1,12
CO FID1 A 0,10 0,32

Metan FID1 A 0,13 0,43
Etan FID1 A 0,12 0,40
Propan FID2 B 1,79 5,97
i-Butan FID2 B 1,35 4,50
n-Butan FID2 B 1,35 4,50
neo-Pentan FID2 B 1,28 4,26
i-Pentan FID2 B 1,28 4,26
n-Pentan FID2 B 1,28 4,26
suma C6 FID2 B 0,67 2,23
suma C7 FID2 B 0,67 2,23
suma C8 FID2 B 0,67 2,23
suma C9 FID2 B 0,67 2,23
suma C10 FID2 B 0,67 2,23
0, TCD 4,16 13,85

N, TCD 14,44 48,12

Granica wykrywalnosci (LOD — Limit of Detection)
to najmniejsza ilo$¢ lub najmniejsze stezenie substancji
(pierwiastka, jonu, zwiazku) mozliwe do wykrycia za
pomoca danej procedury analitycznej, z okreslonym praw-
dopodobienstwem. Pojgcie ,,granicy wykrywalnosci” jest
Scisle zwiazane z okreslona procedura analityczna, ponie-
waz warto$¢ liczbowa granicy wykrywalnosci zalezy nie
tylko od poziomu zawartosci oznaczanego sktadnika, ale
rowniez od obecno$ci innych sktadnikow wystepujacych
w analizowanej probce. Warto$¢ granicy wykrywalno$ci
jest zwigzana rowniez z poziomem szumow stosowanego
urzadzenia pomiarowego — przyjmuje si¢, ze odpowiada
ona trzykrotnemu poziomowi szumow.

Granica oznaczalnosci (LOQ — Limit of Quantification)
to najmniejsza ilo$¢ lub najmniejsze stezenie substancji
mozliwe do ilo$ciowego oznaczenia dana procedura anali-
tyczna, z zatozona doktadnos$cia i precyzja. Wartos¢ LOQ
jest zawsze wielokrotnos$cia wyznaczonej warto§ci LOD.

Granica wykrywalno$ci stosowanego instrumentu
pomiarowego (IDL — Instrumental Detection Limit) to
najmniejsza zawarto$¢ oznaczanego analitu, jaka moze
zosta¢ wykryta (bez ilosciowego jej 0znaczenia) za pomoca
danego urzadzenia pomiarowego. Wartos¢ ta jest z reguty
mniejsza niz granica wykrywalnosci procedury analitycz-
nej i wyznacza si¢ ja na podstawie oznaczania zawarto$ci
analitu w sporzadzonych roztworach wzorcowych (lub

tzw. $lepych prob), bez poddawania tych roztworéw peinej
procedurze analityczne;.

Granica wykrywalnoéci procedury analitycznej (MDL
— Method Detection Limit) to najmniejsza zawarto$¢
analitu, jaka moze zosta¢ wykryta przy zastosowaniu
danej procedury analitycznej. Na warto$¢ tak wyzna-
czonej granicy wykrywalnos$ci maja wpltyw wszystkie
etapy procedury analitycznej, zatem wartos¢ MDL jest
zawsze wigksza od odpowiedniej (stosowanej w ramach
tej procedury) wartosci IDL [7].

W trakcie walidacji procedury analitycznej na pod-
stawie oznaczen Slepej proby oszacowano podstawowy
poziom szumdw, a nastgpnie okreslono teoretyczna granice
wykrywalnos$ci (LOD), na poziomie stgzenia odpowiadaja-
cego sygnatowi o wartosci trzykrotnie wigkszej od poziomu
szumow (S/N > 3). Do oznaczen wykorzystano gazowe
mieszaniny wzorcowe na niskim poziomie st¢zen poszcze-
golnych sktadnikow, a takze mozliwosci oprogramowania
ChemStation ver. B.04.02. W analogiczny sposdb zostata
wyznaczona teoretyczna granica oznaczalnosci (LOQ), na
poziomie stezenia odpowiadajacego sygnatowi o wartosci
10-krotnie wigkszej od poziomu szumow (S/N > 10).

Liniowos¢

Liniowos¢ (ang. linearity) okresla przedziat zakresu
pomiarowego procedury analitycznej, w ktérym sygnal wyj-
Sciowy jest proporcjonalny do oznaczanego st¢zenia analitu,
lub parametr metody zapewniajacy zdolnos$¢ do uzyskiwania
wynikow proporcjonalnych do st¢zenia analitu [10].

Dla wigkszosci metod analitycznych stosuje si¢ model
zaleznosci prostoliniowej, aby wykazac, ze pojedynczy
punkt krzywej kalibracyjnej zapewnia wystarczajaca do-
ktadno$¢ w przyjetym zakresie stgzen lub spodziewanych
zawarto$ci. Liniowo$¢ metody nie jest warunkiem ko-
niecznym. Dla metod analitycznych, ktore nie s liniowe,
nalezy wykaza¢ inng zalezno$¢ matematyczna spetniajaca
kryteria funkcji kalibracyjne;j.

W celu sprawdzenia liniowos$ci walidowanej meto-
dyki dla poszczegolnych sktadnikéw wykonano po trzy
pomiary gazowych mieszanin wzorcowych, dla r6znych
poziomow stezen, a nastgpnie wyznaczono zaleznosSci
pola powierzchni piku w funkcji stezenia, jak rowniez
wspotczynnika odpowiedzi detektora dla oznaczanego
zwiazku, w funkcji jego stezenia. Wyniki testu liniowosci
zaprezentowano w tablicy 4.

Kryteria akceptacji dla testu liniowosci zostaty spetnio-
ne. W analizowanym zakresie st¢zen dla poszczegdlnych
sktadnikow udowodniono satysfakcjonujaca liniowos$¢
walidowanej metodyki: wspotczynnik korelacji > 0,999.

nr 1172011 819



NAFTA-GAZ

Tablica 4. Wyniki testu liniowos$ci

19,71 106,22 106,18 106,32 106,24 0,07
8 190,00 44 124,90 44 234,40 43 814,90 44 058,07 0,49
10 000,00 52 852,40 52 954,50 52 654,10 52 820,33 0,29
€0, Statystyczna ewaluacja wynikoéw liniowosci
Rownanie prostej y=5,3117x + 86,505
Wspotezynnik korelacji R 0,9998
19,71 109,61 109,68 109,35 109,55 0,16
9 620,00 53 965,90 54 143,40 53 675,00 53 928,10 0,44
95 200,00 526 119,00 530 797,00 531261,00 529 392,33 0,54
o Statystyczna ewaluacja wynikow liniowosci
Roéwnanie prostej y=>5,5588x+213,98
Wspotczynnik korelacji R 1,0000
19,96 111,40 111,94 111,50 111,61 0,26
989,30 5 668,62 5738,56 5730,10 571243 0,67
11 350,00 63 348,60 63 482,40 62 981,00 63 270,67 0,41
Metan 690 000,00 4343 500,00 4351 720,00 4335 500,00 4343 573,33 0,19
999 950,00 6 566 220,00 6519 950,00 6521 830,00 6 536 000,00 0,40
Statystyczna ewaluacja wynikow liniowosci
Roéwnanie prostej y=6,4757x - 15001
Wspotezynnik korelacji R 0,9997
20,06 220,86 222,54 221,48 221,63 0,38
995,60 11217,50 11 475,70 11 466,60 11 386,60 1,29
10 670,00 119 786,00 120 016,00 119 092,00 119 631,33 0,40
Etan 90 000,00 981 666,00 983 406,00 979 729,00 981 600,33 0,19
Statystyczna ewaluacja wynikoéw liniowosci
Roéwnanie prostej y=10,896x + 1222,5
Wspolczynnik korelacji R 1,0000
20,01 3,50 3,52 3,51 3,51 0,28
987,20 177,91 181,65 181,49 180,35 1,17
9 990,00 1 779,27 1 779,29 1 767,03 1 775,20 0,40
Propan 60 000,00 10 679,10 10 700,90 10 727,30 10 702,43 0,23
Statystyczna ewaluacja wynikow liniowosci
Rownanie prostej y=0,1784x — 0,5094
Wspotczynnik korelacji R 1,0000
20,42 4,78 4,80 4,77 4,78 0,32
975,50 240,38 245,78 245,91 244,02 1,29
9 160,00 2 184,16 2 182,06 2170,53 2178,92 0,34
n-Butan 30 000,00 7 171,29 7 184,98 7 181,86 7 179,38 0,10

Statystyczna ewaluacja wynikow liniowosci

Roéwnanie prostej

y=0,2392x + 0,757

Wspotczynnik korelacji R

1,0000
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cd. Tablica 4.

Aty Stzf::il::zf;i?;ka quierzchnia quierzchnia quierzchnia pov%izfzngﬁnia Wspf’)lczyl}n.ik
sktadnik WZOorcowej piku [PA*S] piku [PA*S] piku [PA*S] piku zmle;m 08¢t
L] pomiar 1 pomiar 2 pomiar 3 [pA*s] [%]
20,00 5,74 5,80 5,81 5,78 0,65
1 034,10 302,79 310,59 311,31 308,23 1,53
5320,00 1 529,09 1 524,14 1521,52 1524,92 0,25
n-Pentan 10 000,00 2984,87 2 985,64 2 947,37 2972,63 0,74
Statystyczna ewaluacja wynikoéw liniowosci
Rownanie prostej y=0,2961x —9,2878
Wspotezynnik korelacji R 0,9997
20,24 7,15 7,27 7,18 7,20 0,87
918,20 315,94 326,89 329,31 324,05 2,20
5000,00 1 753,55 1 741,95 1 632,97 1 709,49 3,89
n-Heksan 5430,00 1 881,10 1 865,71 1 876,84 1 874,55 0,42
Statystyczna ewaluacja wynikow liniowosci
Roéwnanie prostej y=0,343x + 3,8449
Wspotczynnik korelacji R 0,9994
5 000,00 326,57 328,58 335,49 330,21 1,42
9 800,00 640,42 643,76 642,22 642,13 0,26
0, Statystyczna ewaluacja wynikéw liniowosci
Rownanie prostej y=0,065x +5,2967
Wspotezynnik korelacji R 0,9998
10 780,00 508,39 522,01 509,02 513,14 1,50
60 000,00 2 785,72 2 791,10 2787,71 2 788,18 0,10
N 999 840,00 46 942,50 47 179,60 47 028,00 47 050,03 0,26
’ Statystyczna ewaluacja wynikow liniowosci
Roéwnanie prostej y=0,0471x — 14,656
Wspotczynnik korelacji R 1,0000
Dokfadnos¢ stezen dla poszczegdlnych sktadnikow otrzymano satys-

Doktadnos¢ (ang. accuracy) okresla stopien zgodnosci
mig¢dzy uzyskanym wynikiem pojedynczego pomiaru
a warto$cig oczekiwana/rzeczywista, wiazacy si¢ z bledami
systematycznymi i blgdami przypadkowymi popetnianymi
w trakcie prowadzenia pomiaréw. Mozna ja rowniez ustali¢
przez poréwnanie z wynikami uznanej metody albo w dro-
dze migdzylaboratoryjnych badan poréwnawczych [10].

W celu sprawdzenia doktadno$ci metodyki dla poszcze-
golnych sktadnikow wykonano po trzy pomiary gazowych
mieszanin wzorcowych, na ré6znych poziomach stgzen,
a nastgpnie okre$lono zgodno$¢ wynikéw uzyskanych
dzigki zastosowaniu walidowanej metodyki analitycznej
z wynikami rzeczywistymi. Wyniki testu doktadnosci
zaprezentowano w tablicy 5.

Kryteria akceptacji dla testu doktadnosci walidowanej
metodyki zostaly spetnione. W analizowanym zakresie

fakcjonujace wyniki: wspotczynnik zmiennosci pomigdzy
kolejnymi pomiarami na tym samym poziomie st¢zenia
nie przekroczyt 5%, natomiast §redni procent odzysku dla
kazdego poziomu st¢zenia miescit si¢ w zakresie 95+105%.

Precyzja oraz precyzja posrednia metody — wyniki zbiorcze

W celu sprawdzenia precyzji (powtarzalno$ci) metody
dla poszczegdlnych sktadnikow wykonano sze$é niezalez-
nych pomiarow tej samej serii proby, badanej przez danego
analityka, a nastgpnie na podstawie warto$ci odchylenia
standardowego okreslono rozrzut uzyskanych wynikéw
wokot warto$ci $rednie;j.

Analogiczne oznaczenia przy uzyciu tej samej serii
probki gazu wykonano w innym dniu przez innego anali-
tyka, w celu skontrolowania precyzji posredniej walido-
wanej metodyki.
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Tablica 5. Wyniki testu doktadnosci

Al Stezenie Stezenie oznaczone | Stezenie oznaczone | Stezenie oznaczone 4 o ik cv
. teoretyczne [ppm] [ppm] [ppm] ) )
sktadnik . . . [%] [%]
[ppm] pomiar 1 pomiar 2 pomiar 3
19,71 19,25 19,24 19,27 97,7 0,08
Co, 8 190,00 7997,15 8017,01 7 940,97 97,5 0,49
10 000,00 9578,91 9 597,43 954297 95,7 0,29
19,71 19,98 19,99 19,93 101,3 0,16
CcO 9 620,00 9 835,71 9 868,05 9 782,68 102,2 0,44
95 200,00 95 889,20 96 741,90 96 826,50 101.,4 0,54
19,96 20,11 20,21 20,13 101,0 0,26
989,30 1 023,02 1 035,64 1 034,11 104,2 0,67
Metan 11 350,00 11 408,50 11 432,50 11 342,40 100,4 0,41
690 000,00 687 807,00 688 966,00 686 677,00 99,7 0,17
999 950,00 987 069,00 981 105,00 981 347,00 98,3 0,34
20,06 19,42 19,57 19,47 97,1 0,39
Et 995,60 986,28 1 008,98 1 008,18 100,6 1,29
an

10 670,00 10 532,00 10 552,20 10 471,00 98,6 0,40
90 000,00 86 311,20 86 464,20 86 140,90 95,9 0,19
20,01 19,66 19,77 19,71 98,5 0,28
987,20 1 000,13 1021,15 1 020,28 102,7 1,17

Propan
9 990,00 10 002,40 10 002,50 9 933,56 99,9 0,40
60 000,00 60 033,90 60 156,20 60 304,90 100,3 0,23
20,42 19,95 20,04 19,93 97,8 0,29
975,50 1 003,56 1 026,11 1 026,66 104,4 1,29

n-Butan
9 160,00 9 118,52 9 109,75 9 061,64 99,3 0,34
30 000,00 29 939,00 29 996,20 29 983,30 99,9 0,10
20,00 19,86 20,05 20,08 100,0 0,60
1 034,10 1047,22 1074,19 1 076,68 103,1 1,53

n-Pentan
5320,00 5288,49 5271,36 526229 99,1 0,25
10 000,00 10 323,40 10 326,10 10 193,70 102,8 0,74
20,24 20,67 21,00 20,76 102,8 0,82
918,20 913,12 944,79 951,78 102,0 2,20

n-Heksan
5 000,00 5068,14 5034,62 4 719,63 98,8 3,89
5430,00 5436,80 539231 542447 99,8 0,42
o 5 000,00 5077,02 5102,12 5209,33 102,6 1,37
: 9 800,00 994417 9 995,99 9972,06 101,7 0,26
10 780,00 10 786,10 11 075,00 10 799,50 101,0 1,50
N, 60 000,00 59 102,00 59 216,10 59 144,10 98,6 0,10
999 840,00 995 934,00 1 000 960,00 997 748,00 99,8 0,25

Kryteria akceptacji dla precyzji i precyzji posredniej
metody zostaty spelione. Wspodlczynniki zmiennosci
dla poszczegdlnych sktadnikow oraz réznica pomigdzy
srednimi warto§ciami dla szesciu niezaleznych pomiardw,
wykonanych przez dwodch analitykéw nie przekroczyta
5%, co $wiadczy o satysfakcjonujacej powtarzalnosci.
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Rozrzut wynikdéw oceniony na podstawie wspotczyn-
nika zmiennosci dla precyzji posredniej okazal si¢ zde-
cydowanie mniejszy niz dla precyzji metody. Moze to
by¢ zwiazane z przeplukiwaniem pgtli dozujacej gazem
no$nym po kazdym pomiarze, zastosowanym przez dru-
giego analityka.



Tablica 6. Poréwnanie testow precyzji i precyzji posredniej walidowanej metodyki

Pierwszy analityk Drugi analityk £t - &
Analizowany L OE_| Rozmica pomiedzy s
sktadnik CvV Sr. stezenie Cv Sr. stezenie @ .
%] [ppm] [%] [ppm] [l
Co, 0,69 872,31 0,14 873,70 0,08
Metan 0,41 912 681,67 0,14 913 026,83 0,02
Etan 0,45 9979,74 0,12 9 987,87 0,04
Propan 0,41 5272,03 0,32 5258,57 0,13
i-Butan 0,41 4802,99 0,35 4790,89 0,13
n-Butan 0,58 2 037,60 0,40 2 032,26 0,13
neo-Pentan 0,55 85,69 0,45 85,52 0,09
i-Pentan 1,06 301749 0,60 3010,24 0,12
n-Pentan 1,53 677,17 0,73 675,10 0,15
suma C6 2,67 1343,36 1,19 1 339,01 0,16
suma C7 4,22 710,41 1,74 705,02 0,38
suma C8 3,33 849,75 2,40 822,02 1,66
suma C9 4,05 236,98 3,73 227,30 2,08
suma C10 4,96 68,18 4,14 64,66 2,66
0, 0,93 756,34 0,28 743,73 0,84
N, 0,28 50 332,72 0,15 50 254,38 0,08

Odpornos¢ (wrazliwos¢) metody

Ocena odporno$ci metody zostala wykonana na etapie
opracowywania procedury analitycznej, w celu ustalenia
odpowiednich kryteriow sprawnosci uktadu chromatogra-

ficznego. Badanie to polegato na przeprowadzeniu pomiaréw
przy niewielkiej, celowej zmianie warunkoéw wykonywania
analizy, podczas ktérej udowodniono, Ze stosujac walido-
wana metode¢ uzyskuje si¢ zgodne i1 wiarygodne wyniki.

Podsumowanie

Ze wzgledu na fakt, iz do tej pory badania iloSciowe
sktadu gazoéw ziemnych i kopalnianych w Instytucie Nafty
i Gazu prowadzone byly przy wykorzystaniu kilku apa-
ratow chromatograficznych oraz detektorow w roznych
cyklach analitycznych, zakup nowego dwukanatowego,
zaworowego chromatografu gazowego okazat si¢ nieunik-
niony. Dzigki mozliwosci zainstalowania kilku kolumn
w piecu chromatograficznym tegoz aparatu, a takze dzigki
umiejetnemu operowaniu potozeniem poszczegdlnych
zaworow, AGILENT 7890A doskonale sprawdza si¢ do
oznaczania kilku substancji jednocze$nie — co przede
wszystkim przyspiesza czas wykonywanych analiz oraz
zdecydowanie obniza koszty eksploatacji tego urzadzenia.

Zgodnie z zasadami dobrej praktyki laboratoryjne;j,
kazda jednostka badawcza powinna stosowa¢ wtasciwe
metody i procedury dla wszystkich pomiar6w objetych za-
kresem swojej dziatalnosci. Dotyczy to zardwno pobierania
probek, postepowania z obiektami poddawanymi badaniom,
ich przygotowania, przechowywania, transportu, same-

go pomiaru, a takze interpretacji danych analitycznych.
Wtasnie dlatego opracowanie i zwalidowanie metodyki
analitycznej oznaczania zwigzkow weglowodorowych
(C,, C,, Cy, i-C4, n-C,, neo-Cs, i-Cs, n-Cs, Cq, C,, Cq, C,,
C,,) oraz gazow takich jak: N,, O,, CO i CO, w mieszani-
nach gazowych za pomoca dwukanatowego, zaworowego
chromatografu gazowego byto koniecznoscia.

W trakcie eksperymentu walidacyjnego udowodniono,
iz opisana metodyka spetnia zatozone kryteria akceptacji
odnosnie: selektywnosci/specyficznosci, granicy wykry-
walnoSci i oznaczalnosci, liniowosci, doktadnosci, precyzji
oraz precyzji posredniej, a takze odpornosci (wrazliwosci)
i zakresu pomiarowego. Rodzaj matrycy probki nie ma
istotnego wptywu na rozdziat analizowanych sktadnikow
i nie stanowi czynnika zaklocajacego pomiar, zatem probki,
ktorych gldéwnym sktadnikiem jest hel, azot, powietrze
czy metan moga by¢ analizowane przy uzyciu opracowa-
nej procedury. Opisana w niniejszym artykule metodyka
zostata wdrozona zgodnie z zasadami dobrej praktyki
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laboratoryjnej 1 jest stosowana do oznaczania zwiazkéw  n-Cs, C, C,, C,, C,, C,,) oraz gazow takich jak: N,, O,,
weglowodorowych (C,, C,, C,, i-C,, n-C,, neo-Cs, i-C;,  CO i CO, w mieszaninach gazowych.

Artykut nadestano do Redakeji 27.05.2011 r. Przyj¢to do druku 6.09.2011 r.

Recenzent: dr inz. Andrzej Fronski, prof. INiG

Literatura
[11 Bonate P.L.: LC-GC, 10, 310, 1991. ronmental Analysis and Monitoring. Red. Namiesnik J.,
[2] Chromatograf gazowy AGILENT 7890A — podrgcznik Chrzanowski W., Zmijewska P., WIB, Gdansk 2003.
zaawansowanego uzytkowania. [91 Kubiak W., Gotas J.: Instrumentalne metody analizy che-
[3] Cuadros-Rodrigez L., Gamiz-Gracia L., Almanda-Lopez E., micznej. Wydawnictwo Naukowe AKAPIT, Krakow 2005.
Laso-Sanchez J.: Trends Anal. Chem., 20, 195, 2001. [10] Michalski R., Mytych J.: Akredytacja laboratoriow badaw-
[4] Guidelines for Calibration In Analytical Chemistry, Part 1: czych wedtug normy PN-EN ISO/IEC 17025. Wydawnictwo
Fundamentals and Single Component Calibration. ITUPAC Elamed, Krakow 2008.
Recommendation. Pure. Appl. Chem., 70, 993, 1998. [11] PN-EN ISO/IEC 170025: Ogolne wymagania dotyczqce
[5] Instrukcja obstugi i sprawdzania I0-5/SG-1. kompetencji laboratoriow pomiarowych i badawczych.
[6] Instrukcja stanowiskowa IS-5/SG-1. [12] Webster’s Seventh New Collegiate Dictionary, G. & C.
[71 Konieczka P.: Walidacja metod analitycznych. Kurs HPLC, Merriam Co., Springfield, MA, 1970.
poziom zaawansowany, Gdansk 2006. [13] Witkiewicz Z., Hetper J.: Chromatografia gazowa. Wy-
[8] Koscielniak P.: Calibration Methods — Nomenclature and dawnictwa Naukowo-Techniczne, Warszawa 2001.

Classification. New Horizons and Challenges In Envi-

Mgr Matgorzata KANIA — ukonczyta Wydziat
Chemii UJ o specjalizacji nowoczesna synteza i fi-
zykochemia organiczna oraz Wydziat Inzynierii
Materiatowej i Ceramiki AGH w Krakowie, ze spe-
cjalizacja: analityka i kontrola jakosci. Asystent
w Zakladzie Geologii i Geochemii INiG w Krakowie.
Specjalizuje si¢ w analizach chromatograficznych,
a takze w rozwoju i walidacji metod analitycznych.

Mgr inz. Marek JANIGA — absolwent wydziatu
Geologii, Geochemii i Ochrony Srodowiska
Akademii Gorniczo-Hutniczej w Krakowie. Asy-
stent w Laboratorium Nafty i Gazu, w Zaktadzie
Geologii i Geochemii Instytutu Nafty i Gazu
w Krakowie.

ZAKLAD GEOLOGII I GEOCHEMII

* analiza systemdw naftowych (badania skat macierzystych, modelowanie generaciji, ekspulsji i migracji weglowodorow,
analiza drég migracji, analiza parametréw zbiornikowych putapek ztozowych);

*  badania prospekcyjne (trendy przestrzennego rozwoju parametréw zbiornikowych i filtracyjnych, analiza macierzystosci,
ranking stref zbiornikowych);

»  konstrukcja statycznych modeli geologiczno-ztozowych 3D;

* analiza proceséw diagenetycznych i ich wptywu na parametry zbiornikowe skat;
* genetyczna korelacja ptynéw ztozowych ze skatami macierzystymi;

»  obliczanie zasobdw zt6z weglowodoréw z analizg niepewnosci;

* modele przeptywu ptynéw ztozowych w skatach zbiornikowych;

* badania ekshalacji gazu;

* badania zt6z typu tight/shale gas;

» specjalistyczne analizy: przestrzeni porowej, petrograficzne, geochemiczne RSO, ptyndw ztozowych, analizy
biomarkerdéw, analizy chromatograficzne, analiza GC/MS oraz GC/MS/MS;

* interpretacja danych geofizyki wiertniczej.
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