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Wraz ze wzrostem
Swiadomosci 0s6b
wydajacych decyzje
na podstawie
wynikéw analiz
chemicznych,
wzrastaja takze
wymagania co do
wiarygodnosci tych
wynikow.
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JEDNOCZESNE OZNACZANIE JONOW CHLORKOWYCH,
FLUORKOWYCH, SIARCZANOWYCH(VI), AOTANOWYCH(V)
W WODZIE DO PICIA METODA WYSOKO SPRAWNE)J

CHROMATOGRAFII JONOWEJ

Klient, zlecajac badania do laboratorium analitycznego,
chce mie¢ pewnos¢, ze wyniki czy ekspertyzy, za ktére
przeciez placi czesto niemale pieniadze, beda uzna-
wane przez innych. Jedli podjeta decyzja ma by¢ wias-
ciwa, to konieczne jest zaufanie do wyniku analitycz-
nego, czyli do jego jakosci, dlatego tak duze znaczenie
w chemii analitycznej ma metrologia.

Woda jest substancja niezbedng do zycia cztowieka,
dlatego musi by¢ dostepna w zadowalajacej ilosci dla
wszystkich konsumentéw, a producenci wody powinni
podja¢ wszelkie starania, aby uzyska¢ mozliwie najlep-
sza jej jakos¢. Poniewaz woda jest specyficznym produk-
tem spozywczym, wiasciwosci, jakie powinna spefnia¢,
zostaty zebrane w odpowiednich dyrektywach i rozpo-
rzadzeniach. W Polsce obowiazuje ,Rozporzadzenie
ministra zdrowia z dnia 29 marca 2007 r. w sprawie
jakosci wody przeznaczonej do spozycia przez ludzi”.
Zostato w nim ujetych przeszto piecdziesigt parametrow
fizyczno-chemicznych i mikrobiologicznych wraz z ich
najwyzszymi dopuszczalnymi stezeniami.
Rozporzadzenie ministra zdrowia nie narzuca nam
metody analitycznej, jaka nalezy zastosowac przy ozna-
czaniu danego parametru, jednak méwi, ze stosowana
metoda musi co najmniej umozliwia¢ oznaczanie warto-
Sci dopuszczalnej z podang w zataczniku nr 9., Charak-
terystyki metod badan”, poprawnoscia, precyzja i grani-
ca wykrywalnosci, dlatego tez sprawdzono, czy metoda
chromatograficzna stuzaca do jednoczesnego oznaczania
jonow chlorkowych, fluorkowych, siarczanowych(Vl),
azotanowych(V) w wodzie przeznaczonych do
spozycia spelnia stawiane jej wymagania (tab. 1).

Wymagania, jakie powinna spetniac metoda analityczna stuzaca

Do oznaczania wyzej wymienionych anionéw zostat
uzyty chromatograf jonowy 1CS-2000 (Dionex USA)
wyposazony w pompe tlokowa, detektor kondukto-
metryczny, ttumik jonowy ASRS ULTRA Il 4 mm oraz
podajnik probek AS (fot.). Do rozdziatu uzyto kolumne
analityczng AS18 (250x4 mm) oraz kolumne ochronng
AG18. W tym modelu zostata wykorzystana technika
Reagent-Free, ktéra zmienia w trybie ,on-line” dejo-
nizowang wode w wysokiej czystosci eluent. Elucje
prowadzono w systemie gradientowym, na co pozwala
generator eluentu. Parametry pracy systemu zebrano
w tabeli 2.

Walidacje metody podzielono na kilka etapow, w kt6-
rych okreslono charakterystyczne dla procedury anali-
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Analiza sladowa metali A

tatwa do wykonania Baker
z rzeczywistymi warto$ciami Y

=

w ppb na kazdej etykiecie kwasu V
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do oznaczania wybranych jonow w wodzie
1 | 5 oy s «
i ! Najwyisze Poprawnosé Precyzja Granica Kwasy BAKER INSTRA-ANALYZED®
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| ny sygnat pochodzi z proby, a nie z odczynnika.
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Fot. Chromatograf jonowy
ICS-2000 z podajnikiem probek AS
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tycznej parametry jako$ciowe i iloSciowe oraz parametry
opisujace wynik pomiaru, czyli sp6jno$¢ i niepewnosc.

A. PARAMETRY JAKOSCIOWE

Selektywnosci. Waznym elementem oceny metody
chromatograficznej jest wyznaczenie zdolnosci roz-
dzielczej kolumny analitycznej (R, ,) dla oznaczanych
analitbw w obecnosci sgsiadujacego sygnatu innego
jonu. Parametr ten oblicza si¢ za pomoca nastepuja-

Cego Wzoru:
2(t e L Rl) .

gdzie:

1y, — Czas retencji pierwszego piku [s],

tg, — Czas retengji drugiego piku [s],

W, — szeroko$¢ pierwszego piku [s],

W, — szerokos¢ drugiego piku [s].

Uzyskane rozdzielczosci dla oznaczanych anionéw
zebrano w tabeli 4.

B. PARAMETRY ILOSCIOWE

Liniowos¢ i zakres roboczy. Przy ustalaniu zakresu
krzywej kalibracyjnej wzieto pod uwage zakres ste-
zen analitow spotykany w prébkach rzeczywistych.
W eksperymencie wykorzystano roztwory wzorcowe
o stezeniach od 0,100 mg/L do 1,00 mg/L dla fluor-
kow (6 punktow), 1,00 mg/L — 300 mg/L dla chlorkow
i siarczan6w (15 punktéw) i 0,100 mg/L — 100 mg/L
dla azotan6w(V) (15 punktow).

Robocze roztwory kalibracyjne sporzadzono z dostep-
nych handlowo roztworéw wzorcowych:
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W wzorzec wieloelementowy Il, anionowy 1000 mg/L
[CF, NO,, SO, kod lab.: AZ,;

W wzorzec wieloelementowy I, anionowy 1000 mg/L
[F, Br, PO, kod lab.: AY,

oraz wody dejonizowanej z systemu produkcji wody
czystej Milli Q Gradient A10.

Chromatograf kalibrowano kazdorazowo przed serig
pomiarowa, za kazdym razem uzywajac Swiezo przy-
gotowanych roztworéw kalibracyjnych. Do wyzna-
czenia og6lnej charakterystyki krzywej kalibracyjnej
wybrano 10 serii analitycznych wykonanych w trakcie
walidacji, ktérych wyniki usredniono.

Ocene liniowosci wykonano na podstawie kombinaciji
dwoch metod. Pierwszg z nich, najprostsza, polega-
jaca na graficznym przedstawieniu danych w postaci

TABELA 2

Parametry pracy chromatografu jonowego stuzacego

do oznaczania jonow chlorkowych, fluarkowych,
siarczanowych(V1), azotanowych(V) w wodzie do spozycia

Parametr Wartos¢ E
Skfad eluentu 22 mM KOH 0-7 min

40 mM KOH 8-16 min
Szybkosc przeptywu eluentu 1 mL/min
Objgtosc wprowadzanej probki | 20 pl
Prad ttumienia 99 mA dla 40mM KOH
Temperatura pracy kolumny 30°C
Cisnienie na kolumnie ~ 2400 psi
Czas analizy ~ 16 min

krzywej kalibracyjnej i jej wizualnej ocenie. Widoczna
jest wtedy kazda nieliniowo$¢, co pozwala na wstepne
odrzucenie punktoéw skrajnych i modyfikacje zakre-
su liniowosci. Nastepnie dokonano charakterystyki
liniowosci przez obliczenie wsp6tczynnika korelacji

liniowej r:
RCRE CRE
i=1 !

!

J}f (x; - :‘c)lz" Gy~ 7). |

f=

i=

gdzie:

x, — stezenie i-tego skfadnika,

y; — wartos¢ sygnatu dla i-tego sktadnika,

i — wspotczynnik zmiennoéci metody (krzywej kali-
bracyjnej).

gdzie:
X — $rednia wartos$¢ zakresu skali wzorcow,




s, — odchylenie standardowe metody obliczone ze
WZOru:

Przyjmuje sie, ze krzywa kalibrowania jest liniowa,
jesli wspotczynnik korelacji r jest wigkszy niz 0,999,
a metoda zapewnia wystarczajaca precyzje, jesli
wspOtczynnik zmiennosci metody Vm jest mniejszy
niz 3%. Po okreéleniu zakresu liniowosci krzywej
kalibracyjnej wyznaczono funkcje regresji liniowej
y = a + bx. Krzywe kalibracyjne poszczegolnych anio-

now przedstawia rysunek.

Granica wykrywalnosci,
granica oznaczalnosci, czutosc

arametry te zostaly wyznaczone na pu(l\mwitx wie-
lokrotnych pomiaréw dla prébki slepej z dodatkiem
wzorca. Pomiary wykonywane byly w kazdej serii ana-
litycznej. Uzyskano 20 wynikow dla kazdego oznacza-
nego jonu, ktére poddano dalszej analizie statystycz-

nej. Granice wykrywalnosci (L,) wyrazono wzorem:

5
LI) o x/)lan/\' + 30 blank

gdzie:
X — Srednie stezenie probki Slepej,

) odchylenie standardowe probki Slepej.

blank

Granice oznaczalnosci (LOQ), wyrazono wzorem:

L()Q ¥ X/)Iunk T 100 blank

Precyzja

Procedura wyznaczenia miar precyzji obejmowata
wykonanie wielokrotnych, powtarzanych pomiarow
obiektow badan (materiatow odniesienia, probek rze-
czywistych). Pomiary byly wykonywane w warunkach
powtarzalnoéci i odtwarzalno$ci wewnatrzlaboratoryj-
nej. Schemat postepowania obejmowat wykonanie serii
20 niezaleznych od siebie (dwa powtérzenia) badan
probek rzeczywistych (powtarzalnos¢) i materia-
téow odniesienia (powtarzalno$¢ i odtwarzalnos¢
wewnatrzlaboratoryjna). Sposéb ten pozwolit na
wyznaczenie miar precyzji zarbwno w warunkach
powtarzalnosci, jak i odtwarzalnosci wewnatrzlabora-
toryjnej. W trakcie eksperymentu wykorzystano cer-
tyfikowane materialy odniesienia i probki rzeczywiste

obejmujace zawartoécig badanych jonéw cafa krzywa
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Nowa era w detekcji

Prosty w obstudze i przewyzszajacy dotad znane detektory HPLC!
* \Wysoka czutos¢

»Szeroki dynamiczny zakres pomiarowy

* Odpowiedz det a niezalezna od struk naczanych zwigzkow
* Kompatybilno$¢ z kazdym systemem HPLC

* Pierwszy od 20 lat, naprawde uniwersalny detektor do HPLC

«|dealny w analizie cukrow, peptydow, przemysle farmaceutycznym
i chemicznym

The Corona™ Charged Aerosol Detector
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Rys. Szacunkowy udziat skfadowych
w budzecie niepewnosci
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wzorce
5% kalibracja
6%

odtwarzalno$é¢

wewnatrz
laboratoryjna
50%

kalibracyjna (tab. 4). Analizujgc materialy odniesienia
oraz prébki rzeczywiste w warunkach powtarzalnosci
oraz odtwarzalnosci wewnatrzlaboratoryjnej, wyzna-
czono miary precyzji dla zakresu roboczego metody.

Precyzje okresla odchylenie standardowe od pojedyn-

czego wyniku:

Powszechnie wykorzystywana w laboratorium miarg
precyzji jest wsp6tczynnik zmiennosci (CV), wyrazany

wzorem:

cv = 2x100%
X

Odzysk

Ocena odzysku zostata wykonana na probkach rzeczy-
wistych. Zbadano stezenia analitu w szeregu prébek
rzeczywistych i wzbogaconych (stezenia dodawanych
analitéw miescity sie w zakresie roboczym metody
analitycznej) za pomoca walidowanej metody pomia-
rowej i obliczono wartosci odzysku wedtug wzoru:

gdzie:

R; — odzysk,

C, — zawartos¢ analitu w probce wzbogaconej,

C, — zawartosc analitu w probce,

C,,, — zawartos¢ dodanego analitu.

Wyznaczono takze warto$¢ $redniego odzysku dla
probek wzbogaconych, wedtug ponizszego wzoru:

R-= ——ZR"
n
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KoAcowym etapem wyznaczenia wsp6iczynnika
odzysku byto przeprowadzenie statystycznej analizy
na istotno$¢ wspotczynnika odzysku, wedtug:

-1
T uR)
gdzie:
A)
u(R)= —
i
gdzie:

s — odchylenie standardowe odzysku.

Test na istotno$¢ wsp6tczynnika odzysku dowiédt, ze
tg < Ly (P = 95%, f = n-1), co oznacza, ze wplyw
matrycy jest pomijalny, jednak niepewnoé¢ standar-
dowa oszacowanego odzysku uwzgledniono w pro-
cedurze szacowania niepewnosci metody. Gdyby
zaistniata sytuacja odwrotna (t; > 1), wspdtczyn-
nik R powinien zosta¢ uwzgledniony przy obliczaniu
wyniku oznaczenia.

C. 0SZACOWANIE NIEPEWNOSCI POMIARU

Niepewnosc¢ wyniku

W celu przygotowania budzetu niepewnosci zidenty-
fikowano zrédta niepewnosci majace wptyw na wyni-
ki oznaczania wymienionych anionéw, przygotowanie
roztworéw kalibracyjnych, kalibracja, precyzja, odzy-
skiem i pobieraniem probek (rys.). Warto$¢ niepew-
nosci oszacowano dla stezen analitow obejmujacych
caly zakres roboczy metody.

Catkowita niepewnos¢ standardowa obliczano wedtug
ponizszego wzoru, uwzgledniajac wymienione wyzej
sktadowe budzetu niepewnoéci:

ue = (X)) + u2(Xy)+... + W (X,) '

gdzie:

u, — catkowita niepewnos¢ standardowa,

u?(X,) — sktadowe niepewnosci standardowej.
Nastepnie obliczono niepewnoS¢ rozszerzong U,
mnozac catkowita niepewno$¢ standardowa przez

wspolczynnik rozszerzenia k.
;
g

U=k -u.

gdzie:

U — niepewnoS¢ rozszerzona,

u, — catkowita niepewnosc¢ standardowa,

k — wspotczynnik rozszerzenia (przyjeto k = 2).




D. SPOJNOSC POMIAROWA

Poprawnosc

Wyznaczenie poprawnosci polegato na wykonaniu
pomiaréw dla certyfikowanych materiafow odniesie-
nia i laboratoryjnych materialow odniesienia (tab. 3)
w warunkach odtwarzalnoéci wewnatrzlaboratoryjnej
oraz obliczeniu éredniej ogolnej wedtug:

e,
e
n

gdzie:

x — érednia warto$¢ oznaczenia,
x, — pojedynczy wynik,

n — liczba pomiaréw

i obliczeniu obciazenia metody:

A= x- Ul

gdzie:
u — jest przyjeta wartoscig odniesienia
oraz ocenie statystycznej istotnoéci obciazenia

gdzie:
s, — to odchylenie standardowe $rednie

i=1

n(n-1)

Poniewaz nie stwierdzono, by wartosc statystyki t byta
wieksza niz wartos¢ krytyczna wynikajaca z rozkfa-
du -Studenta (dla P = 95% i f = n-1), przyjeto, ze
obcigzenie jest statystycznie nieistotne (tab. 4).
Certyfikowany materiat odniesienia jest materiatem,
w ktérym kazdej wartoci jest przypisana niepewnosc
na okreslonym poziomie ufnosci. Sposob produk-
Gji i certyfikacji materialtow CRM sprawia, ze s3 one
drogie i wystepuja w niewielkich seriach, dlatego tez
nie powinno sie ich uzywac w rutynowych analizach.
Do celéw rutynowych mozna uzywac laboratoryj-
nych materialow odniesienia, ktérych cechy zostaty
powiazane z okreslonymi certyfikowanymi materia-
tami odniesienia za po$rednictwem nieprzerwanego
tancucha poréwnan.

Nazwa i charakterystyka Zawartos¢ jonu [mg/L]
stosowanego materiatu odniesienia | - o | No; 30 ‘z
HAMILTON 20 lot:206 (CRM) 042+0,08 | 64,745 245+021 | 45832

jako NNO,
QCI-51 Lot:010287 (QCM) 1,600,108 | 40,3254 | 200:143 | 478:2T1
- materiat do kontroli jakesci jako NNO,
Laboratoryjny materiat odniesienia | 0,50 + 0,10 50,045 50,0+ 6,0 50,0+25
przygotowany na podstawie
wzorca wieloelementowego |,
1000 mg/L[F", Br, P0,7]i wzorca
wieloelementowego I, 1000 mg/L
[Cr, NO;, S0/
WLW-2; SUW Mosina 0,187+0,037 | 42,238 16,9+19 103,8+5,9
- woda surowa (filtry zbiorcze)
laboratoryjny materiat odniesienia
Pordwnanie miedzylaboratoryjne - 154 +3 - 216+8
D#326 G:1A

TABELA 3

Poréownania miedzylaboratoryjne

Kolejnym etapem sprawdzenia metody pomiarowej
bylo uczestnictwo w poréwnaniach miedzylaborato-
ryjnych organizowanych miedzy innymi przez Poli-
technike Krakowska i LGC Promochem (Aquacheck

Aparatura naukowa i badawcza...
Apli)kﬁacje
Sprzedaz

Serwis .

kontrola i_akoici
badania i rozwéj
life science
kontrela proceséw

Odwiedz nas na stronie internetowej www.bruker.pl lub zadzwon (61) 868 90 08

. NMR/EPR/MS/X-RAY/FT-IR/RAMAN
think forward
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TABELA 4
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334, 326). Wyniki z tych poréwnan sa zadowalajace,
to znaczy | Z |< 2 (tab. 4).

E. POBIERANIE PROBEK
Waznym fragmentem procedury analitycznej jest
pobieranie probek, ktére w wielu przypadkach moze

Dodatkowo w celu oceny wptywu pobierania probek
na wynik pomiaru wykonano badania:

W terenowych probek Slepych, ktére umozliwiaj
identyfikacje bfedéw zwigzanych z zanieczyszcze-
niem pojemnikéw do pobierania i z procesem pobie-
rania probek,

Parametry charakteryzujace metode oznaczania fluorkow, chlorkow, azotandw(V) i siarczanow({V1)

w wodzie technika chromatografii jonowej z detekeja konduktometryczng

Cechy metody Wyniki
E cr NO; NIy
Granica wykrywalnosci (3s), mg/L 0,010 0,358 0,082 0,307
Granica oznaczalnosci (10s], mg/L 0,027 0,914 0,189 0,534
Wspotezynnik korelacji krzywej kalibracyjnej 0,9999 0,9999 0,9999 0,9999
Wspdtezynnik zmiennosci metody, % 0,33 0,39 12 0,6
Zakres roboczy, mg/L 010-10 1,0 - 200 0,10 - 100 1,0 - 200
Powtarzalnosc, % 54 0,42 0,41 0,37
Odtwarzalnos¢ wewnatrzlaboratoryjna, % 6,5 13 13 16
Poprawnosc: certyfikowany materiat odniesienia HAMILTON 20, % 0,42 0,86 1,25 1,93
(0,42 mg/1) (65,3 mg/l) (2,42 mg/1) (47,3 mg/1)
Odzysk prabek fortyfikowanych, % 99,3% 99,8% 98,7% 99,9%
Zdolnoscé rozdzielcza kolumny AS18 2,0 2.3 2.9 2,0
Porownanie migdzylaboratoryjne - Politechnika Krakowska 11 0 0,36 0,53
[marzec 2007), Z<2
Niepewnosc rozszerzona, mg/L 0,386 0,066 65,361 10,6+1,2 47,4+2.6
(wzgledna niepewnosc rozszerzona) (20%) (9%) (12%) (5%)
0,181+0,031 154115 91:1 103,8+5,5
(20%) (8%) (12%) (5%)
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mie¢ duzy, bo dochodzacy do 80% wplyw na wynik
samego pomiaru, dlatego jednym z elementéw opi-
sywanej metody jest pobieranie probek przez pra-
cownikéw laboratorium i okreslenie jego wplywu na
wynik.

Zrédtami bledéw zwiazanymi z pobieraniem probek
sa miedzy innymi kontaminacja, nietrwato$¢ probki
oraz niewlasciwe jej utrwalenie, niewlasciwe pobiera-
nie probki, transportowanie probki. W celu okreslenia
mozliwych bledéw zwigzanych z pobieraniem pré-
bek postuzono sie eksperymentem dwuczynnikowym
petnym. Pobierano dwie prébki pierwotne, z ktérych
kazda po przywiezieniu do laboratorium dzielona byta
na dwie probki laboratoryjne. W kazdej z nich wyko-
nywano oznaczenia analitow za pomoca walidowanej
procedury badawczej. Ocena wplywu pobierania pro-
bek na wynik obejmowata:

W precyzje (odchylenie standardowe powtarzalnosci
oraz odchylenie standardowe zwigzane z pobieraniem
probek, test istotnosci tych odchylen — test F),

W poprawnos¢ (obciazenie — ocena systematycznych
réznic i ich istotnosci — testy ¢-Studenta).
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W probek z dodatkiem analitu, ktére pozwalaja na
identyfikacje btedéw zwiazanych z zachowaniem sie
analitu (nietrwatoscia probki, stratami analitu poprzez
jego rozkfad, ulatnianie, zjawiska sorpcji lub czynniki
biologiczne).

Dane z pomiaréw uzyskane w trakcie oceny wplywu
pobierania probek na wynik analizy wskazuja jedno-
znacznie, ze pobieranie probek, o ile przeprowadzo-
ne jest prawidlowo, nie wnosi statystycznie istotnego
btedu do wyniku pomiaru.

Koncowym etapem pracy chemika analityka jest
informacja, ktéra powinna charakteryzowac ,jakos¢".
Aby tak sie stato, analityk musi by¢ swiadom Zrodet
btedéw i nie lekcewazy¢ zadnego, nawet pozornie
nieistotnego etapu postepowania analitycznego. Powi-
nien dazy¢ do minimalizowania ich wptywu, dlatego
nie bez znaczenia w tej pracy jest wykorzystywanie
odpowiednich metod matematycznych do oceny
wyniku i jego interpretacji. Efektem pracy wykonanej
zgodnie z zasadami jakosci powinien by¢ dobrze opi-
sany przez niepewno$¢ wynik uzyskany za pomoca
dobrze charakteryzowanych metod analitycznych. B




