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… to nauka o rozpoznawaniu chorób.

Diagnoza jest wynikiem:

1. badania podmiotowego

2. badanie przedmiotowego

3. badania dodatkowego

• badania fragmentu tkanek, krwi,
wydzielin i wydalin

• badania obrazowe

• badania endoskopowe

Diagnostyka medyczna



Brak bezpośredniego kontaktu z pacjentem

Operowanie na materiale pobranym od pacjenta

Bardzo duża ilość wykonywanych badań

Wykonywania analiz zarówno jakościowych
jak i ilościowych

Czas trwania analizy bardzo często musi być
krótki

Bardzo dobra komunikacja na drodze lekarz –
biochemik

Opracowanie nowych metod analitycznych,
udoskonalanie istniejących, serwisowanie
aparatury analitycznej

kontrola jakości

Specyfika diagnostyki laboratoryjnej



Proces analityczny

Określenie 
problemu 

analitycznego 

Określenie 
analizowanych 

związków

Dobór rodzaju 
analizowanej 

próbki

Strategia i technika 
pobierania próbek

Przygotowanie 
próbki do analizy

Analiza
próbki

Określenie 
problemu 

analitycznego 

Obróbka danych
i ich 

przechowywanie

Interpretacja 
wyników

KONTRLOA JAKOŚCI (QUALITY CONTROL)

KONTRLOA JAKOŚCI (QUALITY CONTROL)



Rodzaj badanego materiału oraz cel badania

Problem analityczny

KREW MOCZ

PŁYN MÓZGOWO-
RDZENIOWY

PŁYN 
OWODNIOWY



Określenie badanych związków

Amino kwasy

Witaminy

Białka Enzymy

Makro i mikroelementy

Kwasy tłuszczowe



Przygotowanie próbek do analizy

Cel Sposób realizacji

Homogeniczność pobranej próbki Mielenie, mieszanie, analiza sitowa

Stabilność próbki na etapie 
przechowywania lub transportu

Konserwacja chemiczna, termiczna lub 
liofilizacja

Usunięcie interferentów z matrycy próbki
odpylanie, usuwanie, zawiesiny,
osuszanie, odtlenienie, usuwanie 
składników reaktywnych

Przekształcenie analitów w pochodne w 
celu:
1. Ułatwienia izolacji
2. Rozdzielenie składników mieszaniny
3. Analizy ilościowej i jakościowej

Reakcje derywatyzacji

Zmiana matryc próbki pod daną technikę 
analityczną

Odparowanie do sucha, ekstrakcja, 
sorpcja

Zwiększenie stężenia substancji 
śladowych

Techniki wzbogacania i zatężania próbek



Przygotowanie próbek do analizy



Przygotowanie próbek do analizy

Najczęstsze problemy spotykane na etapie przygotowania próbek:
1. Czas przygotowania próbek
2. Zbyt niskie odzyski
3. Obecność zanieczyszczeń
4. Powtarzalność 
5. Koszt



Przygotowanie próbek do analizy

Techniki stosowane na etapie przygotowania próbek



Przygotowanie próbek do analizy

Derywatyzacja to proces polegający na przeprowadzeniu analizowanych związków 
umożliwiając ich oznaczanie z wykorzystaniem danej metody analitycznej.

Derywatyzację stosuje się w celu:
• zwiększenia lub zmniejszenia lotności anlitów
• zwiększenia stabilności termicznej analitów
• zwiększenie czułości lub specyficzności 

oznaczenia przez wprowadzenie 
odpowiednich grup funkcyjnych

• zmianę polarności analitu, przez 
zablokowanie grup funkcyjnych

• uzyskanie barwnego produktu reakcji bądź 
zmiany barwy analitu, co umożliwia 
zastosowanie prostych metod 
kolorymetrycznych

• specyficznego zatrzymania analitu na 
warstwie nośnika pokrytego reagentem 
(wzbogacenia)



Przygotowanie próbek do analizy

Odczynnik derywatyzujący powinien zawierać dwie grupy funkcyjne, z których jedna jest
reaktywna i łączy się z analitem oraz sygnałowa, która umożliwi detekcję i zwiększa czułość
analizy. Derywatyzacja opiera się na następujących reakcjach:
• sililowanie
• alkilowanie
• acylowanie
• estryfikacja



pomiar 
i kalibracja

30% 
pobieranie 

i przygotowanie
próbki

70% 

pomiar 
i kalibracja

30% 

pobieranie 
i przygotowanie

próbki
60% 

obróbka 
danych

10% 

Źródła błędówPotrzebny czas

Przygotowanie próbek do analizy



Analiza próbek



Analiza próbek – Układ wprowadzania próbki



Analiza próbek – Układ wprowadzania próbki



Analiza próbek – Układ wprowadzania próbki



Analiza próbek – Układ wprowadzania próbki



Analiza próbek – Detektory

Detektor UV-VIS (DAD)



Detektor fluorescencyjny

Analiza próbek – Detektory



Analiza próbek – Detektory

Detektor mas

Joseph 

Thompson

1911

Izotopy Helu

Analizowana substancja

Komputer



Analiza próbek – Detektory

Detektor mas

Chromatograf gazowy
z detektorem mas (GC-MS)

Chromatograf cieczowy
z detektorem mas (LC-MS)



Analiza próbek – Detektory

Detektor mas



Analiza próbek – Detektory

Detektor mas – Źródła jonów



Analiza próbek – Detektory

Detektor mas – Jonizacja strumieniem elektronów



Analiza próbek – Detektory

Detektor mas – Jonizacja strumieniem elektronów

2017 r. – 267 376 związków w bazie



Analiza próbek – Detektory

Detektor mas – Jonizacja przez elektrorozpylanie



Analiza próbek – Detektory

Detektor mas – Źródła jonów

ESI vs EI



Analiza próbek – Detektory

Detektor mas - Analizatory



Tandemowa spektrometria mas

Większa czułość !!! Mniejsze tło !!!

Analiza próbek – Detektory



Tandemowa spektrometria mas

SCAN

MRMSCAN

MRM

Analiza próbek – Detektory



Tandemowa spektrometria mas

Analiza próbek – Detektory



Analiza próbek – Detektory

Detektor mas - detektor



Wysokorozdzielcza spektrometria mas



Wysokorozdzielcza spektrometria mas

TOF
ORBITRAP



Wysokorozdzielcza spektrometria mas



Wysokorozdzielcza spektrometria mas
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Wysokorozdzielcza spektrometria mas



Witaminy z grupy B



Oznaczanie witamin z grupy B

The Qualitative and Quantitative Analysis of Water-Soluble B Vitamins by HPLC-PDA in Various Multivitamin 
Tablets, Andrew P. Zdzieblo Wilhad M. Reuter, PerkinElmer, Inc. USA
https://pepolska.pl/wp-content/uploads/2020/03/NOTA-HPLC-Analiza-jako%C5%9Bciowa-i-ilo%C5%9Bciowa-
witaminy-B-w-tabletkach-multiwitaminowych-rozpuszczalnych-w-wodzie-technik%C4%85-HPLC.pdf

HPLC-PDA



Oznaczanie witamin z grupy B

M. Grotzkyj Giorgi, K. Howland. C. Martin, A.B. Bonner, A Novel HPLC Method for the Concurrent 
Analysis and Quantitation of Seven Water-Soluble Vitamins in Biological Fluids (Plasma and Urine): A 
Validation Study and Application, Scientific World Journal, 2012; 2012: 359721. 

HPLC-PDA



Oznaczanie witamin z grupy B

K. Saski, H. Hatate, R. Tanaka, Determination of 13 Vitamin B and the Related Compounds Using HPLC with UV 
Detection and Application to Food Supplements, Chromatographia, volume 83, pages839–851(2020)

HPLC-UV
(1) Niacin – B3

(2) Niacinamide – B3

(3) Pantothenic acid – B5

(4) Pyridoxine – B6

(5) Thiamin – B1

(6) RMP

(7) Folic acid – B9

(8) Biotin – B7

(9) Hydroxocobalamin – B12a

(10) Riboflavin – B2

(11) Cyanocobalamin – B12

(12) Adenosylcobalamin – koenzym B12

(13) Methylcobalamin – B12



Oznaczanie witamin z grupy B

HPLC-UV

K. Saski, H. Hatate, R. Tanaka, Determination of 13 Vitamin B and the Related Compounds Using HPLC with UV 
Detection and Application to Food Supplements, Chromatographia, volume 83, pages839–851(2020)



Oznaczanie witamin z grupy B

K. Saski, H. Hatate, R. Tanaka, Determination of 13 Vitamin B and the Related Compounds Using HPLC with UV 
Detection and Application to Food Supplements, Chromatographia, volume 83, pages839–851(2020)

HPLC-UVNapoje energetyczne Mulitiwitaminy

(1) Niacin – B3

(2) Niacinamide – B3

(3) Pantothenic acid – B5

(4) Pyridoxine – B6

(5) Thiamin – B1

(7) Folic acid – B9

(8) (10) Riboflavin – B2



Oznaczanie witamin z grupy B

K. Saski, H. Hatate, R. Tanaka, Determination of 13 Vitamin B and the Related Compounds Using HPLC with UV 
Detection and Application to Food Supplements, Chromatographia, volume 83, pages839–851(2020)

HPLC-UV
Czas [min] A [%] B [%]

0 80 20

5 80 20

50 20 80

80 20 80

Przepływ [ml/min] 1

A : 5 mmol L−1 sodium hexanesulfonic acid, 20 mmol L−1 phosphoric acid, 
16 mmol L−1 triethylamine; pH 3.0
B : mobile phase A: acetonitrile, 75:25 (v/v)

Kolumna: CAPCELL PAK C18 SG120 (250 nm × 4.6 mm, 5-μm particle
size



Oznaczanie witamin z grupy B

J-H. Lee, J-H Shin, J-M Park, H-J Kim, J-H Ahn, B-M Kwak, J-M Kim, Analytical Determination of Vitamin B12 Content 
in Infant and Toddler Milk Formulas by Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS), Korean J 
Food Sci Anim Resour., 2015; 35(6): 765–771

Witamina B12 – LC-MS/MS



Oznaczanie witamin z grupy B

J-H. Lee, J-H Shin, J-M Park, H-J Kim, J-H Ahn, B-M Kwak, J-M Kim, Analytical Determination of Vitamin B12 Content 
in Infant and Toddler Milk Formulas by Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS), Korean J 
Food Sci Anim Resour., 2015; 35(6): 765–771

Witamina B12 – LC-MS/MS



Oznaczanie witamin z grupy B

J-H. Lee, J-H Shin, J-M Park, H-J Kim, J-H Ahn, B-M Kwak, J-M Kim, Analytical Determination of Vitamin B12 Content 
in Infant and Toddler Milk Formulas by Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS), Korean J 
Food Sci Anim Resour., 2015; 35(6): 765–771

Witamina B12 – LC-MS/MS



Oznaczanie witamin z grupy B

J-H. Lee, J-H Shin, J-M Park, H-J Kim, J-H Ahn, B-M Kwak, J-M Kim, Analytical Determination of Vitamin B12 Content 
in Infant and Toddler Milk Formulas by Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS), Korean J 
Food Sci Anim Resour., 2015; 35(6): 765–771

Witamina B12 – LC-MS/MS

Odzysk – około 40%



Oznaczanie witamin z grupy B

R. X. Nan, Y. S. An, Y. Z. Yu, Y. Z. Guang, S. Bing, R. Y. Ping, Z. Jing, Application of UPLC-MS/MS Method for Analyzing   
B-vitamins in Human Milk, Biomed Environ Sci, 2015; 28(10): 738-750

Witaminy B – LC-MS/MS



Oznaczanie witamin z grupy B

R. X. Nan, Y. S. An, Y. Z. Yu, Y. Z. Guang, S. Bing, R. Y. Ping, Z. Jing, Application of UPLC-MS/MS Method for Analyzing   
B-vitamins in Human Milk, Biomed Environ Sci, 2015; 28(10): 738-750

Witaminy B – LC-MS/MS

Pyridoxamine – B6

Niacin – B3

Pantothenic acid – B5

Pyridoxal – B6

Pyridoxal – d3

Pyridoxine – B6

Niacinamide – B3

Thiamin – B1

Thiamin – 13C3

Biotin – B7

flavin adenine dinucleotide (FAD)

riboflavin-13C4, 
15N2

Riboflavin – B2

A : Acetonitryl

B : 2.5 mmoL mrówczan amonu w wodzie

Kolumna: Waters UPLC HSS T3 (2.1x100 mm, 1.8 µm)

Gradient: 0-2 min 1%A, 2-4 min 1-5%A, 4-5 min 5-20% A, 

5-6 min 20-25%, 6-7 min25-30%A, 7-7.1 min 30-95%A, 

7.1-9 min 95%A, 9-9.1 min 95-1%A, 9.1-11 min 1%A,

Przepływ 0.35 mL/min



Oznaczanie witamin z grupy B

R. X. Nan, Y. S. An, Y. Z. Yu, Y. Z. Guang, S. Bing, R. Y. Ping, Z. Jing, Application of UPLC-MS/MS Method for Analyzing   
B-vitamins in Human Milk, Biomed Environ Sci, 2015; 28(10): 738-750

Witaminy B – LC-MS/MS



Oznaczanie witamin z grupy B

R. X. Nan, Y. S. An, Y. Z. Yu, Y. Z. Guang, S. Bing, R. Y. Ping, Z. Jing, Application of UPLC-MS/MS Method for Analyzing   
B-vitamins in Human Milk, Biomed Environ Sci, 2015; 28(10): 738-750

Witaminy B – LC-MS/MS



Oznaczanie witamin z grupy B

R. X. Nan, Y. S. An, Y. Z. Yu, Y. Z. Guang, S. Bing, R. Y. Ping, Z. Jing, Application of UPLC-MS/MS Method for Analyzing   
B-vitamins in Human Milk, Biomed Environ Sci, 2015; 28(10): 738-750

Witaminy B – LC-MS/MS



Oznaczanie witamin z grupy B

W. M. Reuter, S. Reddy, A. Dalmia, Analysis of Water-Soluble Vitamins in 
Infant Formula by UHPLC-MS/MS, PerkinElmer, Inc. Shelton, CT

Witaminy B – LC-MS/MS



Oznaczanie witamin z grupy B

W. M. Reuter, S. Reddy, A. Dalmia, Analysis of Water-Soluble Vitamins in Infant Formula by UHPLC-MS/MS, PerkinElmer, Inc. Shelton, CT

Witaminy B – LC-MS/MS



Oznaczanie witamin z grupy B

W. M. Reuter, S. Reddy, A. Dalmia, Analysis of Water-Soluble Vitamins in Infant Formula by UHPLC-MS/MS, PerkinElmer, Inc. Shelton, CT

Witaminy B – LC-MS/MS



Oznaczanie witamin z grupy B

W. M. Reuter, S. Reddy, A. Dalmia, Analysis of Water-Soluble Vitamins in Infant Formula by UHPLC-MS/MS, PerkinElmer, Inc. Shelton, CT

Witaminy B – LC-MS/MS



Oznaczanie witamin z grupy B

W. M. Reuter, S. Reddy, A. Dalmia, Analysis of Water-Soluble Vitamins in Infant Formula by UHPLC-MS/MS, PerkinElmer, Inc. Shelton, CT

Witaminy B – LC-MS/MS



Opracowanie nowej metody

Oznaczanie Galaktozy-1-fosforanu

✓ Galaktozemia to wrodzona choroba
metaboliczna zaliczana do zaburzeń procesu
przemian węglowodanów, która wynika z braku
zdolności organizmu do metabolizmu galaktozy.

✓ Kumulacja toksycznych metabolitów
gromadzonych powyżej bloku enzymatycznego
oraz powstających na drodze alternatywnych
przemiany galaktozy może prowadzić do
uszkodzenia wątroby, nerek, soczewki oka i
układu nerwowego.

✓ Dziedziczenie: autosomalne recesywne.

✓ Główne źródło: laktoza, kazeina



Określenie problemu analitycznego

Opracowanie nowej metody

Szlak metaboliczny Leloira



Określenie problemu analitycznego

Opracowanie nowej metody

Galaktokinaza (GALK) – to enzym fosfotransferaz, który katalizuję fosforylację galaktozy do 
galaktozy-1-fosforanu przy wykorzystaniu jednej cząsteczki ATP 



Określenie problemu analitycznego

Opracowanie nowej metody

Szlak metaboliczny Leloira



Określenie problemu analitycznego

Opracowanie nowej metody

Urydylotransferaza galaktozo-1-fosforanowa (GALT) – to enzym, który katalizuję przemianę 
galaktozy-1-fosforanu do urydynodifosforan galaktozy.

Klasyczna galaktozemia jest spowodowana mutacją genu GALT, który koduje enzym 
urdylotransferazę galaktozo-1-fosforanową.



Określenie problemu analitycznego

Opracowanie nowej metody

GALT
Produkty szlaku metabolicznego



Określenie problemu analitycznego

Opracowanie nowej metody

Możliwość oznaczania galaktozy-1-fosforanu na 
poziomie stężeń poniżej 10 µmoli/L



Możliwości analityczne 
laboratorium

Dostępna aparatura analityczna:

➢ Chromatograf gazowy z detektorem mas

➢ Chromatograf gazowy z detektorem FID

➢ Chromatograf cieczowy z detektorem DAD

➢ Chromatograf cieczowy z detektorem fluorescencyjny

➢ Chromatograf cieczowy z detektorem mas

Derywatyzacja ?
Tak / Nie

Opracowanie nowej metody



Rodzaj badanego 
materiały

Opracowanie nowej metody



Krew + NaCl

Wirowanie 4°C

Oddzielenie 
supernatantu od osadu 

komórkowego

400 µL Supernatant

200 µL Metanol

10 µL ISTD

Odparowanie do 
sucha

50 µL BSTFA

50 µL Pirydyna

90°C, 45 min

GC

100 µL Woda

LC

Opracowanie nowej metody

Sucha kropla (3-4 krążki)

500 µL Woda

200 µL Metanol

10 µISTD

Ultradźwięki, 30 min

Wirowanie i filtracja

Odparowanie do sucha

50 µL BSTFA

50 µL Pirydyna

90°C, 45 min

GC

100 µL Woda

GC

Wydłużenie 
czas 

przygotowanie 
próbki !!!

Wydłużenie czas 
przygotowanie 

próbki !!!



Opracowanie nowej metody

Reakcja derywatyzacji dla GC

+

T = 90°
Czas reakcji - 45 min



Parametry metody

Opracowanie nowej metody

MS

AUTOSAMPLER

GC - PIEC

GC - DOZOWNIK



Oznaczenie

Opracowanie nowej metody

LOD < 1 µmola/L

LOQ < 1 µmola/L



Opracowanie nowej metody

Walidacja jest potwierdzeniem przez zbadanie

i przedstawienie obiektywnego dowodu, że zostały spełnione

szczegółowe wymagania dotyczące konkretnie zamierzonego

zastosowania (wg PN-EN ISO/IEC 17025:2005).

Walidacja obejmuje:

● metody nieznormalizowane, 

● opracowane lub rozwijane przez laboratorium,

● metody znormalizowane, stosowane poza zakresem
normalizacji, 

● w praktyce, wszystkie metody stosowane w danym 
laboratorium. 



Walidacja

Opracowanie nowej metody

Podczas procesu walidacji należy określić następujące cechy
charakterystyczne metod analitycznych:

1. dokładność,

2. precyzję,

3. powtarzalność,

4. odtwarzalność,

5. niepewność pomiaru,

6. granicę wykrywalności,

7. specyficzność
i selektywność,

8. liniowość, 

9. zakres pomiarowy.



Implementacja metody

Pacjenci

Próbki

Laboratorium 
biochemiczne

Przygotowanie próbki

Analiza

Wynik



DZIĘKUJE ZA UWAGĘ


