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Kalibracija instrumentalnih metoda

‒ pristupno predavanje ‒



Kalibracija instrumentalnih metoda

o Instrumentalne metode koje se primenjuju u cilju kvantitativne hemijske analize
mogu biti apsolutne i relativne.

o Apsolutne metode analize su:
kulometrija

kulometrijska titracija

elektrogravimetrija

obzirom da ne zahtevaju kalibraciju da bi se na osnovu izlaznog signala
instrumenta dobio podatak o koncentraciji.

o Sve ostale instrumentalne metode su relativne i zahtevaju kalibraciju.



o Kalibracija je proces kojim se povezuje signal instrumenta sa
koncentracijom analita.

Kalibracija instrumentalnih metoda

Izbor metode kalibracije zavisi od:

primenjene instrumentalne metode

matriksa

broja uzoraka za analizu



Najčešće metode kalibracije

kalibraciona 
kriva

metoda 
standardnog standardnog 
dodatka

metoda 
unutrašnjeg 
standarda



kalibraciona 
kriva

o Standardni rastvori koji su pripremani i
analizirani odvojeno od uzoraka.

oObuhvata odgovarajući koncentracioni opseg.

oMatriks treba da bude sličan matriksu uzorka.

o Slepa proba bi trebalo da sadrži rastvor matriksa.

(a) (b)

Kalibracione krive dobijene pri (a) konstantnoj osetljivosti primenjene analitičke metode
i (b) promenljivoj osetljivosti primenjene analitičke metode

Ca Ca

(a) (b)



kalibraciona 
kriva

Korelaciona analizaKorelaciona analiza
Procena zavisnosti između nezavisno
(koncentracija analita) i zavisno (signala)
promenljive.

Regresiona analizaRegresiona analiza
Određivanje jednačine prave (relacija između signala i
koncentracije analita) koja omogučava određivanje
sadržaja analita u uzorku.

Jednačina prave za linearnu zavisnost (slika 1)

promenljive.

• Ukoliko je koeficijent korelacije (r) blizak
jedinici, zavisnost je linearna.

• Ako je r blisko nuli, ne postoji zavisnost
(korelacija).

Slika 1. Kalibraciona kriva za seriju 
standardnih rastvora metoprolola



Primer 1.

Za plameno-fotometrijsko određivanje sadržaja natrijuma i
kalijuma u cementu, pripremljena je serija standardnih
rastvora različitih masenih koncentracija (γ) i meren je
intenzitet zračenja natrijuma (INa) na 589,0 nm i kalijuma (IK)
na 766,5 nm (tabela 1).

Svaki standardni rastvor je sadržao kalcijum u koncentraciji od 6300 mg CaO/cm3

kako bi se kompenzovao uticaj kalcijuma na emisiju alkalnih metala.

Tabela 1. Intenzitet zračenja Na i K za seriju standardnih rastvora odabranih
koncentracija ispitivanih elemenata

γ (μg/cm3) 0 10 25 50 75 100 A B Cγ (μg/cm ) 0 10 25 50 75 100 A B C

INa 3 18 35 60 80 100 21 58 42

IK 0 15 33 58 80 100 69 51 63

Svaki uzorak cementa od po 1,000 g je rastvoren u kiselini i razblažen do 100,0
cm3. Koliko procenata Na2O i K2O sadrže ispitivani uzorci cementa?



Rešenje:

Na osnovu dobijenih 
vrednosti emisije 
zračenja Na i K
(tabela 1), 
konstruisana je 
kalibraciona kriva na 
osnovu koje su 
očitane vrednosti 
koncentracije za 
uzorke A, B i C.

Kalibraciona kriva za seriju standardnih rastvora Na i K

uzorke A, B i C.



M (Na2O) : 2Ar(Na) = XA : 1,4 10–3 g

61,98 × 1,4 ·10–3 g = 2 × 22,99 × XA_Na2O
0,087 g = 45,8 × XA_Na2O
X = 1,9·10–3 g

γ (Na) = 14 μg/cm3

γ (K) = 63 μg/cm3

m (Na) = γ (Na) × Vuzorka = 14 μg/cm3 × 100 cm3 = 14 ·10–6 g × 100 = 1,4 ·10–3 g
m (K) = γ (K) × Vuzorka = 63 μg/cm3 × 100 cm3 = 63 ·10–6 g × 100 = 6,3 ·10–3 g

Na sličan način izračunati XB i XC

M (K2O) : 2Ar(K) = XA : 6,3 10–3 g

94,20 × 6,3 ·10–3 g = 2 × 39,10 × XA_K2O
0,593 g = 78,2 × XA_K2O
XA_K2O = 7,6·10–3 g

1 g : 100% = 7,6·10–3 g : XA_K2O
1 g × XA_K2O =100% × 7,6·10–3 g 

XA = 0,76% K2O

XA_Na2O = 1,9·10–3 g

1,000 g : 100% = 1,9·10–3 g : XA_Na2O
1,000 g × XA_Na2O =100% × 1,9·10–3 g 

XA = 0,19% Na2O



OgraničenjaOgraničenja

• Odnos signala i koncentracije analita
je određena za analit iz spoljašnjeg
standarda.

• Pretpostavljeno je da razlika između
matriksa uzorka i standarda ne utiče
na vrednost ka.

• Kada se fizički/hemijski uticaj

PrednostiPrednosti

• Metoda kalibracione krive
omogućuje da se slični uzorci
analiziraju uz pomoć jedne

kalibraciona 
kriva

• Kada se fizički/hemijski uticaj
matriksa uzorka značajno razlikuje
od uticaja matriksa standarda, te se
ne može zanemariti, uzima se u
obzir proporcionalna greška.

Kako bi se greška izbegla potrebno je
koristiti isti matriks za uzorak i
standarde (teži način) ili da se koristi
druga metoda kalibracije (lakši način).

analiziraju uz pomoć jedne
kalibracione prave.

• Dobro za laboratorije gde se
analizira veliki broj uzoraka, gde
je brzina analize presudna.



Metoda se zasniva na merenju koje se izvodi minimalno dva puta:

1. put se analizira samo uzorak sa nepoznatom količinom analita, nakon
odgovarajuće pripreme uzorka

metoda 
standardnog 
dodatka

Komplikacije zbog razlika između matriksa
ispitivanog uzorka i standarda može se izbeći
dodavanjem standarda u ispitivani uzorak.

odgovarajuće pripreme uzorka
2. put se analiziranom rastvoru dodaje poznata količina analita, izvrši

odgovarajuća priprema i zatim izvrši merenje .

Poželjno je da se postupak sa standardnim dodatkom uradi bar dva puta:
(I) sa dva puta većom količinom analita i (II) sa upola manjom količinom
analita.



metoda 
standardnog 
dodatka

Prikaz postupka metode standardnog 
dodatka bez razblaženja
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gde je k konstanta proporcionalnosti i predstavlja osetljivost metode



metoda 
standardnog 
dodatka

Prikaz postupka metode standardnog 
dodatka sa razblaženjem
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Primer 2.

Odrediti koncentraciju kalcijuma u uzorku (X)
zapremine 20,00 cm3, primenom metode
standardnog dodatka. Uzorak i serija standardnih
rastvora (sr) su pripremljeni u odmernim sudovima
zapremine 25,00 cm3.

Intenzitet fotostruje plamenog fotometra za seriju standardnih rastvora dat je u
tabeli 2. Standardni rastvor kalcijuma je sadržao 1,00 μg Ca/cm3.

Tabela 2. Intenzitet fotostruje plamenog fotometra za seriju standardnih rastvora

Rastvor (μg Ca/cm3) Fotostruja (μA)Rastvor (μg Ca/cm ) Fotostruja (μA)

X 100

X + 1,00 cm3 sr 133

X + 2,00 cm3 sr 165

Rešenje:

γsr = 1,00 μg Ca/cm3

Vuzorka = 20,00 cm3

Vrastvora = 25,00 cm3
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PrednostPrednost
• Rezultati su mnogo tačniji nego primenom

analitičke krive, jer se analizirani i standardni rastvor
mere pod identičnim uslovima.

metoda 
standardnog 
dodatka

OgraničenjaOgraničenja

• Standard se dodaje u ispitivani uzorak, pa se kalibracioni dijagram ne može
iskoristiti za druge uzorke.

S

• Da bi se ova metoda mogla primeniti,
signal mora biti linearna funkcijaS

γa (mg/cm3)γx 0
0

20

40

60

4 8 10

Grafički prikaz metode standardnog 
dodatka

signal mora biti linearna funkcija
koncentracije analita u datom
koncentracionom opsegu i mora imati
odsečak nula (nulti signal za nultu
koncentraciju).

• Svaki uzorak zahteva posebnu
kalibracionu pravu.

• Nepogodna metoda za rutinske analize.
Služi još za proveru rutinskih metoda.



Primena

 Voltametrijske tehnike koje su osetljive na matriks kao npr.
anodna striping voltametrija, skoro isključivo koriste ovu
metodu za kvantitativnu analizu.

 Atomska apsorpciona spektrometrija i plamenofotometrijska
analiza uzorka sa kompleksnim matriksom gde viskoznost,analiza uzorka sa kompleksnim matriksom gde viskoznost,
površinski napon, efekat plamena i druge osobine rastvora
uzoraka ne mogu biti tačno reprodukovane u rastvorima za
kalibraciju.



metoda 
unutrašnjeg 
standarda

• Na ovaj način se izbegavaju moguće greške vezane za promenu
u radu instrumenta.

Signal analita iz uzorka se poredi sa signalom druge
hemijske vrste (unutrašnjeg standarda).

Unutrašnji standard je supstanca koja se u istoj
količini dodaje u slepu probu, sve uzorke i
standarde koji se ispituju.

• Važno je pronaći odgovarajući unutrašnji standard koji se
uobičajeno ne nalazi u vrsti uzoraka koji se ispituje.

Prilikom analize kvaliteta biodizela, koji se proizvodi esterifikacijom biljnih
ulja, unutrašnji standard je metil-heptadekanoat koji se uobičajeno ne može
naći u biljnim uljima.

Za analizu kvaliteta pesticidnih preparata, često se kao unutrašnji standardi
koriste ftalatni estri.



• Ako uzorak sadrži analit koncentracije γa i unutrašnji standard
koncentracije γust, jednačine za odnos odgovarajućeg signala i
koncentracije će biti:

• Deljenjem ove dve jednačine dobijamo:
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Odnos signala, analita i unutrašnjeg standarda,
zavisi samo od koncentracije analita.



• Kada se jednom odredi konstanta, koncentracija analita u uzorku
se veoma lako određuje:

• Kada se zameni izraz za konstantu, dobija se:
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Primer 3.

2,37 =
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sr
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Rešenje:

matS

Za određivanje olova u uzorku koristi se unutrašnji
standard jona bakra. Standardni rastvor sadrži 1,75 ppb
olova i 2,25 ppb bakra i daje odnos signala 2,37. U uzorak
je dodata ista koncentracija bakra, pri čemu je odnos
signala bio 1,80. Odrediti koncentraciju olova u uzorku.
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OgraničenjaOgraničenja

• Unutrašnji standard treba da ima
sledeće osobine:

promene u mernom sistemu
(instrumentu) na isti način utiču i na
signal analita i na signal unutrašnjeg
standarda

supstanca slična analitu sa lako

PrednostPrednost

metoda 
unutrašnjeg 
standarda

• Eliminisanje moguće greške
prilikom merenja signala koja
potiče od različitog rada
instrumenta . supstanca slična analitu sa lako

merljivim signalom, a koji ne utiče na
signal analita (najbolje atomski
izomeri)

Koncentracija unutrašnjeg standarda
treba da bude istog reda veličine kao
i analita, u cilju minimiziranja greške
pri izračunavanju odnosa signala.

instrumenta .



Primena

često se 
koristi u 

hromatografiji 

često se 
koristi u 

AAS 

ređe se 
koristi u koristi u 

IR

ređe se 
koristi u 

emisionoj 
spektralnoj 

analizi




