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- pracy poza laboratorium : > - aparatury

- wyposazenia
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Elementy sktadowe systemu kontroli i zapewnienia jakoSci

JAKOSC WYNIKOW
POMIAROW
ANALITYCZNYCH

I

Walidacja metod
analitycznych

Materiaty

odniesienia

Badania
miedzylaboratoryjne

AGH

Niepewnos¢ pomiaru

- parametr wigzany z wynikiem pomiaru, okreslajgcy przedziat wokot
wartosci przyjetej (zwykle obliczonej jako warto$¢ Srednia), w ktérym
na zatozonym poziomie prawdopodobieristwa mozna sie spodziewaé
wystgpienia wartoSci oczekiwaney.

Standardowa niepewno$¢ pomiaru (u ;) - niepewnos¢ pomiaru
przedstawiona i obliczona jako odchylenie standardowe.

Rozszerzona niepewnos¢ (u) - wielko$¢ okreslajgca przedziat wokét
uzyskanego wyniku analizy, w ktérym mozna, na odpowiednim przyjetym
poziomie prawdopodobienstwa, spodziewac sie wystgpienia wartosci

oczekiwaney. . btgd pomiaru
—
M, — warto$c oczekiwana 3 —
X, — $rednia warto$¢ arytmetyczna Hx B
U, — niepewnosc rozszerzona wyniku { JUci +uc:

niepewno$¢ pomiar

IIIWIII W: Xl B. Ba$ Chemia analityczna w kryminalistyce ﬁ
i

Niepewnosc¢ wzgledna (u,;) - stosunek niepewnosci do wielkosci mierzone;j.
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Zrédta niepewnosci pomiaru (wybrane)

= btednie lub nieprecyzyjnie zdefiniowany analit

= niespetnienie reprezentatywnosci dla pobranej probki

= nieprawidtowo zastosowana metoda oznaczenia

= nie ilosciowy przebieg procesu rozdzielania / zatezania

= mozliwos¢ kontaminacji probki na kazdym z etapéw procesu

= nieznajomos$¢ wplywu wszystkich warunkéw zewnetrznych na
procedure analityczng

= niepewnos¢ zwigzana z kalibracja stosowanych przyrzadéw

= warto$ci przypisane wzorcom i materiatom odniesienia

= przyblizone wartosci statych wykorzystywanych w obliczeniach

= przyblizenia i zatoZzenia upraszczajgce w procedurze pomiarowej

= btedy osobowe odczytu wynikéw

wimi

My

AGH

W: XI B. Bas Chemia analityczna w kryminalistyce

Niepewnos$é pomiaru typu A
- metoda szacowania niepewnosci na podstawie obliczen
statystycznych (oparta na warto$ci odchylenia standardowego)

Niepewnos¢ pomiaru typu B
- inne niz statystyczne metody szacowania niepewnosci:

a) wezesniejsze dos$wiadczenia i wyniki podobnych badan,

b) specyfikacje instrumentéw, odczynnikéw, naczynn miarowych:;
¢) niepewnos¢ obliczona na podstawie materiatdw odniesienia;
d) dostarczone przez zleceniodawce specyfikacje przyrzadow itd.

Niepewnos¢ etapu kalibracji:

- powtarzalno$¢ odczytu warto$ci sygnatu,

- hiepewnosc¢ zwigzana z odczytem warto$ci odniesienia dla wzorcow,
- wptyw sposobu przygotowania probek wzorcowych,

- niewtasciwe przyblizenie punktéw pomiarowych za pomocg krzywej
regresji

22.01.2023
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Spoéjnosé pomiarowa

- wilasciwosé wyniku pomiaru (wzorca jednostki miary), ktérg mozna
powigzaé z okreslonymi odniesieniami (najczesciej z wzorcami
panstwowymi lub miedzynarodowymi jednostkami miar) za

posrednictwem nieprzerwanego taricucha poréwnarn, o okreslonej
niepewnosci.

Trudnosci zachowania spéjnosci w pomiarach
- okreslenie, co jest przedmiotem oznaczenia;

- interferencje;

- niejednorodnos¢ i nietrwatos¢ probki;

- przygotowanie probki;

- prawidtowo$¢ wykonania pomiaru;

- wyznaczenie niepewnosci wyniku.

wimi

iy
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Kontrola jakosci (QC) — jest to proces zapewniajacy, ze stosowane
techniki operacyjne i czynnosci wykonywane w laboratorium
analitycznym dostarczajg wynikéw stosownych do zamierzonego celu.

Aby wprowadzi¢ system kontroli jakosci, niezbedna jest dogfebna
znajomos$¢ chemicznych podstaw metod analitycznych i czynnosci
w nich stosowanych, a takze prawdopodobnych zrodet i wielkoSci
btedéw na kazdym etapie. Procesy kontroli jakoSci obejmujg m.in.:

- sprawdzenie doktadnosci i precyzji wynikow,
- prowadzenie kart kontrolnych w celu okreSlenia systemu kontroli
aparatury i powtorzen analiz,

- zabezpieczenie petnej dokumentacji i sp6jnosci pomiarowej
wynikéw z uznanymi materiatami odniesienia,

- konserwowanie i kalibrowanie aparatury zgodne z zaleceniami,
- szkolenie pracownikow;

- zewnetrzng weryfikacje wynikow, gdy tylko jest to moZliwe;

- akredytacje laboratorium przez niezalezng organizacje.

22.01.2023
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Zapewnienie jakosci (QA) — polega na potgczeniu planowanych
i systematycznych dziatan, potrzebnych do osiggniecia odpowiedniego
stopnia pewnosci, ze proces kontroli jako$ci spetnia okreslone
wymagania.

Badania miedzylaboratoryjne — polegajg na wykonaniu analiz
jednego lub wielu identycznych, jednorodnych materiatéw
w okreslonych warunkach przez kilka laboratoriéw.

Sprawdzenie biegtosci laboratorium jest specjalnym badaniem,
pozwalajgcym poréwnac jedno laboratorium z innymi.

Ocena nowej metody i badania certyfikujgce podejmowane
sg w celu sprawdzenia okreslonej metody lub materiatu odniesienia.

Laboratoria mogg wprowadzac wtasne systemy jakoSci starac sie
o ich sprawdzenie i akredytacje przez organizacje normalizacyjng
najbardziej odpowiednig dla ich dziatalnosci.

IIIMIIJ W: Xl B. Ba$ Chemia analityczna w kryminalistyce ﬁ

AGH

Organizacje akredytujace i ich wzorce jakosci

Nazwa organizacji Wzorzec jakosci
Organizacja Wspétpracy Gospodarcze;j i Dobra Praktyka
Rozwoju (Organization for Economic Co- Laboratoryjna (GLP)

operation and Development, OECD)

Miedzynarodowa Organizacja Wzorcow wzorce jakosci serii ISO 9000

(International Standard Organization, ISO) ISO Guide 25 — ogdine
wymagania odnos$nie
fachowosci w kalibrowaniu i
testowaniu laboratoriow

Europejski Komitet Normalizacji (Comité seria EN 29 000;
Européen Standard Organization, CEN) seria EN 45 000

Brytyjski Instytut Standaryzacji (British wzorzec jakosci BS 5750;
Standards Institution, BSI) seria BS 7500

Narodowa Stuzba do Pomiardw i Akredytacji NAMAS
(National Measurement Accreditation
Service, NAMAS)
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BLEDY W ANALIZIE
CHEMICZNEJ

wimi

My

AGH

W: XI B. Bas Chemia analityczna w kryminalistyce

W ramach procedury analitycznej chemicy przeprowadzajg zwykle
od 2 do 5 powtdrzen pomiaru dla danej prébki, gdyz pojedyncza
analiza nie dostarcza zadnych informacji o zmienno$ci wynikéw.

Powtérzenia stanowig probke (statystyczng) o okreslonym
rozmiarze, ztozong z wynikéw uzyskanych w toku analizy w dokfadnie
taki sam sposob.

Powtoérzenia moga sie rowniez odnosi¢ do pojedynczych pomiaréw
wykonanych dla kilku probek analizowanego materiatu.

Warto$c¢ centralng serii (x,,) powtorzonych pomiaréw zwykle
utozsamiana jest ze Srednig arytmetyczng, modg lub mediang.
(u, - warto$¢ prawdziwa)

X, =5.78

5.2 5.6 6.0 6.4
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Analiza statystyczna wynikéw pomiaru

- powala rozstrzygng¢ wiele niepewnosci i odpowiedzie¢ na pytania, np.:
- jak doktadny jest wynik oznaczenia;
- ile oznaczen powinno sie wykonac, aby zwiekszy¢ precyzje pomiaru;
- czy badany produkt spetnia stawiane mu wymogi, normy itd.

Uzyskane w efekcie zastosowania okreslonej metody analityczne;j
wyniki pomiaréw, mozna traktowac jako niezalezne zmienne losowe.

Zbioér otrzymanych wynikow oznaczen tworzy rozktad (empiryczny).

Najczesciej stosowane rozktady to: rozktad normalny, jednostajny
i trojkgtny.

Wybor odpowiedniej statystycznej metody opracowania wynikow
pomiaru wymaga zaréwno merytorycznej znajomosci badanych zjawisk
jak i doswiadczenia w stosowaniu réznych metod statystycznych lub
Swiadomosci ich mozliwosci i ograniczen.

Illmlll W: Xl B. Ba$ Chemia analityczna w kryminalistyce ﬁ

AGH

Podstawowe cechy statystyczne

Podstawowe cechy statystyczne wykorzystywane do opisu wtasciwosci
zbioru danych to: miary pofozenia i zmiennoS$ci oraz miary asymetrii
i koncentracji.

Miary potozenia - wskazujg wartoSc najlepiej reprezentujgcg wszystkie
wyniki pomiaréw:

Srednia arytmetyczna - suma wartosci cechy mierzalnej podzielona
przez liczbe jednostek skonczonej zbiorowosci statystyczne;j:

XX

n

Xsr

wtasciwosci Sredniej arytmetycznej:

- Srednia arytmetyczna jest wrazliwa na skrajne wartosci cechy;

- suma wartosci cechy rowna sie iloczynowi (x,,) i liczebnosci zbioru (n);
- Srednia arytmetyczna spetnia warunek:

Xmin < Xér < Xmax
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witasciwo$ci Sredniej arytmetyczney:
- suma odchylen poszczegdlnych wartosci cechy od (x,,) rbwna sie zero
n
(i —x5) =0
i=1

- suma kwadratow odchylen poszczegdlnych wartosci cechy od (x,) jest
minimalna =

> x4 = min

i=1

Srednia arytmetyczna wazona - $rednia z kilku serii wynikow:

_Xwix;

Xer = = = s - , T o
Y w; w, - liczebnosci kazdej serii wynikow

Srednia geometryczna - pierwiastek n-tego stopnia z iloczynu (1) wynikdw:

—n
Xsr = VX1 X .. Xy

IIIMIH W: Xl B. Ba$ Chemia analityczna w kryminalistyce ﬁ
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Miary potozenia

Modalna M, (dominanta, moda, warto$¢ najczestsza) - cecha wartosci
statystycznej, wystepujgca najcze$ciej. W zbiorze wynikdw moze
wystepowac kilka takich warto$ci, ktore stanowig warto$¢ modalnag.

Mediana Me (warto$¢ Srodkowa) - to Srodkowa liczba w rosngco
uporzgdkowanej zbiorowosci (o licznoSci nieparzystej) lub $rednia
arytmetyczna dwoch liczb srodkowych (zbiorowo$¢ o licznosci parzystej).

Kwantyle O (kwartyle, decyle) - definiuje sie jako warto$ci cechy
badanej zbiorowosci, przedstawionej w postaci szeregu statystycznego,
ktére dzielg zbiorowo$c¢ na okreslone czesci pod wzgledem liczby
Jednostek. Cze$ci te pozostajg w stosunku do siebie w okreslonych
proporcjach (kwantyle rzedu: 1/4, 2/4, 3/4 - to kwartyle; kwantyle rzedu:
1/10, 2/10, ..., 9/10 - to decyle itd.)

Decyl pierwszy oznacza, ze 10% jednostek ma warto$ci cechy mniejsze badz
réwne od decyla pierwszego, a 90% jednostek wartosci cechy réwne lub
wieksze od decyla pierwszego.
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Miary rozproszenia (zmiennoSci, dyspersji)

- odnoszg sie do okreslenia réznic miedzy obserwacjami a wartoScig
Srednig. Do najczesciej stosowanych miar rozproszenia nalezg:

- rozstep,

- wariancja,

- odchylenie standardowe,
- odchylenie przecietne,

- wspotczynnik zmiennoSci.

Rozstep (R) - to réznica miedzy warto$cig maksymalng a minimalng cechy:

R = Xmax — Xmin

Wariancja (s?) - to $rednia arytmetyczna sumy kwadratéw odchylen
poszczegodlnych wartosci cechy od sredniej arytmetycznej zbiorowosci:

1 n
s? = mZ(xi — x¢r)?
=1

wimi

My

AGH

W: XI B. Bas Chemia analityczna w kryminalistyce ﬁ

Miary rozproszenia (zmienno$ci, dyspersji)

Odchylenie standardowe (s, SD) - pierwiastek kwadratowy z wariancji,
jest definiowane jako miara rozproszenia uzyskanych poszczegoinych
wartos$ci oznaczeh wokot wartosci Sredniej:

sp = 2l — xg)?
A n—1

- SD jest rowne zeru pod warunkiem, ze wszystkie wyniki sg identyczne,
w kazdym innym wypadku s > 0,

- Im wigksze rozproszenie wynikéw tym wieksza warto$¢ SD,

- jezeli do kazdej wartosci wyniku pomiaru doda sie lub odejmie statg
warto$c to wartos¢ SD nie zmieni sie,

- jezeli kazdg wartos¢ wyniku pomiaru pomnozy sie lub podzieli przez
dowolng statg wartos$¢ to warto$¢ SD zostanie pomnozona lub
podzielona przez tg statg,

- 8D jest zawsze liczbg mianowang, wyrazang w takich samych
Jednostkach jak miano wartosci wyniku.
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Miary rozproszenia (zmiennoSci, dyspersji)

Jezeli znana jest warto$¢ oczekiwana (x,) to odchylenie standardowe SD:

_ 2 — py)?
5= ’—
n

Wzgledne odchylenie standardowe (RSD) — uzyskuje sie przez
podzielenie wartosci (SD) przez wartosc Srednig (x,,):

S
RSD =—  X,#0
Xér

Odchylenie standardowe Sredniej arytmetycznej (5) oblicza sie:

ISE=

S
NG

wimi

iy
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Miary rozproszenia (zmiennoSci, dyspersji)

Odchylenie standardowe metody analitycznej (s,) (ogbine) — jest
wyznaczane na podstawie wynikow uzyskanych dla serii pomiarow:

k
1 e
E :Siz (n, — 1) d!a seri  —— 59 =
n—k&y réwnolicznych

k - liczba serii rownolegtych oznaczen
Wspdtczynnik zmiennosci (CV) - jest wartoscig statystyczng
niemianowang najczesciej wyrazang w procentach:
CV =RSD - 100%

CV stosuje sie w przypadku poréwnywania zréznicowania:
- kilku zbiorowosci pod wzgledem tej samej cechy,
- tej samej zbiorowosci pod wzgledem kilku réznych cech.

22.01.2023
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AGH

Rozktad normalny — rozktad Gaussa

Stosowanie parametru odchylenia standardowego do charakteryzowania
serii wynikbw wymaga zatozenia, ze rozktad tych wynikéw jest rozkfadem
normalnym. Wéwczas mozna wykorzysta¢ tzw. regute trzech sigm (38)
(odchylen standardowych).

W tej reguly w przedziale (x,, + §) znajduje sie ponad dwie trzecie
(68%) wszystkich wynikéw. Tylko 5% wynikéw wykracza poza przedziat
(x,, £ 20) natomiast poza przedziatem (x,, £ 35) znajduje sie niespefna

0.3% wynikow.

Tylko jeden na 370
wynikow pomiarow
rézni sie od Sredniej
arytmetycznej ; 34.1% 34.1%
o wiecej niz (39).

-30 -20 -lo 0 lo 20 30

iy

AGH

W: XI B. Bas Chemia analityczna w kryminalistyce ﬁ
i

Populacja i prébka statystyczna
Zwykle na podstawie niewielkiej liczby pomiaréw - probki statystycznej
dazy sie do uzyskania informaciji opisujgcej ogding populacje wynikow.

Populacja to np. setki tysiecy wyprodukowanych tabletek leku, podczas
gdy do analizy wybiera sie okreslona, matg probke tabletek.

Whnioski z analizy przeprowadzonej na tej probce uogdlnia sie nastepnie
na catg populacje.

Jezeli nie ma btedu systematycznego =4
Srednia populacji (x,,), odpowiada
warto$ci prawdziwej ().

Wraz ze wzrostem liczby pomiaréw,
(n) réznica miedzy (u,) a (x,) maleje
i jest zaniedbywalna dla 20 < n < 30.

22.01.2023
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Rodzaje btedéw w praktyce laboratoryjnej

Btad przypadkowy (losowy, nieokreslony) — odpowiada za mniej lub
bardziej symetryczny rozrzut wynikow wokot wartosci Sredniej.
Btedy przypadkowe determinujg precyzje pomiaru.

Btad systematyczny (okreslony) — generuje istotng réznice miedzy
wartoscig srednig serii pomiaréw a wartoscig prawdziwg. Jest powodem
istotnego zawyzenia/zanizenia wszystkich wynikow danej serii pomiardw.
Rozréznia sie trzy rodzaje btedow systematycznych:

a) btedy instrumentalne — spowodowane sg wadliwym dziataniem
przyrzadu pomiarowego, niewtasciwg kalibracjg, uzytkowaniem itd.

b) bfedy metody — powstajg wskutek odstepstw od przewidywanego
chemicznego lub fizycznego zachowania analitu

c) bfedy osobowe — sg wynikiem niedbatos$ci, nieuwagi lub innych
ograniczen eksperymentatora

Rozréznia sie bfedy systematyczne state oraz proporcjonalne.

IIIMIIJ W: Xl B. Ba$ Chemia analityczna w kryminalistyce ﬁ

AGH wimi

Bigd — okresla réznice miedzy wartoScig zmierzong a wartosScig
prawdziwg. Czesto niewtasciwie utozsamiany jest on z oszacowang
niepewnoscig pomiaru lub procedury eksperymentalnej.

Btad bezwzgledny (d,;) pomiaru pewnej wielkosci (x) to réznica miedzy
wartoscig zmierzong (x;) a wartoscig prawdziwg (u..).

dxi = Xi — Uy

- znak btedu bezwzglednego informuje, czy uzyskana warto$c jest
wieksza czy mniejsza od wartoSci prawdziwej.

Btad wzgledny (%d.;) pomiaru uzyskuje sie dzielgc btgd bezwzgledny
(d,;) przez warto$¢ prawdziwg (,). W zaleznosci od wielko$ci wyniku btgd
wzgledny moze by¢ wyrazony w procentach, czesciach na tysigc itd.

dy,
%dy, = —-- 100

X

Btedy state nie zalezg od wielko$ci probki. Btedy proporcjonalne rosng
lub malejg wraz z jej wielkoScig.

12
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Przedziat ufnosci

Estymacja przedziatowa - oszacowanie wartosci parametru (x) rozktadu
i podanie doktadnosci z jakg to oszacowanie przeprowadzono.

Przedziatem ufnosci dla parametru (x) na poziomie ufnosci (1 - @)
nazywa sig przedziat (x,, x,) spetniajgcy warunki:
- jego konce (x,)i (x,) sg funkcjami proby i nie zalezg od wartosci
szacowanego parametru,
- prawdopodobienstwo pokrycia przez ten przedziat nieznanego
parametru (x) jest réwne (1 - @), co mozna zapisac:

Plx;<x<xy)=1-a
Stosowana terminologia:

o - poziom istotno$ci
(1 - @) - poziom ufnosci

wimi

IIIMIIJ W: Xl B. Ba$ Chemia analityczna w kryminalistyce

AGH

Przedziat ufnosci

Przedziat ufnosci dla Sredniej rozktadu normalnego o nieznanej
wartosci wariancji:

X —Cl < x < xg + CI

gdzie

S
Cl=t,—
Jn

t, - a-procentowa wartosc (¢), ktérg odczytuje sig z tablic t-Studenta przy
poziomie ufnosci (1 - @) oraz (n - 1) stopniach swobody.

Poziom istotno$ci (a) wynosi najczesciej 0,05 lub 0,01.

22.01.2023

13



Uy

AGH

W: XI B. Ba$ Chemia analityczna w kryminalistyce

Test O-Dixona - jest stosowany w celu sprawdzenia, czy w danym
zbiorze nie ma wyniku obarczonego btedem grubym.

- warunkiem stosowania testu jest licznosc zbioru 3 — 10,
- za jego pomocg mozna odrzuci¢ z danego zbioru tylko jeden wynik.

Sposéb postepowania:
- uszeregowac wyniki w cigg nie malejgcy,
- obliczy¢ wartosc rozstepu:
R=x,—x1
- obliczy¢ warto$ci parametrow (Q,) i (Q,) ze wzoréw:
Q= % On = xn}#

- otrzymane warto$ci porownac z wartoscig krytyczng (Q,,) (z tabeli) jezeli
ktoras z wartosci (Q,) lub (Q,) przekracza wartos¢ krytyczng (Q,,) to
wynik na podstawie, ktérego zostat obliczony (x, lub x,) nalezy odrzuci¢
Jako obarczony bfedem grubym i policzy¢ ponownie wartoSci (x,,) i (s).

wimi
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W: XI B. Bas Chemia analityczna w kryminalistyce

Cyfry znaczace to w zapisie dziesietnym danej liczby wszystkie jej
cyfry bez poczagtkowych zer.

Aby okresli¢ ile jest cyfr znaczgcych w liczbie, nalezy ,czytac” liczbe od
lewej strony, az do napotkania pierwszej cyfry réznej od zera. Ta cyfra
i kazda nastepna to sg cyfry znaczace:

Przyktad: 11.23; 0.00123; 0.1200; 203.20; 3.3-103

Zapis wyniku wymaga podania wartoSci niepewnosci z dwiema cyframi
znaczgcymi i wyniku z takg samg doktadnosci (liczba miejsc
dziesietnych) co do wartosci niepewnoSci.

Wyniki obliczen (dodawanie, odejmowanie, mnozenie, dzielenie) maja
tyle cyfr znaczacych, ile wyraz z najmniejszg liczbg cyfr znaczacych.

Przyktad: 3.4+0.020 + 7.31=10.730 = 10.7
Zaokraglanie wynikow — w przypadku liczby zakonczonej cyfrg 5 wynik
zaokraglenia zakonczony jest cyfrg parzystg lub nieparzystg np.
0.635=0.64 i 0.625=0.62

22.01.2023
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“lm]” W: XI B. Ba$ Chemia analityczna w kryminalistyce
AGH

Walidacja metod
analitycznych

wimi

IIIMIIJ W: Xl B. Ba$ Chemia analityczna w kryminalistyce

AGH

Rozrzut wynikéw analitycznych

30 526%

10 085%
16 770%

38 235%

Materiat Pierwiastek Liczba Rozstep wynikow
laboratoriow
Liscie tytoni Cr 43 0.038 — 11.6 pg/g
ISCle oniu

Oriental C§ 17 0.117 — 11.8 ug/g

= Ni 43 48.20 — 8083 ug/g
Pb 40 0.051 - 19.5 ug/g

Uwagi:

- rozstep wynikow analiz wykonywanych przez rézne laboratoria np.
uczestniczgcych w poréwnaniach miedzylaboratoryjnych moze siegac¢

nawet kilku rzedéw wielkosci,

- generalnie, za rozrzut wynikéw odpowiedzialne sg btedy analityczne.

22.01.2023
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“lm]” W: XI B. Ba$ Chemia analityczna w kryminalistyce
AGH wimi

Walidacja metod analitycznych (wg /ISO)

- to proces oceny metody analitycznej prowadzony w celu
zapewnienia zgodnoS$ci ze stawianymi jej wymogami, umozliwiajgcy
opis tej metody oraz pozwalajacy okreslic jej przydatnosc.

Walidacja metody analitycznej obejmuje sprawdzenie jej waznych
cech charakterystycznych.

Ostatecznym celem walidacji jest pewnosc¢, ze proces analizy
przebiega w sposob rzetelny i precyzyjny oraz daje miarodajne wyniki.

Walidacja obejmuje szerszy zakres zagadnien niz testowanie, ktére
polega jedynie na znajdowaniu btedéw i nieprawidtowosci dziatania
systemu, tj. réznic pomiedzy wynikami spodziewanymi a uzyskanymi.

IIIMIIJ W: Xl B. Ba$ Chemia analityczna w kryminalistyce ﬁ

AGH wimi

Walidacji (rewalidacji) metody analitycznej dokonuj sie gdy:
- opracowywana jest nowa procedura analityczna,

- prowadzone sg préby rozszerzenia zakresu stosowalnosci znanej
metody, np. oznaczenie tego samego analitu, ale w innej matrycy,

- kontrola jakoSci stosowanej metody wykazata zmienno$c jej
parametrow w czasie,

- dana metoda ma by¢ wykorzystana w innym laboratorium (nie
w tym, w ktérym byta juz poddana walidacji),

- przeprowadza sie poréwnanie nowej metody analitycznej ze znang
metodg odniesienia.

16
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AGH

W: XI B. Ba$ Chemia analityczna w kryminalistyce

Zakres parametrow wyznaczanych w trakcie walidacji:

- zalezy od charakteru badan analitycznych (analiza jakoSciowa,
ilosciowa, analiza pojedynczej probki, analizy rutynowe itd.),

- zalezy od wymogow stawianych danej metodzie,

- czasochtonnoS$ci i kosztéw jakie mogg by¢ poniesione w procesie
walidaciji.

Warunki uzyskania miarodajnych wynikow walidacji:

- stosowanie odczynnikow, roztworow i substancji poréwnawczych
o odpowiedniej, znanej czystosci (wzorce, CRM),

- stosowanie probek ze znang iloscig dodanego analitu,

- stosowanie sprawnej i sprawdzonej aparatury,

- wykonanie badan przez personel o odpowiednich kwalifikacjach,
- dokumentowanie kazdego etapu procesu walidacyjnego,

- obrobki statystycznej zbiorow wynikow.

iy

AGH

W: XI B. Bas Chemia analityczna w kryminalistyce

Cechy charakterystyczne metody okreslane przed walidacja

- rodzaj oznaczanego sktadnika (analitu),

- poziom stezenia anlitu,

- zakres stezenia analitu,

- rodzaj matrycy,

- obecnos¢ substanciji przeszkadzajgcych (interferentow),

- odgodrne regulacje i wymogi, ktérym powinna sprosta¢ metoda,
- rodzaj oczekiwanej informacji (jakosciowa, ilosciowa),

- wymagana wartos¢ granicy wykrywalnosci i oznaczalno$ci,

- oczekiwana i wymagana precyzja oraz doktadnos$c procedury,
- wymagana odpornos$c¢ metody,

- wymagania co do aparatury, kwalifikacji personelu itp.,

- mozliwos¢ zastosowania walidowanej metody w innym laboratorium.

22.01.2023
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AGH

W: XI B. Ba$ Chemia analityczna w kryminalistyce

Testy stosowane do oceny miarodajnosci wynikow oznaczenia:

zgodnoS$ci wynikéw oznaczen réwnolegtych,

zgodnosci wynikéw uzyskanych dwoma niezaleznymi metodami,
wykonanie poréwnan miedzylaboratoryjnych,

zastosowanie metody dodatku roztworu wzorcowego (odzysk),

poréwnanie uzyskanych wynikow oznaczenia z wynikami analizy
materiatéw odniesienia (CRM).

W celu zapewnienia odpowiedniego poziomu pewnos$ci wyniku

pomiaru stosuje sie zwykle kombinacje dwu lub wiecej, niezaleznych,
dobrze scharakteryzowanych metod analitycznych.

wimi

My

AGH

W: XI B. Bas Chemia analityczna w kryminalistyce

Podstawowe kryteria walidacji:

niezawodno$¢ analizy po wprowadzeniu niewielkich (celowych) zmian

specyficznosc¢ / selektywnosg,

precyzja (powtarzalno$c, odtwarzalnosc, precyzja posrednia),
doktadnos¢ (poprawnosc, prawdziwosg),

liniowo$¢ i zakres pomiarowy,

czuto$¢,

granica wykrywalnosci,

granica oznaczalno$ci,

odpornosc¢ i elastycznos$¢ metody.

Badanie elastyczno$ci (stabilno$ci) metody powinno udowodnic¢

parametréow procesu.

Jezeli pomiar jest wrazliwy na zmiane warunkéw to powinny one by¢

odpowiednio kontrolowane i dokfadnie opisane w procedurze.

22.01.2023
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“lm]” W: XI B. Ba$ Chemia analityczna w kryminalistyce

AGH

Selektywnos¢é metody analitycznej

- definiuje sie jako mozliwos¢ oznaczenia jednego sktadnika (lub
grupy sktadnikéw) wobec innych, w ztozonej probce rzeczywiste;j,
bez interferencji sktadnikow towarzyszacych.

Specyficznos¢ metody analitycznej

- metoda jest idealnie selektywna (specyficzna), gdy w ztozonej
mieszaninie sygnat (Y;) jest generowany tylko przez analit (i) czyli:

Yi = f(x)
w przypadku probek rzeczywistych jest wiele substancji, ktére
moga wplywaé na wartos¢ sygnatu:
Y; = f(xi, x4, xp, ..., Xn)

w takim przypadku méwi sie o interferencjach poszczegoéinych
sktadnikow probki na sygnat analitu.

wimi

IIIMIIJ W: Xl B. Ba$ Chemia analityczna w kryminalistyce

AGH

Selektywnos$¢ metody charakteryzuje sie za pomocg wspofczynnika
selektywnosci (Sel(i, j)):

Y; a;x;
Sel(i,j) = —==——
i (ax)

a;, a; — czutos¢ metody wobec analitu (i) oraz substanciji (j).
x;, x; — stezenie (ilos¢) analitu (/) oraz substanciji (j).

W procesie okreslania selektywnosci nalezy:
- rozpoznac czynniki nie interferujgce, obecne w analizowanej prébce,

- zminimalizowac ilo$¢ sktadnikéw przeszkadzajgcych przez ich
oddzielenie lub zamaskowanie,

- dokfadnie kontrolowac¢ obecno$c substancji przeszkadzajgcych.

22.01.2023
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W: XI B. Ba$ Chemia analityczna w kryminalistyce

wimi

AGH

Doktadnosé

- to stopien zgodno$ci pomiedzy uzyskanym wynikiem pomiaru (x;)
(pojedynczego!) a wartoScig rzeczywistg (oczekiwanag) (u,):

dy,
Ao, = Xi = Uy %d,, = —- 100
Ux
Poprawnos¢ (prawdziwosc)

- to stopien zgodno$ci migdzy wynikiem oznaczenia (x,,)- obliczonym
jako srednia arytmetyczna z serii wynikow) z warto$cig oczekiwang (u..):

Xér

- 100

dX§r = Xgr — Ux %dX§r =
x

Poprawnos¢ mozna ustalic takze przez porownanie z wynikami uznanej
metody albo w drodze miedzylaboratoryjnych badarn poréwnawczych.

iy

AGH

W: XI B. Bas Chemia analityczna w kryminalistyce

Réznice (xg, - p,) okredla sie terminem bfedu systematycznego.

Stad, miarg poprawnosci metody analitycznej moze by¢ wielkos¢
jej btedu systematycznego:

- Statego, niezaleznego od stezenia oznaczanego analitu,

- zZmiennego, ktérego warto$¢ zalezy od stezenia analitu.

Catkowity btad, jakim jest obarczony wynik pomiaru jest sumag
btedéw: systematycznego, przypadkowego i grubego:

Ay, = X; — Uy = Dxgys + Ax; + Ox;

d ; - catkowity blad wyniku pomiaru, . Axsys
x; - wartoS¢ wyniku pomiaru, :
X1 )Ic;. X4 X6 X

Hy - warto$é oczekiwana, i i T >
Ax,, - bigd systematyczny, }L ' X )ICalr)I“ ' ' "
Ax; - bigd przypadkowy, YA

&; - biad gruby. 7 By ;

22.01.2023
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“lm]” W: XI B. Ba$ Chemia analityczna w kryminalistyce
AGH

Poprawnos¢ metody wyznacza sie:

- przeprowadzajgc analize probki, w ktérej zawarto$c analitu jest
doktadnie znana (wzorzec, CRM),

- przez poréwnanie wynikow uzyskanych walidowang metodg
z wynikami otrzymanymi metodg referencyjng, ktorej doktadnosé jest
powszechnie znana,

- badajac odzysk znanej iloSci analitu dodanego do matrycy, nie
zawierajgcej substancji oznaczanej,

- wyznaczajgc odzysk znanej ilosci analitu dodanego do badanej probki.

Odzysk analitu

W tym celu, prébke badang dzieli sie na dwie rowne czesci i do jednej
dodaje sie znang ilo$¢ analitu (s;). Po przeprowadzeniu catego procesu
analitycznego z probkg bez dodatku (x) i z probkg z dodatkiem analitu
(x + s;) oblicza sig odzysk (R).

wimi

IIIMIIJ W: Xl B. Ba$ Chemia analityczna w kryminalistyce ﬁ

AGH

po G806

Si

-100%

§; - dodatek analitu.

Obie probki (x oraz x + s;) muszg by¢ analizowane tg samg metoda
i w tych samych warunkach.

Odzysk zalezy od rodzaju matrycy, zastosowanej procedury pomiaru
i od stezenia analitu w prébce.

Stezenie analitu  Sredni odzysk [%]

Akceptowalny wg AOAC L e
(Association of Official 0:4% 95105
Analytical Chemists) $redni 100 ppm 90 - 107
odzysk w zaleznosci od 10-0.1 ppm 80 - 110
stezenia analitu w probce. 10 ppb 60— 115

1 ppb 40-120

22.01.2023
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l]lm]ll W: XI B. Ba$ Chemia analityczna w kryminalistyce
AGH wimi

Precyzja - charakteryzuje powtarzalno$¢ pomiardéw czyli rozrzut wynikéw
uzyskanych w dokfadnie taki sam sposob.

Doktadno$c¢ - wskazuje jak blisko wartosci prawdziwej (oczekiwaneyj)
lub wzorcowej znajduje sie uzyskany wynik pomiaru. llosciowo wyraza
llustracja doktadno$ci oraz precyzji

ja bigd pomiaru.

mala dokladnoéé, mata dokladnoéé, duza dckladnq §¢, duza dcklaﬁnqéé.
mala precyzja duza precyzja mala precyzja duza precyzja

Mozliwe jest uzyskanie bardzo precyzyjnych wynikéw z wartoscig $rednig
0 matej doktadnosci lub doktadnej warto$ci Sredniej dla wynikoéw o matej
precyzji.

IIIMIH W: Xl B. Ba$ Chemia analityczna w kryminalistyce ﬁ

AGH wimi

Powtarzalnos¢

- wyraza precyzje oznaczen wykonanych w krotkim odstepie czasu,
przez tego samego analityka i w tych samych warunkach (te same
odczynniki, ten sam instrument pomiarowy itd.).

W ramach badan powtarzalnosci wyznacza sie wartos¢ Srednig,

odchylenie standardowe, wzgledne odchylenie standardowe
wspotczynnik zmienno$ci illub przedziat ufno$ci, uzyskanych wynikow.

Odtwarzalnos¢

- to precyzja wynikow uzyskanych w réznych laboratoriach
(warunkach przez rézny personel) z zastosowaniem danej metody
pomiarowej, przy zachowaniu tych samych wymagan.

W przypadku oceny odtwarzalnosci badania sg prowadzone
analogicznie jak w przypadku powtarzalno$ci i wyznaczane sg te
same parametry statystyczne: warto$¢ srednia, przedziat ufnosci itd.

Typowe relacje (c - CV): 1000 ppm - 5%, 1 ppm - 16%; 1 ppb - 45%
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AGH

W: XI B. Ba$ Chemia analityczna w kryminalistyce

Liniowos¢é metody analitycznej

Zaleznos¢ funkcyjna Y = f{c) dla badanej probki jest prostoliniowa tylko
w ograniczonym zakresie, stad wyrdznia sie dwa zakresy:

- dynamiczny zakres wskazan przyrzadu
- liniowy zakres wskazan (zakres roboczy)

Przy niskich stezeniach zakres liniowy ograniczony jest dolng granicg
oznaczalnosci (LOD) (wptyw szuméw i efekty matrycy).

Koniec zakresu prostoliniowego to punkt, w ktérym odchylenie od
prostoliniowosci przekracza 3%, czyli:

Yieor — Yrzecz = 0,03Y¢eor

Y, -wartos¢ wyznaczona metodg najmniejszych kwadratéw;

Y - sygnat rzeczywisty wyznaczony eksperymentalnie.

rzecg
Innym kryterium liniowosci wskazan jest wspofczynnik korelacji (r).

Przyjmuje sie, ze dla 3 powtdrzen krzywej kalibracji z piecioma
roztworami dla kazdej krzywej r > 0.995.

wimi

iy

AGH

W: XI B. Bas Chemia analityczna w kryminalistyce
A
Czutos¢ metody analitycznej Y _ o
Y, -Y,,=0.03Y,
- to najmniejsza roznica stezenia !
(zawartosci) analitu jak moze byc¢
oznaczona za pomocg danej metody. A7

Matematycznie parametr ten jest b=—/ |AY
wspotczynnikiem kierunkowym

wykresu kalibracyjnego. Ac
b AY
Ac *
Im wigksza zmiana sygnatu przy matej e
. . = . . . zakres prostoliniowy
zZmianie stezenia analitu, tym wieksza a= const
CZU!OS’C’ pomiaru' zakres dynamiczny

a > const

Zakres pomiarowy - to przedziat miedzy najnizszym a najwyzszym
stezeniem (wraz z tymi stezeniami), jakie moga by¢ oznaczone za
pomocg danej metody z zatozong precyzjg, doktadnoscig i liniowoscig.

22.01.2023
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Hlm]ﬂ W: XI B. Ba$ Chemia analityczna w kryminalistyce
AGH wimi

Granica wykrywalnosci i oznaczalnosci

Funkcje kalibracyjng mozna przedstawi¢ jako:
Y = Yblank + bx + Ey

Y - mierzony sygnat,

Y,k - Sygnat Slepej proby (bez analitu);

b - czuto$¢ metody (nachylenie krzywej kalibracyjnej);
x - stezenie analitu (zawarto$c¢);

E, - blgd pomiaru.

Sygnat (¥,) zalezny od stezenia analitu (x) ma warto$c:

Yo =Y — Ypiank Yo =bx + Ey

Wartos¢ sygnatu Slepej proby (Y,,,..) 1 precyzja jego wyznaczenia
ma istotne znaczenie dla okre$lenia granicy wykrywalno$ci i granicy
oznaczalno$ci.

IIIWIII W: Xl B. Ba$ Chemia analityczna w kryminalistyce ﬁ

AGH wimi

Granica wykrywalnosci (/imit of detection - LOD)

- to najmniejsza zawartosc (stezenie) analitu mozliwa do wykrycia za
pomoca danej procedury analitycznej (brany jest takze pod uwage wplyw
pozostatych sktadnikéw prébki) z okreslonym prawdopodobieristwem.
Inaczej najmniejsze stezenie analitu, przy ktorym istnieje pewnosc jego
obecnosci w prébce.

- Warto$¢ LOD jest sciSle zwigzana z poziomem szumdéw stosowanego
urzadzenia. Przyjmuje sie, ze warto$¢ LOD to 3-krotny poziom Szumow.

Sygnat (¥, ,p) okreslany jest eksperymentalnie, zwykle przeprowadza
sie 10 niezaleznych pomiaréw sygnatu (¥,,,.,) dla 10-ciu niezaleznie
przygotowanych slepych probek. Dla uzyskanych wynikow pomiaréw
oblicza wartos¢ sredniej (¥,,,,,) oraz odchylenie standardowe (s,,,.x)-
Sygnat na granicy wykrywalnosci LOD:

Yiop = Yoiank + 3Sbiank
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Il"lll W: XI B. Ba$ Chemia analityczna w kryminalistyce
AGH

wimi

Granica wykrywalnosci

Stosunek sygnatu do szumu (signal to | A
noise ratio - S/N) to wielkos¢é 0.8
bezwymiarowa, ktéra stanowi stosunek -
sygnatu analitycznego do Sredniego 0.6+

poziomu szumoéw dla okreslonej prébki. S/IN=10

0.4
W praktyce wyrazany jest jako stosunek

Sredniej arytmetycznej serii pomiaréw dla o_z;
prébek $lepych (lub o najnizszym stezeniu 1 oo ol ke
analitu) do wartosci odchylenia 0= . : ;
standardowego dla tej serii pomiaréw. 0 0 20 0 40

Granica wykrywalnos$ci stosowanego instrumentu pomiarowego
(instrumental detection limit - IDL) to najmniejsza zawarto$¢
oznaczanego analitu, jak moze zostac wykryta za pomocg danego
urzgdzenia pomiarowedo.

Zwykle IDL < LOD, gdyz IDL jest wyznaczana na podstawie oznaczania
zawartos$ci analitu w roztworach wzorcowych (lub tzw. ,$lepych préb”)
bez poddawania tych roztwordéw catej procedurze analitycznej.

“"II' W: Xl B. Ba$ Chemia analityczna w kryminalistyce ﬁ

AGH

wimi

Granica wykrywalnosci

Granica wykrywalnosci metody analitycznej (method detection limit - MDL)
to najmniejsza zawarto$¢ oznaczanego analitu, jak moze zosta¢ wykryta
przy zastosowaniu danej metody analitycznej.

Na wartoS¢ MDL majg wptyw wszystkie etapy metody analitycznej, dlatego
MDL jest zawsze wieksza od IDL.
Granica oznaczalnosci (/limit of quantification - LOQ)

- o najmniejsza zawartos¢ (stezenie) analitu mozliwa do iloSciowego
oznaczenia dang metodg analityczng z zatozong doktadnoscig i precyzjg.

- LOQ jest zawsze wielokrotnoscig wyznaczonej wartosci LOD, zwykle:

LOQ = 3LOD
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"lmm W: XI B. Ba$ Chemia analityczna w kryminalistyce
Granica wykrywalnosci
Zaleznos¢ wartosci LOD i LOQ od poziomu szumu.
\38,, f -
LoQ
10s, 2 SIN=10
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]IIWIII W: Xl B. Ba$ Chemia analityczna w kryminalistyce ﬁ

Granica oznaczalnosci (limit of quantification — LOQ)

LOQ — na podstawie odchylenia standardowego (s) zbioru sygnatow
i kata nachylenia krzywej kalibracji (b):

3,3s
Loe ==~

b - wspdtczynnik kierunkowy krzywej kalibracji (czuto$¢ metody).
Odchylenie standardowe wyznacza sie na trzy sposoby:
- jako odchylenie standardowe wynikoéw dla serii probek slepych (s);
- resztkowe odchylenie standardowe krzywej kalibracji (s,,);
- odchylenie standardowe wyrazu wolnego z krzywej kalibracji (s,,).

Jezeli podstawg obliczenia LOQ jest wartosé:
§ - to wyznacza sig granice wykrywalnosci metody analitycznej MDL
S lub s, - to wyznacza sig granice wykrywalnosci przyrzgdu pomiarowego IDL
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W: XI B. Ba$ Chemia analityczna w kryminalistyce

Kazdy pomiar wytwarza, oprécz sygnatéw pozgdanych, nazywanych
sygnatami analitycznymi, takze sygnaty niepozgdane, nazywane szumami

i dryftem.

Zaréwno szumy, jak i dryft sg fluktuacjami przypadkowymi i nie
zawierajg informacji analitycznych.

wim;

Poziom szuméw bada sie bez analitu wywotujgcego sygnat a ich warto$¢
wyznacza sie:

- mierzac réznice miedzy najwyzszg i najnizszg warto$cig szumow;

- obliczajgc wartos¢ odchylenia standardowego dla n wartosci sygnatéw

sSzumu.

czas
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Raport z przebiegu walidacji metody analitycznej

- jest sporzadzany po zakonczeniu wszystkich czynnosci zwigzanych
z walidacjg i zawiera:

przedmiot i zakres walidacji

opis przeprowadzonego eksperymentu (metody)
rodzaj oznaczanego analitu(-6w) i typ matrycy
uzywane odczynniki, wzorce, materiaty odniesienia itd.
opis stosowanej aparatury (typ, klasa, producent)
parametry pomiaru

obliczenia i testy statystyczne

reprezentatywne wykresy

kryteria akceptacji

kryteria rewalidacji

wzgledy bezpieczeristwa

podsumowanie i wnioski.

22.01.2023
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Podsumowanie

zagadnienia jako$¢ w laboratorium analitycznym

spojnos¢ pomiarowa, niepewnosé, zrodta niepewnosci

analiza statystyczna wynikéw pomiaru

podstawowe cechy statystyczne (miary potozenia i rozproszenia)
populacja i prébka statystyczna, rozktad Gaussa

rodzaje btedéw w praktyce laboratoryjnej

przedziat ufnosci, test Q-Dixona, liczby znaczgce

walidacja i rewalidacja metod analitycznych
- warunki uzyskania miarodajnych wynikow walidacji
- cechy charakterystyczne metody okre$lane przed walidacja

- podstawowe kryteria walidacji (specyficznosé; selektywnosc;
precyzja; powtarzalno$c; odtwarzalnoSc; precyzja posrednia; doktadnoSc;
poprawnosc; prawdziwoSc; liniowosS¢; zakres pomiarowy, czutoSc; granica
wykrywalno$ci i oznaczalnosci).

wimi
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