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Walidacja metody (method validation) — proces oceny
metody analitycznej prowadzony w celu zapewnienia
zgodnosci ze stawianymi tej metodzie wymogami, definiujacy
te metode oraz pozwalajacy okreslic jej przydatnosc.

> ocena;

> zgodnosc z wymogami;
> definicja;

> przydatnosc;
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Dokladnos¢ (accuracy) — zgodnosC pomiedzy uzyskanym
wynikiem pomiaru z wartoscig rzeczywistg (oczekiwang).

srednio kaczka zostata zabita

ale obiadu nie ma....
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PrawdziwoscC (frueness) — zgodnos¢ wyniku oznaczenia
(obliczonego na podstawie serii pomiarow) z wartosciq

oczekiwana.
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Precyzja (precision) — zgodnosC pomiedzy niezaleznymi
wynikami uzyskanymi w trakcie analizy danej probki z
zastosowaniem danej procedury analitycznej.
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Powtarzalnosc (repeatability) — precyzja wynikow uzyskanych
w tych samych warunkach pomiarowych (dane laboratorium,
analityk, instrument pomiarowy, odczynniki).

> Wyznaczana na podstawie wartosci obliczonego odchylenia
standardowego serii pomiarow przeprowadzonych:

- w danym laboratorium;

- przez danego analityka;

-z wykorzystaniem danego urzadzenia pomiarowego;
- w krotkim okresie czasu;
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Powtarzalnosc ...

> wartos¢ wyznaczonej powtarzalnosci metody moze dotyczyc
zarowno bardzo specyficznej procedury analitycznej, w ktorej
okreslony i zdefiniowany jest sktad matrycy (czyli np.: metoda
oznaczania zawartosci analitu X w matrycy Y) jak i procedury
oznaczania danego analitu bez sprecyzowania sktadu matrycy;
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pierwszym przypadku wartoS¢ odchylenia standardowego jest
iczana na podstawie pomiarow wykonanych w probkach o
nakowym sktadzie matrycy, w drugim natomiast przypadku

Na

ezy wartosc odchylenia standardowego obliczac na podstawie

pomiarow przeprowadzonych dla probek rozniacych sie sktadem
matrycy;
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Precyzja posrednia (/intermediate  precision)  —
dtugoterminowe odchylenie procesu pomiarowego, do
ktorego  wyznaczenia  wykorzystuje sie  odchylenie
standardowe serii pomiarow uzyskanych w danym
laboratorium w kilkutygodniowym okresie czasu. Precyzja
posrednia jest pojeciem szerszym od powtarzalnosci.

> jest pojeciem szerszym od powtarzalnosci, gdyz na jej wartosc
wptyw majq:
- czynniki osobowe — r6zni analitycy wykonujacy oznaczenia jak i niestabilnosc
pracy danego analityka w ciggu catego okresu czasu;
- czynniki aparaturowe — ze wzgledu na to, ze pomiary mogq byc
przeprowadzone z wykorzystaniem:
= roznych instrumentow;
= roztworow wzorcowych i odczynnikow;
= roznych akcesoriow;
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Odtwarzalnosc¢ (reproducibility) — precyzja wynikow
uzyskanych w roznych laboratoriach z zastosowaniem danej

metody pomiarowej.
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Warunki prowadzenia pomiarow analitycznych jakie
muszg by¢ zachowane w trakcie wyznaczania

powtarzalnosci, precyzji posredniej i odtwarzalnosci.

Warunek Powtarzalnos¢ | Precyzja | Odtwarzalnosc
posrednia
Aparatura S Z Z
Partia akcesoriow S @ Z
Analityk S 74 Z
Sktad matrycy Z Z Z
Stezenie Z Z Z
Partia odczynnikow S Z 2
Warunki laboratoryjne S 7 Z
Laboratorium S S Z

S — koniecznos¢ zachowania statosci parametru
Z — mozliwos¢ zmiany danego parametru
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Zakres pomiarowy (range) — zakres wartosci (stezen
analitu), w ktorym bitad urzadzenia pomiarowego jest
bonizej zatozonego. Coraz czesciej jednak okreSla sie go
jako zakres wartosci stezen wyznaczonych Z zatozong

drecyzja, doktadnoscig i niepewnoscig;
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Liniowosc (/inearity) — przedzial zakresu pomiarowego metody
analitycznej, w ktorym sygnat wyjsciowy jest proporcjonalny do

oznhaczanego stezenia analitu.
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Stosunek sygnatu do szumu (Signal to Noise Ratio —
S/NV): wielkos¢ bezwymiarowa, ktora okresla stosunek
sygnatu analitycznego do sSredniego poziomu szumow tta
dla okreslonej probki.

> jego wartosS¢ moze stuzyC do okreslania wptywu poziomu szumu
na wzgledny btgd pomiaru;

» nhajbardziej praktyczng metoda jego wyznaczenia jest stosunek
sredniej arytmetycznej serii pomiarow dla probek slepych (badz
zawierajacych analit na bardzo niskim poziomie) do wartosci
odchylenia standardowego uzyskanego dla tej serii pomiarow;
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Granica wykrywalnosci (Limit of Detection - LOD)
najmniejsza ilosc lub najmniejsze stezenie substancji
(pierwiastka, jonu, zwiazku) mozliwe do wykrycia za
pomoca danej metody czy tez techniki analitycznej z
okreslonym prawdopodobienstwem.

> zwigzana Scisle z okreslong procedurg analityczng (jej wartosc liczbowa
zalezy nie tylko od poziomu zawartosci oznaczanego skfadnika, ale
rowniez od obecnosci innych sktadnikow wystepujacych w analizowanej
probce)

> jest najmniejszym stezeniem analitu, przy ktorym istnieje pewnosSc¢ jego
obecnosci w probce;

> jej wartosc¢ charakteryzuje sie wymiarem zawartosci czy stezenia (takim
jak oznaczany analit czyli np. pg:dm3);

> ScisSle zwigzana z poziomem szumow stosowanego urzadzenia
pomiarowego (przyjmuje sie, ze jej wartosc to trzykrotnosc tego
pOziomu SZumow);
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Granica oznaczalnosci (Limit of Quantification - LOQ):
najmniejsza ilosc lub najmniejsze stezenie substancji,
mozliwe do ilosciowego oznaczenia dana metoda
analityczna z zalozona dokladnoscia i precyzja.

> jej wartosc jest zawsze wielokrotnoscig wyznaczonej wartosci
granicy wykrywalnosci — najczesciej: LOQ = 3 - LOD;

> chociaz znane sq takie definicje granicy oznaczalnosci, w ktorych
jej wartosc jest rowna 2 - LOD czy tez 6 * LOD;
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Granica wykrywalnosci stosowanego instrumentu
pomiarowego (np. detektora) (/nstrument Detection
Limit - IDL): najmniejsza zawartoSC oznaczanego analitu
jaka moze zostaC wykryta (bez ilosciowego jej oznaczenia)
przy pomocy danego urzgdzenia pomiarowegdo.

> wartosc ta jest z reguly nizsza niz wyznaczana granica wykrywalnosci
procedury analitycznej i jest wyznaczana na podstawie oznaczania
zawartosci analitu w sporzadzonych roztworach wzorcowych (Slepe

proby), bez poddawania tych roztworow catej procedurze
analitycznej;
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Granica wykrywalnosci procedury (metody)
analitycznej (Method Detection Limit - MDL).: najmniejsza
zawartosC analitu jaka moze zostac wykryta przy
zastosowaniu danej procedury analitycznej.

> na wartos¢ tak wyznaczonej MDL majgq wptyw wszystkie etapy
procedury analitycznej;

> wartos¢ MDL jest zawsze wieksza od odpowiedniej (stosowanej
w ramach tej procedury) wartosci IDL;
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poza zakresem liniowym

wysoka pewnosc¢

niska niepewnosc¢

wysoka niepewnos¢
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Metoda powinna zostac poddana procesowi walidacji gdy:

opracowywana jest nowa metoda analityczna;

prowadzone sg proby rozszerzenia zakresu stosowalnosci znanej
metody analitycznej np. do oznaczania danego analitu ale w innej
matrycy;

kontrola jakosci stosowanej metody stwierdzita zmiennoSC jej
parametrow walidacyjnych w czasie;

dana metoda analityczna ma by¢c wykorzystywana w innym
laboratorium (roznym od tego w ktorym byta juz poddana procesowi
walidacji), badz z zastosowaniem innej aparatury czy tez oznaczenia
za jej pomoca majq by¢ wykonywane przez innego analityka;
przeprowadza sie porownanie nowej metody analitycznej ze znang
metodg standardowg;
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Poza Wyznaczeniem parametrow walidacyjnych, przed
orzystgpieniem do procesu walidacji nalezy okreslic
podstawowe cechy charakterystyczne metody analitycznej a
mianowicie:

» rodzaj oznaczanego sktadnika;
> poziom stezen;

> zakres stezen analitu;

» rodzaj matrycy;

> obecnosc substancji przeszkadzajacych (interferentow) wraz z
okresleniem koniecznosci ich oznaczenia;

> istnienie odgdérnych regulacji i wymogow, ktorym powinna
sprostac metoda analityczna;
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Cigg dalszy

rodzaj oczekiwanej informacji — ilosciowa czy jakosciowa;
wymagana granica wykrywalnosci i oznaczalnosci;
oczekiwana i wymagana precyzja i doktadnos¢ metody;
wymagana wrazliwos¢ (odpornosc) metody;

wymagdana aparatura — czy oznaczenia z wykorzystaniem danej
metody majgq byC przeprowadzone w oparciu a Scisle
zdefiniowany instrument, czy tez moze byc przeprowadzana w
oparciu o aparature tego samego typu;

mozliwosc zastosowania walidowanej metody w innym niz dane
laboratorium;
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Zestawienie parametrow metody analitycznej podlegajacych

procesowi walidacji zalecane przez ICH i USP
Parametr ICH USP
Precyzja + +
- powtarzalnosc¢ +
- precyzja posrednia +
- odtwarzalnosc¢
Doktadnos¢ + +
Granica wykrywalnosci + +
Granica oznaczalnosci + +
Specyficznosc/selektywnosc + +
Liniowos¢ + +
Zakres pomiarowy + +
Odpornosc +
Trwatosc +
(ruggedness)/Elastycznosc

ICH — The International Conference on Harmonization
USP — The United States Pharmacopoeia
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Proces  walidacji metody  analitycznej moze  byc
orzeprowadzony wiasciwie w dowolnej kolejnosci (jesli brac
bod uwage kolejnos¢ okreslania badanych parametrow),
jednak najbardziej logicznym wydaje sie jej przeprowadzenie
zgodnie z ponizszym schematem:

> okreslenie selektywnosci w oparciu o analize roztworow
wzorcowych;

> wyznaczenie liniowosci, granic wykrywalnosci i oznaczalnosci,
zakresu pomiarowego;

> okresSlenie powtarzalnosci;

> Wyznaczenie precyzji posredniej;

> okreslenie selektywnosci w oparciu o wyniki uzyskane w trakcie
analiz probek rzeczywistych;

> wyznaczenie doktadnosci na podstawie analizy materiatow
odniesienia na roznych poziomach zawartosci;

> okreslenie odpornosci metody — np. na podstawie wynikow
porownan miedzylaboratoryjnych;
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Metoda moze zostac poddana procesowi walidacji jedynie
wowczas, gdy wczesniej zostata zoptymalizowana.

Najpierw optymalizacja metody

Dopiero potem jej walidacja
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Proces walidacji metody analitycznej powinien byc zakonczony
sporzadzeniem raportu koncowego zawierajgcego:

§ e 7 7
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przedmiot i cel metody analitycznej (zakres jej stosowalnosci,
rodzaj);

podstawy metrologiczne;
rodzaj analitu(ow) i sktad matrycy;

spis wszystkich wykorzystywanych odczynnikdw, wzorcow,
materiatow odniesienia wraz z ich doktadng specyfikacjg
(czystoS¢, jakos¢, producent, w przypadku syntezy w
laboratorium — doktadny opis tej syntezy);

opis procedur stuzacych do sprawdzania czystosci stosowanych
substancji i jakosci wykorzystywanych wzorcow;

Srodki ostroznosci:
Dr inz. Piotr Konieczka - WALIDACIJA
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Cigg dalszy

plan opisujacy sposob przeniesienia metody z warunkow
laboratoryjnych do pomiarow rutynowych;

parametry metody;

spis parametrow krytycznych — tzn. tych, ktorych niewielkie
wahania moga w sposdb znaczacy wptywac na wynik koncowy
oznaczenia — parametry wynikajagce z okreSlenia odpornosci
metody analitycznej;

» spis wszelkiego rodzaju sprzetu laboratoryjnego wraz z ich

cechami charakterystycznymi (wymiary, klasa dokfadnosci itp.),
schematy blokowe w przypadku skomplikowanych zestawow

aparaturowych;
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Cigg dalszy

> szczegotowy opis warunkow przeprowadzenia procedury
analitycznej;

» Opis postepowania statystycznego wraz 2z zatgczonymi
odpowiednimi rownaniami i obliczeniami;

> opis procedury w celu kontroli jakosci w przypadku analiz
rutynowych;

» odpowiednie rysunki i wykresy np. chromatogramy, krzywe
kalibracyjne;

> zgodnosc wyznaczonych parametrow metody z zatozonymi
wartosciami granicznymi;
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Cigg dalszy

wartosc¢ niepewnosci pomiaru analitycznego;

kryteria, ktore nalezy spetnic w procesie rewalidacji;

imie i nazwisko osoby, przeprowadzajacej proces walidacji;
spis wykorzystywanej literatury;

podsumowanie i wnioski;

potwierdzenie i podpis osoby odpowiedzialnej za sprawdzenie i
zatwierdzenie procesu walidacji;

Dr inz. Piotr Konieczka - WALIDACIA H
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Niepewnosc pomiaru (uncertainty) — parametr zwigzany z
wynikiem pomiaru, ktory okresla przedziat wokot wartosci
Sredniej, w ktorym moze (na zatozonym poziomie istotnosci)

znalez¢ sie wartosc¢ oczekiwana.
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Standardowa niepewnosc¢ pomiaru (standard uncertainty)
— u(x;) - niepewnosC pomiaru przedstawiona i obliczona jako

odchylenie standardowe.
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Catkowita standardowa niepewnosc¢ (combined standard
uncertainty) — u/y) — standardowa niepewno$¢ wyniku y
pomiaru, ktorej wartosC jest obliczona na podstawie
niepewnosci parametrow wptywajacych na wartos¢ wyniku
analizy z zastosowaniem prawa propagacji hiepewnosci.




Rozszerzona niepewnosc (expanded uncertainty) - U —
wielkosC okresSlajaca przedziat wokot uzyskanego wyniku
analizy, w ktorym mozna, na odpowiednim, przyjetym
poziomie istotnosci (prawdopodobienstwa) oczekiwac

wystapienia wartosci oczekiwanej;




Wspolczynnik rozszerzenia (coverage factor) — k -
wartosC liczbowa wuzyta do wymnozenia catkowite;
standardowej niepewnosci pomiaru w celu uzyskania
rozszerzonej niepewnosci, wartos¢ wspotczynnika zalezy od
przyjetego poziomu prawdopodobienstwa (np.: dla 95 %
wynosi 2) i najczesciej jest wybierana z przedziatu 2-3;
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Metoda typu A szacowania niepewnosci — metoda
szacowania niepewnosci oparta na pomiarach statystycznych
(w oparciu o odchylenie standardowe serii pomiarow);
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Metoda typu B szacowania niepewnosci — metoda
szacowania niepewnosci wykorzystujgca inne metody niz
statystyczne:

wczesniejsze doswiadczenia;

wczesniejsze wyniki podobnych badan;

dostarczone przez producenta specyfikacje wykorzystywanych
instrumentow, stosowanych odczynnikow czy tez np. naczyn
miarowych;

wyniki zaczerpniete z wczesniejszych raportow np. dotyczace
kalibracji;

niepewnos¢ obliczona na podstawie wynikow badan dla
materiatu odniesienia.

Dr inz. Piotr Konieczka - WALIDACIA E




Sposob postepowania przy wyznaczaniu niepewnosci catkowitej
pomiaru analitycznego (1)

W/g GUM (Guide to the Expression of Uncertainty in Measurement) w
celu okreslenia niepewnosci wyniku analizy nalezy:

1. Zdefiniowac procedure pomiarowg i wielkoSc oznaczang

Nalezy jasno zdefiniowaC wielkoSC, jaka nas interesuje w danym
pomiarze, wraz z jej jednostkq a takze jasno okreslic wielkoSc
obserwowang oraz parametr poszukiwany (rezultat).
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Sposob postepowania przy wyznaczaniu niepewnosci catkowitej
pomiaru analitycznego (2)

2. Opracowac model (najczesciej w postaci w matematycznej) stuzacy do
obliczenia wyniku analizy na podstawie mierzonych parametrow

Model matematyczny wiaze wynik analizy (te ktorg mamy okreslic) z
wartosciami obserwowanymi (pomiarowymi). Zaleznosc ta ma postac:
y =X, X5...X,)
gazie:
y — wartosc wyniku,
X, Xo...X,, — Wartosci pomiarowe;

Dr inz. Piotr Konieczka - WALIDACIA H




Sposob postepowania przy wyznaczaniu niepewnosci catkowitej
pomiaru analitycznego (3)

3. Nadac wartosc wszystkim mozliwym parametrom mogacym miec
wptyw na wynik koncowy analizy wraz z okresleniem dla kazdego z
nich wielkosci standardowej niepewnosci

Kazda w wielkosci charakteryzuje sie nazwa, jednostka, wartoscig, standardowq
niepewnoscig oraz iloscig stopni swobody.

Metoda typu A szacowania niepewnosci - wartoSc niepewnosci standardowej jest
rowna odchyleniu standardowemu Sredniej arytmetycznej.

Metoda typu B szacowania niepewnosci - wartos¢ scisSle zwigzana z rozktadem
prawdopodobienstwa jaki opisuje rozktad zmiennej.

Np.: gdy zmienna charakteryzuje sie rozktadem jednostajnym (prostokatnym) —
obliczona warto$¢ niepewnoéci standardowej wynosi: a/v3

zmienna charakteryzuje sie rozkladem tréjkatnym: a/v6
@ Dr inz. Piotr Konieczka - WALIDACIA 4




Sposob postepowania przy wyznaczaniu niepewnosci catkowitej
pomiaru analitycznego (4)

4, Zastosowac prawo propagacji niepewnosci do obliczenia catkowitej
standardowej niepewnosci wyniku analizy

Dla danego modelu matematycznego wigzacego wynik koncowy analizy z
parametrami mierzonymi, obliczenie niepewnosci standardowej nastepuje
na podstawie prawa propagacji wg wzoru:

6i)= 5[ 2] (ute)y

;
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Sposob postepowania przy wyznaczaniu niepewnosci catkowitej
pomiaru analitycznego (5)

5. Przedstawic wynik koncowy analizy w postaci wynik + rozszerzona
niepewnosc (po zastosowaniu odpowiedniego wspotczynnika ).

Obliczona wg powyzszego rownania niepewnosSC jest catkowitg
standardowg niepewnoscig wyniku koncowego oznaczenia. W celu
obliczenia wartosci rozszerzonej niepewnosci nalezy niepewnosc
standardowg pomnozyc przez odpowiedni wspotczynnik rozszerzenia ..

Dr inz. Piotr Konieczka - WALIDACIA n




Koncowy wynik analizy zawiera zatem:

jasno zdefiniowang procedure pomiarowg;

okreslenie wartosci oznaczanej wraz z jej jednostka;

wynik wraz z rozszerzong niepewnoscia (y £ U wraz z
jednostkami dla yi dla U);

> wspotczynnik & dla ktorego obliczono rozszerzong niepewnosc.

VYV V V
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Przyktad szacowania niepewnosci

Szacowano wartosC rozszerzonej niepewnosci dla oznaczania
stezen wybranych analitbw z grupy polichlorowanych bifenyli
(PCB No 28, 101, 153 i 170) w osadzie dennym.

Dr inz. Piotr Konieczka - WALIDACIA



Przygotowanie probki (ekstraktu)

= ti/ wymieszanie probki z przeniesienie
odwazenie probki —p aktywowana miedziq i =P  mieszaniny do celki
osadu dennego bezwodnym Na,SO, ASE
odparowanie uzyskanego ekstrakcja z dodatek do probki wzorca
ekstraktu do objetosci ok. 0,5 ML = wykorzystaniem «g===  wewnetrznego (mieszaniny
(odparowywacz obrotowy) ASE 200 izotopowo znaczonych PCB)
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Przygotowanie probki (oczyszczenie ekstraktu, analiza)

wypetnienie kolumienki SPE kwasng przemycie ztoza oczyszczenie ekstraktu
krzemionkq (40 % wag. H,S0,) oraz =P heksanem =P 1a kolumience SPE
bezwodnym Na,SO, (kondycjonowanie) (heksan)

odparowanie uzyskanego ekstraktu

analiza GCMS 44— do objetosci ok. 0,5 mL
(odparowywacz obrotowy)
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Zrodta niepewnosci

My 6bki
Y Awaga
mstrzykawka 2 < Swaga
waga
mezi
>
RF wyniki LOD ekstr
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Niepewnosc - obliczenia

5 2
S RF S wyniki
_|_

U=k-c

§r° U(sz )2 ik u(mprébka )2 b T u(CLOD )2 7 U(Cekstr )2

1 n2

gazie:
U — rozszerzona niebewnosc,
k — wspofczynnik rozszerzenia (zwykle 2);
C; - srednie stezenie analitu,
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Niepewnosc - obliczenia

SzRF Szwyniki
2 2
U 37 k 7 Cér 3 u(sz) 1 u(mprébka) o= n =

1 n2

+U(C,0p ) + U(Costr )

u(c,,) — standardowa niepewnosc okreslenia stezenia wykorzystywanego wzorca;
j
2 2 2 2
U(CWZ ) = U(sz ) Vi u(mwz ) i Z u(mrwz,- ) g u(mstrzykawka )

=l

i3

gazie:
u(P ) - standardowa niepewnosc okreslenia czystosci stosowanego wzorca;

u(P,,)? =(UI\31P)

gazie:
U - niepewnosc okreslenia czystosci stosowanego wzorca (podana
przez producenta wzorca),
P - czystosc stosowanego wzorca (podana przez producenta);
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Niepewnosc - obliczenia

SzRF Szwyniki
2 2
U 37 k 7 Cér 3 u(sz) 1 u(mprébka) o= n =

1 n2

+U(C,0p ) + U(Costr )

u(c,,) — standardowa niepewnosc okreslenia stezenia wykorzystywanego wzorca;
j
2 2 2 2
U(CWZ ) = U(sz ) Vi u(mwz ) i Z u(mrwz,- ) g u(mstrzykawka )

=l

i3

gazie:
u(P ) - standardowa niepewnosc okreslenia czystosci stosowanego wzorcs;
u(m,,) - standardowa niepewnosc okreslenia masy uzytego wzorca (dla czystej
substancji)

U(rnWZ )2 = (\/Szwaga A Azwaga /ITIWZ)2

gazie:
Suaga - OdChylenie standardowe dla wykorzystywanej wagi;

A - doktadnosc wykorzystywanej wagi;

waga

m,, - masa wzorca,
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Niepewnosc - obliczenia

SzRF Szwyniki
2 2
U 37 k 7 Cér 3 u(sz) 1 u(mprébka) o= n =

+U(C,0p ) + U(Costr )
| n,

u(c,,) — standardowa niepewnosc okreslenia stezenia wykorzystywanego wzorca;
j
2 2 2 2
U(CWZ ) = U(sz ) Vi u(mwz ) i Z u(mrwz,- ) g u(mstrzykawka )

=)

i3

gazie:
u(P ) - standardowa niepewnosc okreslenia czystosci stosowanego wzorcs;

u(m,,) - standardowa niepewnosc okreslenia masy uzytego wzorca (dla czystej
substancji)

u(m,,,) - standardowa niepewnosc wyznaczenia masy roztworu wzorcowego;,

u(m,wz )2 = (\/Szwaga ot Azwaga /f'l"l,.wz)2

gazie:
m,,, - masa roztworu wzorcowego,
*obliczona dla wszystkich roztworow wzorcowych wykorzystywanych w procedurze
analitycznej (z uwzglednieniem rozclericzen);
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Niepewnosc - obliczenia

SzRF Szwyniki
2 2
U 37 k 7 Cér 3 u(sz) 1 u(mprébka) o= n =

1 n2

+U(C,0p ) + U(Costr )

u(c,,) — standardowa niepewnosc okreslenia stezenia wykorzystywanego wzorca;
j
2 2 2 2 2
U(sz ) = U(sz ) Vi u(mwz ) i Z u(mrwz,- ) g u(mstrzykawka )
i=1

azie:
A u(P ) - standardowa niepewnosc okreslenia czystosci stosowanego wzorca;
u(m,,) - standardowa niepewnosc okreslenia masy uzytego wzorca (dla czystej
substancji)
u(m,,,) - standardowa niepewnosc wyznaczenia masy roztworu wzorcowego;,
U(M g pams) - St@ndardowa niepewnosc okreslenia masy wzorca wewnetrznego
(roztworu izotopowo znaczonych PCB);

2
U(m strzykawka ) = (RSD strzykawka )Z

gazie:
RSD

strzykawka

- wzgledne odchylenie standardowe pomiaru 20 lIL wzorca
wewnetrznego okreslone na podstawie pomiaru masy,
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Niepewnosc - obliczenia

2 2
S"RF S wyniki
+

2, 2
+u\c + U\C
nl nz ( LOD) ( ekstr)

U=k- Cs’,r ; \/U(CWZ )2 +u(mprébka)2 *

u(m,,sis) — Standardowa niepewnosc okreslenia masy probki osadu dennego,

2 2 ”.
u(mprébka) o (‘\/S waga + A waga /mprébka)z

gazie:

m

ribka ~ 111@5@ Probki osadu dennego,
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Niepewnosc - obliczenia

2 2
S'RF S wyniki
+

2 2
+u\c + U\C
n1 nz ( LOD) ( ekstr)

U=k- Cs’,r ; \/U(CWZ )2 +u(mprébka)2 g2

Ser — 0dchylenie standardowe wyznaczenia wspofczynnika oapowiedzi;

n, — liczba niezaleznych analiz (nastrzykow,) roztworow standardowych,
na podstawie ktorych wyznaczono wspofczynnik odpowiedzi;

S*RF = (RSDRF )2

gazie:
RSD,. - wzgledne odchylenie standardowe wyznaczonego wspotczynnika
odpowiedzi;
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Niepewnosc - obliczenia

S 2RF S 2wynlkl
oo
n 1 n 2

U B k C \/U(C ) 1n U( probka)2 o i U(CLOD) - U(Cekstr)

S, — odchylenie standardowe uzyskanych wynikow;

wyni

n, — liczba niezaleznych, analizowanych probek osadu dennego;

S’ wyniki = (RSDwankl)

gazie:
RSD

wyniki

- wzgledne odchylenie standardowe wynikow,
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Niepewnosc - obliczenia

2 2
S"RF S wyniki
+

U e k 7 Cér 3 \/U(sz )2 1 u(rnprébka)2 o n n e, U(CLOD )2 +Uu e )2
2

1

u(c, op) — Standardowa niepewnosc wyznaczenia steZzenia analitu dla slepej proby;
U(C.y,) — Standardowa niepewnosc wyznaczenia niepewnosci ekstrakcji:

LoD Y
C

u(Crop)” = [

Sr

gazie:
LOD — wyznaczona granica 0znaczalnosci;
W przypadku zastosowania techniki rozciericzenia izotopowego obliczenia sq oparte na
wyznaczeniu stosunku sygnatow dla analitu i jego izotopowo znaczonego odpowiednika
(dodawanego do probki na samym poczatku procedury jej przygotowywania do analizy).
Przy zafoZeniu, iz obie formy sq ekstrahowane w tym samym stopniu z matrycy (ich
stosunek jest staty) ekstrakcia nie ma wplywu na wynik oznaczenia — stad wartosc

niepewnosci tego parametru wynosi 0.
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> najmniejszy wptyw na catkowitg niepewnos¢ pomiaru ma wyznaczenie masy
probki osadu dennego (wzgledna standardowa niepewnosc 0,14 %);

pozostate sktadowe majg podobny udziat w catkowitej niepewnosci (ok. 1%);

nalezy takze zauwazyc, ze w przypadku PCB 170 zarowno wyznaczona wartosc
U(Cop) jak i RSD,, i Sa najwyzsze (w stosunku do pozostatych PCB), co wigze
sie z jednej strony z najnizszym poziomem oznaczanedgo stezenia w przypadku
tego PCB (wptyw na wartosc u(c,4p)) a z drugiej strony czutoscig detektora w

B

Y VY

Uzyskane wyniki

PCB| u(Cw;) |U(Mpeoka)| RSDrr | RSDwyniki | LOD
[%]

28| 0,69 | 0,141 1,00 1,36 | 0,97

101 0,69 | 0,141 1,83 1,11 | 0,25

153| 0,60 | 0,141 | 3,77 0,92 | 0,23

170/ 1,08 | 0,141 | 2,05 2,62 | 2,16

stosunku do PCB 170 (wptywa na RSD,,, i)
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Uzyskane wyniki

PCB | C.[ng/g] | U[ng/g] | U[%]
28| 64,3 S 3,5
101| 486 1,1 2,3
153| 53,4 1,5 2.8
170| 11,42 0,83 7,2

*obliczenia przeprowadzono dla & =2

Dr inz. Piotr Konieczka - WALIDACJA




Uwaga!!l

> W tym miejscu nalezy jasno uwypuklic roznice pomiedzy
btedem pomiaru a niepewnoscig catkowita.

> Btad to rdznica pomiedzy wartoscig oznaczang a oczekiwana.

> NiepewnosC catkowita to zakres przedziatu, w ktorym wartosc
oczekiwana moze sie z danym prawdopodobienstwem znalezc.
WartosC niepewnosci catkowitej nie moze zatem stuzyC do
skorygowania uzyskanego wyniku pomiaru.
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Przyktad walidacji metodyki analitycznej

> Opracowano metodyke izolacji i o0znaczania zawartosci
tributylocyny (TBT) w probkach osadu dennego.

» Zastosowano technike przyspieszonej ekstrakcji za pomocq
rozpuszczalnika (Accelerated Solvent Extraction-ASE).

> Na etapie oznaczenia koncowego wykorzystano chromatografie
gazowaq sprzezong z detektorem spektrometrii mas (GCMS).

> Analize iloSciowq przeprowadzono wykorzystujac technike
rozcienczenia izotopowego (IDMS).
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Metodyka analityczna — wstepne przygotowanie probki

> Do odwazonej probki osadu dennego dodawano roztworu
wzorcowego zawierajacego izotopowo znaczony chlorek
tributylocyny - 11/Sn,

» Nastepnie dodawano roztworu HC| w celu uzyskania wartosci
pH ok. 2.

> Po dokladnym wymieszaniu skladnikow (15 minutowe
wytrzasanie) dodawano bezwodnego Na,SO, w celu
otrzymania ,,suchego proszku”.
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Metodyka analityczna — ekstrakcja

> TBT izolowano z tak otrzymanych probek wykorzystujac technike
przyspieszonej ekstrakcji za pomoca rozpuszczalnika (ASE)
stosujac jako rozpuszczalnik 0,05 % roztwor tropolonu w n-
heksanie.

» Pozostale warunki procesu ekstrakcji byly nastepujace:
Cisnienie: 14 MPa (2000 psi);
= Temperatura: 125 °C;

= (Czas ogrzewania: 6 min;
= (Czas cyklu statycznego (wlasciwej ekstrakcji): 5 minut;
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Metodyka analityczna — oczyszczanie ekstraktu (clean-up)

» Do tak uzyskanego ekstraktu dodawano w celu jego osuszenia
bezwodnego Na,SO,.

» Warstwe organiczng izolowano poprzez dekantacje a nastepnie
odparowywano do objetosci 1 ml z wykorzystaniem
odparowywacza obrotowego, po czym do objetosci koncowej
0,3 ml w strumieniu azotu.
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Metodyka analityczna — derywatyzacja

» Kolejnym etapem opracowywanej metodyki analitycznej byla
derywatyzacja z wykorzystaniem odczynnika Grignarda.

» W tym celu do uzyskanego wzbogaconego ekstraktu dodawano
0,3 ml odczynnika derywatyzujacego (2,0 molowego roztworu
bromku pentylomagnezowego).

» Reakcja derywatyzacji przebiegata w temperaturze pokojowej
przez 45 minut.

» Po tym czasie w celu wyizolowania nadmiaru odczynnika
derywatyzujacego dodawano 1 ml roztworu (20 %) NH,CI.
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Metodyka analityczna — oznaczenie koncowe

» Uzyskane warstwy rozdzielano poprzez odwirowanie a
nastepnie warstwe organiczngq przenoszono do fiolek i

poddawano analizie chromatograficznej.

> Na etapie oznaczenia koncowego stosowano technike GC-
IDMS.
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Metodyka analityczna — optymalizacja

» Optymalizacji poddano etap ekstrakcji oraz etap kalibracji.

» W przypadku etapu ekstrakcji przeprowadzono po 6
niezaleznych oznaczen TBT w dostarczonych probkach osadu
dennego stosujac 4-cykliczng i 8 cykliczng ekstrakcje.

> W przypadku optymalizacji kalibracji zastosowano dwie
metody: krzywej wzorcowej i dodatku wzorca. Takze i w tym
przypadku przeprowadzono po 6 niezaleznych pomiarow.
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Metodyka analityczna — optymalizacja

Otrzymane wyniki (wraz z ich analizg statystyczng) zestawiono w Tabelach:

Ekstrakcja
4 cykliczna | 8 cykliczna
96,6 100,3
-, 92,0 99,3
zawartosc TBT 913 90,8
ng Sn/g 93,0 83,9
89,8 98,4
84,9 87,2
Srednia 91,3 93,3
odchylenie standardowe 39 7.0
gdzie: Jat e
X \[(s 45 2)
Ry ey e el R N 5
X
2

&
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Kalibracja
Krzywa Dodatek
wzorcowa wzorca
108,2 86,2
[ 101,5 88,1
zawartoS¢ TBT 83,2 102,8
ng Sn/g 98,3 104,8
98,5 92,7
99,6 92,3
Srednia 98,2 A5
odchylenie standardowe 82 7.7

dla ktérego k = 2;

U - rozszerzona niepewnosc dla wyznaczonego stosunku;

wspotczynnik rozszerzenia, ktorego wartos¢ zalezy od

przyjetego poziomu prawdopodobienstwa — najczesciej 95 %,

=




Metodyka analityczna — optymalizacja

> Analiza uzyskanych wynikow dowodzi, iz wartosci uzyskane w
wyniku zastosowania 4-cyklicznej ekstrakcji nie roznig sie w
Sposob statystycznie istotny od tych uzyskanych w wyniku
zastosowania ekstrakcji 8-cyklicznej.

> Takze stosowanie dwoch metod kalibracji prowadzi do
uzyskiwania wynikow nie roznigcych sie statystycznie istotnie.
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Walidacja metodyki analitycznej

e Liniowosc

> W celu wyznaczenia liniowosci metodyki analityczne;
zestawiono wartosci uzyskanych wzglednych wspotczynnikow
odpowiedzi - RRF w funkcji stezen TBT.

> Otrzymana zaleznosC powinna byc funkcjg liniowa o
wspotczynniku kierunkowym nieistotnie roznym od zera i
wartosci wyrazu wolnego nie roznigcym sie statystycznie
istotnie od wartosci Sredniej RRF.
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Walidacja metodyki analitycznej

e Liniowosc

0,6
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Stezenie naturalnie wystepujacej tributylocyny [ng/g]
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Walidacja metodyki analitycznej

2. Granica wykrywalnosci

> WartoSC granicy wykrywalnosci oszacowano jak trzykrotnosc
wartosci sygnatu do szumu dla analizy Slepej proby
wykorzystujqc krzywgq kalibracyjna.

> Otrzymano wartosc 1,5 ng Sn/g probki osadu dennego.
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Walidacja metodyki analitycznej

3. Powtarzalnosc

> Powtarzalnos¢ opracowywanej metodyki wyznaczono w oparciu o
obliczone wartosci odchylen standardowych dla 4 serii probek
certyfikowanego materiatu odniesienia PACS-2 (TBT w osadzie
dennym).

> Kazda seria skfadata sie z 6 niezaleznie przygotowanych probek,
ktore analizowano w ciagu jednego dnia.
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Walidacja metodyki analitycznej

3. Powtarzalnosc¢

Seria 1 Seria 2 Seria 3 Seria 4

1004 1003 970 1052

1041 996 979 1052

991 999 979 1027

Vg 1017 1056 978 1075

e alRe Sl 1041 992 976 | 1056

ng Sn/g 1041 997 984 1047

Srednia 1023 1007 978 1051
odchylenie standardowe 22,0 24,2 4,5 15,3
RSD 2,2 2,4 0,5 1,5

» Powtarzalnosc wyznaczona jako wzgledne odchylenie standardowe

&

wynosi ok. 2 %.
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Walidacja metodyki analitycznej

4. Precyzja posrednia

> WielkosC precyzji posredniej obliczono jako wzgledne
odchylenie standardowe obliczone dla wszystkich wynikow (4
serie po 6 wynikow) dla ktorych obliczono poszczegolne
wartosci powtarzalnosci.

> Uzyskano nastepujace wartosci:

Wartosc srednia: 1015 ng Sn/g
Odchylenie standardowe: 32 ng Sn/g
RSD: 3,2 %
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Walidacja metodyki analitycznej

5. Niepewnosc¢
> Niepewnosc obliczono w oparciu o0 GUM zgodnie z zaleznoscia:

(RSDRR r )2 i (RS D wyniki)2
n n,

U=k-c- ulc,) +u(m ) + +u(c, o)

gdzie:
U — catkowita rozszerzona niepewnosc;
k — wspotczynnik rozszerzenia (zwykle rowny 2);
¢ — Srednie stezenie TBT;
u(c,,)— niepewnos¢ zwigzana ze stosowanymi wzorcami;
u(m)— niepewnos¢ wyznaczenia masy probki osadu dennego;
RSD,,-— wzgledne odchylenie standardowe wzglednego wspdtczynnika odpowiedzi;
n liczba niezaleznych roztworéw wzorcowych wykorzystywanych na etapie kalibracji;
RSD,,,.ii — Wzgledne odchylenie standardowe uzyskanych wynikéw;
n, liczba niezaleznych prébek osadu dennego poddana analizie;
u(c, ,p) — niepewnos¢ zwigzana z wyznaczeniem granicy wykrywalnosci;
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Walidacja metodyki analitycznej

5. Niepewnosc

> Uzyskano nastepujace wartosci:
dla materiatu odniesienia PACS-2 U = 61 ng Sn/g
dla probek osadu dennego U= 5,2 ng Sn/g
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Walidacja metodyki analitycznej

6. Dokiadnosc

> Doktadnos¢ metodyki wyznaczono na podstawie analizy
zawartosci TBT w probkach certyfikowanego materiatu
odniesienia.

> W tym celu uzyskang wartoS¢ Srednig porownano z wartoscig
certyfikowana.
Podana przez producenta wartosc certyfikowana wynosita:
Ceert £ U (k=2) = 980 + 130 ng Sn/g
Uzyskana w wyniku analiz wartosc Srednia:
c £ U (k=2) = 1015 £ 61 ng Sn/g
zawarta jest w przedziale ufnosci podanym przez producenta.
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Walidacja metodyki analitycznej

WNIOSKI
Opracowana metodyka analityczna charakteryzuje sie:

> liniowoscia w szerokim zakresie stezen zawartosci
tributylocyny — 60-2000 ng Sn/g;

niska wartoscig granicy wykrywalnosci — 1,5 ng Sn/g;

wysoka powtarzalnoscig — RSD ok. 2 % i precyzjq posrednig —
RSD - 3,2 %;

niskgq wartoscig niepewnosci — ok. 6 %;
wysokq doktadnoscig uzyskiwanych wynikow;
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