Walidacja metod analitycznych

* Opracowanie statystyczne wynikéw
* Wzorce i materiaty odniesienia
* Kalibracja



Walidacja

Walidacja metod analitycznych to proces ustalania parametrow
charakteryzujgcych sprawnosc dziatania i ograniczen metody oraz

sprawdzenie jej przydatnosci do okreslonych celow.

Metoda analityczna - wszystkie czynnosci zwigzane z wykonaniem badan
(analiz), od przygotowania prébki do pomiaru wielkoSci mierzonej, bedace;j

podstawg oznaczenia i opracowania wynikow.

Walidacja dotyczy stosowanej aparatury pomiarowej, programowania nig

sterujgcego oraz procedury opracowywania danych pomiarowych.



Walidacja metod analitycznych obejmuje:

* proces ustalania parametrow charakteryzujgcych sprawnosc¢ dziatania i

ograniczen metody;

» procedure sprawdzajgcg czy metoda analityczna jest wolna od btedow

systematycznych i przypadkowych;

» walidacje dla specjalistycznych instrumentow pomiarowych.



Walidacje wykonuje sie:

* bezwzglednie dla wszystkich nowych metod, rowniez prowadzona dla procedur

modyfikowanych,
* przy probach rozszerzenia zakresu stosowalnosci znanej metody analitycznej,

* gdy dana metoda analityczna ma by¢ wykorzystywana w innym laboratorium, z

zastosowaniem innej aparatury, przeprowadzana przez innego analityka,

* jesli zmienita sie jakos¢ odczynnikdw chemicznych.



* Walidacja petna - przeprowadzana, gdy metoda jest opracowywana lub
wdrazana po raz pierwszy oraz w przypadku rozszerzenia istniejgcej metody

oznaczania.

» Walidacja czesciowa - przeprowadzana, gdy w opracowanej i zwalidowanej
metodzie wprowadzane sg zmiany, np. przeniesienie metody miedzy
laboratoriami, zmiana metodologii analitycznej (np. zmiana rodzaju detekcji,
zmiana sposobu przygotowania prébki do analizy), zakresu stezen, aparatéow
pomiarowych i ich oprogramowania, zmiana selektywnosci ze wzgledu na

obecnos¢ w probce nowych substancji lub metabolitow.



Wymagania dotyczgce walidacji metod analitycznych reguluja

wytyczne:

* ICH (ang. The International
Conference on Harmonization of
Technical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals
for Human use): ICH Topic Q2(R1)
,Validation of Analytical
Procedures: Text and
Methodology”

* USP (ang. The United States
Pharmacopea)

* systemy zapewnienia jakosci -
normy ISO serii 9000, serii 17025,
Dobra Praktyka Laboratoryjna
(GOOD LABORATORY PRACTICE -
GLP).

Parametry metody analitycznej
podlegajgce procesowi walidacji:

Parametry ICH USP
Precyzja - powtarzalnos¢ + i
- precyzja posrednia +
- odtwarzalnosé +
Doktadnos¢ + +
Granica wykrywalnosci + +
Granica oznaczalnosci + 4
Specyficznosé/selektywnosé + 4
Liniowosé + +
Zakres pomiarowy + +
Odpornosé +
Elastycznos¢ +



Przed przystgpieniem do procesu walidacji nalezy zoptymalizowac i okreslic
podstawowe cechy charakterystyczne metody analitycznej:

rodzaj oznaczanego sktadnika,

zakres stezen analitu,

rodzaj matrycy,

obecnos¢ substancji przeszkadzajacych (interferentéw),
rodzaj oczekiwanej informacji — ilosSciowa czy jakoSciowa,
wymagana granica wykrywalnosci i oznaczalnosci;
oczekiwana i wymagana precyzja i doktadnos¢ metody,
wymagana wrazliwos¢ (odpornosc¢) metody,

wymagana aparatura — czy oznaczenia majg by¢ wykonane na scisle
zdefiniowanym instrumencie, czy tez mogg byc prowadzane w oparciu o
aparature tego samego typu,

mozliwosc¢ zastosowania walidowanej metody w innym niz dane laboratorium.



Proces walidacji metody analitycznej obejmuje:
 okreslenie selektywnosci w wyniku analizy prébek roztworow wzorcowych,

* wyznaczenie liniowosci, wartosci granic wykrywalnosci i oznaczalnosci, zakresu
pomiarowego,

okreslenie powtarzalnosci (krotkookresowa precyzja),
* wyznaczenie precyzji posredniej,

* wyznaczenie doktadnosci/poprawnosci,

okreslenie tolerancyjnosci metody.

Proces walidacji metody analitycznej wymaga zastosowania:

* Slepych probek,

* roztworow wzorcowych (kalibracyjnych, probek testowych),

* probek ze znang iloscig dodanego analitu (wzbogaconych w analit),
* (certyfikowanych) materiatéw odniesienia,

* powtorzen,

» obrobki statystycznej zbioru wynikow.



Precyzja
* Powtarzalnos¢
* Precyzja posrednia
* Odtwarzalnos¢

Precyzja metody jest to stopien zgodnosci miedzy wynikami uzyskanymi ta
samg metodq i z uzyciem tej samej probki przy wielokrotnym powtarzaniu
ozhaczenia.
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Precyzja odzwierciedla btad przypadkowy w pomiarach.



* Powtarzalnosc¢

Precyzja oznaczen, wyznaczana na podstawie wartosci obliczonego odchylenia
standardowego serii pomiarow przeprowadzonych w danym laboratorium, przez
danego analityka z wykorzystaniem danego urzqdzenia pomiarowego w krotkim

okresie czasu.
* Precyzja posrednia

Precyzja oznaczen okreslana przez rozrzut wynikow do wyznaczenia ktdrego
wykorzystuje sie odchylenie standardowe serii pomiaréw, uzyskanych t3 samg

metodgq, w jednym laboratorium lecz w dftuzszym okresie czasu.
Majg na nig wptyw czynniki osobowe i aparaturowe.
* Odtwarzalnosé

Wyznaczana na podstawie wartosci odchylenia standardowego wynikéw

uzyskanych przez rozne laboratoria (wyniki badan miedzylaboratoryjnych).



Doktadnosc¢ i poprawnos¢

Doktadnosc¢ jest miarg zgodnosci miedzy uzyskanym wynikiem pojedynczego

pomiaru a wartoscig rzeczywistg (oczekiwang).

Poprawnosc¢ to stopien zgodnosci wyniku oznaczenia (jako wartosci sredniej

obliczonej z serii pomiaréw) z wartoscig oczekiwana.

N\

duza doktadnos¢ mata doktadnosc



Miarami doktadnosci s3:
- Btad bezwzgledny, d,
Ayi = X — Uy
x; — wartos¢ zmierzona
U, — wartosc¢ prawdziwa lub przyjeta za prawdziwg mierzonej wielkosci.
- Btad wzgledny, &,;

Xi — Uy
Uy

- 100%



Doktadnosc¢

Doktadnos¢ moze by¢ wyrazana jako procent odzysku:

R(%) =

22209 .100%

X — pierwotna (oznaczana) ilos¢ analitu
s —dodana (znana) ilos¢ analitu

Odzysk powinien wynosi¢ 95-105% w przypadku sktadnika gtownego i 80-
120% dla sktadnikow sladowych.



Wyznaczanie doktadnosci metody:
* Analiza prébki o znanym stezeniu, np. CRM, i poréwnanie wynikoéw
uzyskanych walidowang metoda z wartoscig prawdziwa.

e Poréwnanie uzyskanych wynikow z wynikami uzyskanymi metoda

referencyjna.

* Dodanie znanej ilosci badanego analitu do probki badanej i oznaczenie go

sprawdzong metodga. Odzysk analitu.



Granica wykrywalnosci i oznaczalnosci

Granica wykrywalnosci (limit of detection - LOD)

* To najmniejsza ilos¢ lub najmniejsze stezenie substancji (pierwiastka, jonu,
zwigzku) mozliwe do wykrycia za pomocg danej procedury analitycznej z

okreslonym prawdopodobienstwem.

* Dotyczy stosowanego instrumentu pomiarowego oraz metody analitycznej.



Sposoby wyznaczania granicy wykrywalnosci
* Oszacowanie wzrokowe

* Obliczanie na podstawie stosunku S/N

Stosunek sygnatu do szumu (signal to nosie ratio — S/N) - wielkos¢
bezwymiarowa, ktdra stanowi stosunek sygnatu analitycznego do Sredniego
poziomu szumow w probce.

LOQ
Sygnat/szum = 10

ﬂ

' Sygnat

LOD
Sygnat/szum = 3

Szum



Sposoby wyznaczania granicy wykrywalnosci

e Obliczanie na podstawie wynikdw oznaczen dla probek slepych,
10 niezaleznych pomiarow dla 10 niezaleznie przygotowanych slepych

probek.
LOD = x;. + 3s
* Metoda graficzna, wykonanie oznaczenia dla 3 poziomow stezen analitu

(bliskich spodziewanej wartosci granicy wykrywalnosci w prébkach) po co

najmniej 6 rownolegtych oznaczen.

s = flc)
LOD = 350



Sposoby wyznaczania granicy wykrywalnosci
* Wyznaczana na podstawie odchylenia standardowego zbioru sygnatow i kata
nachylenia krzywej kalibracyjne;j:

3,3s
b

LOD =

b — wspotczynnik kierunkowy krzywej kalibracyjne;j

s —odchylenie standardowe, wyznaczane:

- jako s wynikéw uzyskanych dla serii probek slepych,

- resztkowe odchylenie standardowe s, krzywej kalibracyjnej,

- jako s, wyrazu wolnego uzyskanej krzywej kalibracyjnej.



Granica oznaczalnosci (limit of quantification - LOQ)

Najmniejsza ilos¢ lub najmniejsze stezenie substancji (pierwiastka, jonu,
zwigzku) mozliwe do ilosciowego oznaczenia dang metodg analityczng z
zatozong dokfadnoscia i precyzjg. Wyznaczona z:

e wartosci granicy wykrywalnosci

LOQ = 3LOD
Znane sg definicje, w ktorych krotnos¢ wynosi 2 lub 6.

* parametrow regresji krzywej kalibracyjnej

10s,
b

s,- odchylenie standardowe wyrazu wolnego

LOQ =

b — wspotczynnik kierunkowy proste;j



Liniowos¢, czutosc, zakres pomiarowy

* Liniowos¢ obejmuje przedziat zawartosci v
analitu, dla ktorego sygnat wyjsciowy
urzgdzenia pomiarowego jest
proporcjonalny do tej zawartosci.

e Czutoscig metody analitycznej nazywamy
nachylenie krzywej kalibracyjnej, y = ax + b.

e Zakres pomiarowy - przedziat miedzy i
najnizszym a najwyzszym stezeniem, Ys
wraz z tymi stezeniami, jakie mogg zostac ' zakres prostoliniowy
oznaczone za pomocg danej metody L |

zakres dynamiczny

pomiarowej z zatozong precyzjg,
doktadnoscig i liniowoscia.



Selektywnos$¢/Specyficznosé

Wedtug ICH:

Selektywnos¢ odnosi sie do metod, ktore zapewniajg wynik dla kilku
substancji, ale jednoczesnie mozliwe jest rozroznienie poszczegdlnych

sygnatow.

Specyficznos¢ odnosi sie do metod, ktére mozna stosowac tylko do
pojedynczego analitu; metoda jest idealnie selektywna dla oznaczanej

substancji.



Odpornos¢ metody analitycznej (niewrazliwosc)
* Wyrazana jako stabilnos¢ uzyskiwanych wynikow podczas wystepowania

niewielkich zmian warunkow eksperymentalnych opisanych w procedurze

analitycznej.

* Walidacje odpornosci metody analitycznej mozna przeprowadzi¢ poprzez
badania miedzylaboratoryjne prowadzone przez dostatecznie duzg liczbe

laboratoriow (=8) stosujgcych te samg procedure analityczna.

* Mozna tez jg przeprowadzi¢ w jednym laboratorium wykonujgc planowang
ilos¢ eksperymentéw, zmieniajac niektdére parametry i obserwujgc ich

wptyw na wynik.



Elastycznos¢ metody (tolerancyjnosc)

 Jest miarg stopnia, w jakim warunki doswiadczalne (np. pH, temperatura,
czystos¢ odczynnikdw, instrument, operator) mogg sie zmieni¢ bez

znaczgcego wptywu na uzyskiwane wyniki.

Stabilnosc¢

* Analizy powinna by¢ przeprowadzona na sSwiezo przygotowanych
odczynnikach. lJezeli czas realizacji ulegt wydiuzeniu nalezy okreslic

stabilnos¢ materiatow.

* Kryterium stabilnosSci — trwatos¢ przez przynajmniej 48 godzin. Roztwory
trwate - sygnat po 48 godz. zmienia sie <2% w poréwnaniu do sygnatu probki

przygotowanej ze swiezych odczynnikow.



Raport koncowy przeprowadzonej
walidacji metody analitycznej

- oznaczana metoda analityczna, rodzaj analitu, sktad matrycy, spis wszystkich
stosowanych odczynnikéw, roztworow wzorcowych, materiatow odniesienia, wraz z
ich specyfikacja, szczegdotowy opis warunkow przeprowadzenia metody analitycznej,
- spis uzywanego sprzetu laboratoryjnego oraz aparatury, wraz z ich cechami
dotyczacymi wymiardow, klasy doktadnosci itd.,

- parametry procedury, zatozenia walidacyjne zgodne z ICH, opis postepowania
statystycznego, wykonane testy, ich wyniki, kryteria rewalidacji,

- odpowiednie rysunki, wykresy, np. chromatogramy, krzywe kalibracyjne, itp.

- podsumowanie i wnioski, spis wykorzystywanej literatury,

- wymagane zasady BHP,

- imie i nazwisko osoby, ktora przeprowadzita proces walidacji,

- potwierdzenie i podpis osoby odpowiedzialnej za sprawdzenie i zatwierdzenie
procesu walidacji.



Populacja generalna i probka statystyczna

Populacja generalna, jest zbiorem, czesto nieskonczonym, wszystkich
pomiarow danego obiektu.
Probka statystyczna jest niewielkim podzbiorem pomiaréow
wyodrebnionych z populacji, powinna reprezentowac populacje.
Srednia populacji p
N
_Ai=1 Xi
N
N — catkowita liczba pomiarow populacji

Srednia probki x

Z{‘rzl Xj
N

x. — kolejne wartosci x , ktore tworzg serie N, liczbe pomiarow
w probce

X =



Odchylenie standardowe populacji (o)

N

(x;—p) okresla odchylenie wyniku x; od wartosci Sredniej populacji u
N — liczna wynikow tworzgcych populacje

Odchylenie standardowe probki (s)

Y G G Y
\ N—-1 N—1

(x; — x) okresla odchylenie d. wartosci x; od wartosci Sredniej prébki X.



Odchylenie standardowe sredniej (btad standardowy), s,, s, =

=

N — N 2
2 _ Zi=1(xi—x)2 — Z@#

Wariancja probki, s> S
N-1 N-1

Wzgledne odchylenie standardowe probki (RSD, s,) RSD = s, =

Xilw

Wspotczynnik zmiennosci (CV) CV =--100%

Rilw

Przedziat ufnosci to przedziat, w ktorym znajduje sie wartos¢ prawdziwa. Jego
wartosci skrajne nazywane sg granicami przedziatu ufnosci.
Prawdopodobienstwo zatozone (w %), ze wartosc rzeczywista znajduje sie w
przedziale ufnosci okresla sie mianem poziomu ufnosci. W obliczeniach

przyjmuje sie wartos¢ poziomu ufnosci 0,95 i 0,99.



Rozktad normaliny

Krzywa Gaussa przedstawiajgca rozktad normalny
btedow pomiarowych opisany rownaniem:
1 (x — w)?*
Y ovzm P 202
x — wielkoS¢ mierzona, y — czestosc
(prawdopodobienstwo) jej wystgpienia
Dla rozktadu normalnego o Sredniej u
i odchyleniu standardowym o:
* ok. 68% populacji generalnej lezy w odlegtosci
+10 od Sredniej;
* ok. 95% populacji generalnej lezy w odlegtosci
+20 od Sredniej;
* o0k.99,7% populacji generalnej lezy w odlegtosci
+30 od Sredniej.




Testy statystyczne
Test chi-kwadrat (x2) jest stosowany w celu sprawdzenia istotnosci réznicy
miedzy wartoscig odchylenia standardowego lub wariancji dla danego zbioru
wynikdw a wartoscig zadang. Warunkiem stosowania testu jest rozkfad

normalny wynikow w badanym zbiorze.

2
> ns

X:

S5

s —odchylenie standardowe dla zbioru wynikow
S, — zadane odchylenie standardowe
n — liczba wynikdw w danym zbiorze



Testy statystyczne

Test F-Snedecora jest stosowany w celu porownania wartosci odchylen
standardowych (wariancji) dla dwdch zbiorow wynikow. Warunkiem

stosowania testu jest rozktad normalny wynikow w badanym zbiorze.

nq 2
——3S
n,—11

no 2
—t g
n, —172

F =

S1, S, — obliczone wartosci odchylenia standardowego dla dwéch zbioréw
wyhikow

n,, n, — liczba wynikéw dla dwoch zbiorow



Testy statystyczne

Test t-Studenta jest stosowany w celu porownania istotnosci roznic
dwoch wartosci srednich oraz istotnosci roznic wartosci sredniej z

zatozong wartosciq.



Testy statystyczne

W przypadku poréwnania istotnosci roznic dwoch wartosci srednich:

» obliczamy wartosci srednie i wartosci odchylenia standardowego dla serii
wynikow,

» obliczamy wartosci parametru testu t-Studenta zgodnie z zaleznoscia:

(X180 — X24r) niny,(ny +ny — 2)

t =
V(g — 1Ds? + (ny — 1)s? \ n +n,

X1¢ Xo¢, — Wartosci Srednie obliczone dla dwoch poréwnywanych zbiorow
wyhikow.

Gdy licznosci serii sg jednakowe:

| X146 — X247 ]
— \/_

t = n
Vsi + s




Testy statystyczne

W przypadku zastosowania testu t-Studenta do poréwnania istotnosci

roznic miedzy wartosciq srednig a wartosciq zadang:

- obliczy¢ wartos¢ parametru t, korzystajgc z zaleznosci:

Xer — U]
t=|ST' M'\/ﬁ

S

X, — wartos¢ Srednia, u - wartos¢ odniesienia (np. certyfikowana), s —
odchylenie standardowe zbioru wynikow, na podstawie ktorych obliczono
srednig, n — liczba wynikow



Inne testy statystyczne:

* stosowane w celu poréwnania wartosci odchylenia standardowego
(wariancji) dla wielu zbiorow wynikéw — test Hartleya, test Bartletta;

 stosowane w celu porownania wartosci odchylenia standardowego
(wariancji) dla dwdéch zbiorow wynikéw zaleznych, skorelowanych — test
Morgana;

* stosowane w celu poréwnania wartosci srednich dla tych zbioréw wynikow,
dla ktérych wartosci odchylen standardowych (wariancji) réznig sie w
sposob statystycznie istotny — test Cochrana-Coxa, test Aspina-Welcha;

* stuzacy do weryfikacji hipotezy, ze dwie populacje (zbiory wynikow)
charakteryzujg sie jednakowym rozktadem — test Kotmogorowa-Smirnowa;

* test zmiennosci wewnatrzlaboratoryjnej — test Cochrana;

» stosowane w celu wykrycia wynikow watpliwych — test Hampela, test
Dixona i test Grubbsa.



Wzorce i materiaty odniesienia

Materiat odniesienia
(Reference Material — RM)

Wg VIM ,,materiat lub substancja, ktorych jedna lub wiecej wartosci ich
witasciwosci sg dostatecznie jednorodne i na tyle dobrze okreslone, aby
mogty byc¢ stosowane do wzorcowania przyrzgdu, do oceny metody
pomiarowej lub do przypisania wartosci wtasciwosciom materiatow”.

Certyfikowany materiat odniesienia
(Certified Reference Material — CRM)

Wg VIM ,,materiat opatrzony certyfikatem, charakteryzujacy sie wartoscia
lub wartosciami danej wtasciwosci, ktore certyfikowano zgodnie z
procedurg zapewniajgcg odniesienie do doktadnej realizacji jednostki
miary, w ktorej wyrazane sg wartosci danej wtasciwosci; kazdej wartosci
certyfikowanej powinna by¢ przy tym przypisana niepewnosc
odpowiadajgca okreslonemu poziomowi ufnosci”.



Rodzaje chemicznych materiatow odniesienia

» Czyste substancje, odczynniki czyste do analizy (cz.d.a.), wymagania
okreslone przez Komitet do Spraw Odczynnikow Amerykanskiego Towarzystwa
Chemicznego (ACS — American Chemical Society). Powszechnie
wykorzystywane w laboratorium analitycznym. W specyfikacji maksymalne
dopuszczalne poziomy zanieczyszczen lub rzeczywiste zanieczyszczenia w

danym produkcie.

* Roztwory wzorcowe i mieszaniny gazowe, sporzgdzone zazwyczaj

grawimetrycznie z czystych substancji.

* Matrycowe materiaty odniesienia, naturalne badz syntetyczne.



Materiaty odniesienia

Podziat pod wzgledem hierarchii metrologiczne;j:

* pierwotne materiaty odniesienia — o najwyzszej jakosci metrologicznej,
poddane kontroli w badaniach miedzylaboratoryjnych, wytwarzane sg przez
narodowe instytuty metrologiczne;

 certyfikowane materiaty odniesienia - wytwarzane przez akredytowane
laboratoria wzorcujgce lub producentow posiadajgcych odpowiednie
uprawnienia;

 laboratoryjne materiaty odniesienia i materiaty do kontroli jakosci -
rowniez wytwarzane przez akredytowane laboratoria.

Niecertyfikowane materiaty odniesienia (laboratoryjne i do kontroli jakosci;
tansze, tatwiej dostepne) i certyfikowane materiaty odniesienia (pierwotne
materiaty odniesienia i certyfikowane materiaty odniesienia; drogie, trudno
dostepne) réznig sie gtdwnie doktadnosciq, precyzjg oraz wartosciq
niepewnosci wyznaczenia okreslonych parametrow.



Materiaty odniesienia

* bezmatrycowe bedgace czystymi substancjami i roztworami wzorcowymi,

* matrycowe bedgce mieszaninami réznych substancji, stosowane w
pomiarach gdzie konieczne jest podobienstwo sktadu materiatu

odniesienia do sktadu probki.

Rola chemicznych materiatow odniesienia

» Kalibracja aparatury pomiarowe;j - czyste substancje, roztwory

WzOorcowe, mieszaniny gazowe.
* Walidacja procedur analitycznych — matrycowe materiaty odniesienia.

* Potwierdzenie kompetencji laboratoridw i pojedynczych analitykow.



Wzorzec pomiarowy

Wzorzec pomiarowy pierwotny (primary standard) — wzorzec,
ktory jest wyznaczony lub powszechnie uznawany jako posiadajgcy
najwyzszg metrologiczng jakosc i ktorego wartosc jest przyjeta bez

odniesienia do innych wzorcow tej samej wielkosci.
Wzorzec pomiarowy wtorny (secondary standard) — wzorzec,

ktorego wartosc jest wyznaczona poprzez porownanie z wzorcem

pierwotnym tej samej wielkosci.



Produkcja CRM

* Panstwowy Instytut Wzorcow i Technologii (NIST) w USA.

* W Europie niemiecki Federalny Instytut Badania Materiatow i Testowania —
BAM oraz Federalny Instytut Metrologii — PTB, na Stowacji Laboratorium

Materiatow Odniesienia Zaktadu Chemii — SMU.

* W Polsce: Laboratorium Gestosci, Lepkosci i Analizy Spektralnej oraz
Laboratorium Elektrochemii Gtdwnego Urzedu Miar w Warszawie;
Pracownia Wzorcow Chemicznych (PWCh) Wydziatu Chemii Analitycznej i

Fizykochemii Okregowego Urzedu Miar(OUM) w todzi.



Kalibracja
Proces, podczas ktorego wyznaczana jest zaleznosc funkcyjna pomiedzy
mierzonym w danej metodzie sygnatem a wielkoscig okreslajgcg ilosc
oznaczanego sktadnika na podstawie danych obarczonych btedami

przypadkowymi.
Wedtug IUPAC wyrodznia sie dwa rodzaje kalibracji:

- kalibracje jakosciowg — stosowang w przypadku uzywania detektorow

uniwersalnych, do okreslenia, ktory sygnat odpowiada okreslonemu analitowi;

- kalibracje ilosciowg (kalibracja liniowa i kalibracja nieliniowa) — stosowang do
okreslenia, jaka zawartos¢ oznaczanego sktadnika jest odpowiedzialna za dany

sygnat wyjsciowy urzadzenia pomiarowego.



Kalibracja instrumentu (cechowanie, wzorcowanie), proces,
w ktérym przenoszona jest nominalna (certyfikowana) wartos¢ przypisana do
wzorca (probki wzorcowej) na rzeczywiste wartosci sygnatu otrzymywane przy

pomiarze danym instrumentem.

Kalibracja analityczna, pod tym pojeciem nalezy rozumiec proces polegajgcy
na odwzorowaniu rzeczywistej (prawdziwej, teoretycznej) zaleznosci sygnatu
analitycznego od stezenia analitu — zaleznosc kalibracyjna do postaci
empirycznej — wykresu kalibracyjnego a nastepnie na wykorzystaniu tego
wykresu do wyznaczenia stezenia tego analitu w badanej prébce — uzyskanie

wyniku analitycznego.



Kalibracja analityczna

Etapy kalibracji analityczne;j:
- laboratoryjny — przygotowanie roztworow wzorcowych,
- pomiarowy — tworzenie wykresu kalibracyjnego,

- matematyczny — obliczenie wartosci wyniku analitycznego.



Funkcja kalibracyjna

Sporzadzenie krzywej kalibracyjnej stuzy ustaleniu funkcji kalibracyjne;j:
Y=f(c), Y=a:c
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masa lub stezenie analitu
Y — wielko$¢ mierzona;
c — stezenie analitu;
a — wspotczynnik proporcjonalnosci, ktory zostat wyznaczony w procesie kalibraciji.

Rownanie krzywej kalibracyjnej mozna wyznaczy¢ metoda najmniejszych
kwadratow (regresji liniowej). Zgodnos¢ zaleznosci sygnatu od stezenia
charakteryzuje wspoétczynnik korelacji (r).



Wyznaczanie funkgcji kalibracyjne;:

* Nalezy stosowac wiarygodne materiaty odniesienia (najlepiej CMR).

* Wykonanie szeregu pomiarow w roztworach standardowych o roznym stezeniu

substancji oznaczane;j.
e Zwykle stosuje sie 7-10 roztworow o roznych stezeniach.

* Pomiar w kazdym roztworze standardowym powtarzany jest zwykle 3-razy,

nastepnie jest usredniany.
* Matryca probki i roztworow standardowych powinna by¢ identyczna.
 Stezenie roztworu standardowego oraz zmierzony sygnat - dane kalibracyjne.

e Dopasowania funkcji do danych kalibracyjnych.



Metody kalibracji

Kalibracja na podstawie jednego punktu pomiarowego
(kalibracja jednopunktowa, metoda jednego wzorca, metoda
porownania ze wzorcem)
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¢, — zawartosc analitu w probce; c,,, — zawartos¢ analitu w probce wzorca;
S, — sygnat urzadzenia pomiarowego dla prébki, S, — sygnat urzadzenia
pomiarowego dla probki wzorca.



Kalibracja na podstawie krzywej wzorcowej (kalibracja
wielopunktowa) — metoda wzorca zewnetrznego

Wyznacza sie zaleznos¢ S = flc) prost3 o postaci S = a + bc
po uzyskaniu sygnatu dla analitu obecnego w prdébce oblicza sie wynik
Oozhaczenia ze Wzoru:



Kalibracja z wykorzystaniem techniki wzorcow ograniczajgcych

Wykonuje sie trzy pomiary: jeden dla probki rzeczywistej i dwa dla probek
roztworow wzorcowych, w ktorych zawartos¢ analitu jest wieksza i mniejsza od
jego zawartosci w probce rzeczywistej. Im rdoznica stezen analitu w probkach
wzorcowych jest mniejsza uzyskany wynik jest doktadniejszy.

C Chy C



Metoda wzorca wewnetrznego - do roztworu zawierajgcego analit i
roztwory wzorcowe dodaje sie dodatkowo okreslong ilos¢ wzorca
wewnetrznego.

Wzorzec wewnetrzny - substancja odniesienia o wiasciwosciach chemicznych i
fizycznych podobnych do wtasciwosci analitu, nie powinien oddziatywac z
analitem, a uzyskany dla niego sygnat analityczny powinien by¢ dobrze

oddzielony od sygnatu analitu.
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