[ WALIDACJA METOD ANALITYCZNYCH }

1. Opracowanie wynikow

Ostatnim etapem procesu analitycznego jest oprawewavynikOw. Raport
(sprawozdanie) z przeprowadzonej analizy musi zadigastpujace elementy:
- krétki opis zastosowanej metody analitycznej
- hazwe, opis i warunki pracy iytego uradzenia (dla metod instrumentalnych)
- spis zastosowanych odczynnikow
- liste otrzymanych wynikow wyciowych (danych uzyskanych bezpadnio w trakcie
prowadzonej analizy)
- wyniki koncowe
Wartasci mierzonej funkcji (Y), ildci substancji oznaczanej (x) lub oznaczanego
stezenia (c) tej substancji przedstawianewykle w postaci:
a). tabelarycznej
b). wykreséw graficznych
c). rowna funkcji zaleznosci pomidzy (Y)i(c): Y=aclubY =ac+b
W celu obliczenia wyniku K@owego, nalgy opisé:
- wynik koncowy analizy w postagredniej arytmetycznej z obliczonym przedziatem
ufnasci i okresleniem prawdopodobistwa, z jakim ten przedziat ufém zostat podany

- walidacg metody

2. Statystyczna ocena wynikow

Parametry statystyczne opisugce wyniki

Rozktad normalny bliow pomiarowych

Wartcsci mierzone — wyniki analiz — podlegaj nieuniknionym odchyleniom
przypadkowym. Prawdopodoligtwo wystpowania wynikow mniejszych i wkszych
od wartdci rzeczywistej (1), jest jednakowe i stanowi r@klodchylé opisanyfunkcjq
Gaussa, ktorej obrazem jest krzywa Gaussa (krzymsahowa) przedstawigga rozktad
normalny bdow przypadkowychlej cech jest to,ze:

- najwigksz liczebnad¢ map wyniki, gdy wartd¢ mierzona (¥ = rzeczywistej (1)

- im bardziej xrézni sie od p, tym mniejsza jest liczebitowynikdw

- rozrzut wynikéw jest symetryczny, tj. wygje jednakowa liczba odchylelodatnich i

ujemnych



- krzywa ma maksimum przy x 4, dwa punkty przegtia przy x = 4 o (odchylenie
standardowe) i po dwdch stronach zalsk asymptotycznie do osi odtych
- trojkat opisany na krzywej ma podstaw wierzchotkach w punktache2 +2¢

Odchylenie standardowe
Odchylenie standardowe)(w rozktadzie Gaussa:
- przedstawia lld bezwzgtdny dla wyniku x, ktéremu odpowiada punkt przegia na
krzywej
- jest miag odtwarzalnéci
- mata warté¢ tego parametru wskazuje nazdyrecyzg
Miara ta dotyczy oznacaew ktorych liczba powtérzejest dua (n > 30). Gdy oznac#e

jest mniej nk 30 odchylenie standardowe szacugers podstawie parametru s:

Przedziat ufncéci

Wartas¢ rzeczywista mee by oszacowanana podstawigredniej arytmetycznej z
pomiaréw. W tym celu okéa sk przedziat, w ktérym znajdujeesivartas¢ rzeczywista z
zalazonym z gory prawdopodohistwem. Przedziat ten nazwano przedziatem &dno
(L). Prawdopodobigstwo zataone (w %), ze wart@¢é rzeczywista znajduje iw
przedziale ufnéci okresla sk mianem poziomu ufrigi (p). W obliczeniach najezciej
przyjmuje s¢ wartgs¢ poziomu ufnéci 0,95 i 0,99. Oznacza tae na 100 wynikéw
odpowiednio 95 i 99 znajdujecsiv przedziale ufnéi.
Przedziat ufnéci wyznacza si.

- przy duzej liczbie pomiaréw (n>20) z rozktadu normalnegaliug wzordw:

L=x+196/n dlap= 095
L=x+ 258/n dlap=099



- przy matej liczbie pomiarow (n<20) z rozkladu &uata (dotyczy statystycznej oceny

matych grup wynikéw), wedtug wzoru:
L =x+ts
X

t — wspotczynnik z tablicy rozktadu Studenta — zaleod poziomu ufngi i liczby

S

pomiarow; S§( - jest odchyleniem standardowynedniej %( N /n

Prosta regresji
Wyniki pomiarow mog by¢ przedstawione w postaci rownania funkcji zal&ci

liniowej pomkdzy wielkdcia mierzom (Y) a stzeniem (c):

Y =ac+b

Majac wspotczynnik kierunkowy (a) i przesgnie prostej regresji (b), moa
skonstruowd& krzywa kalibracji. Wspotczynnik kierunkowy (a) jest maarczutcici
metody analitycznej. W przypadku spektrofotometWV-VIS przy grubdci warstwy
absorbuicej = 1 cm, wspotczynnik kierunkowy odpowiada wéctowspoétczynnika
absorpcji §). Wartas¢ (b) jest miag przesungcia prostej regresji. Wspétczynnik korelacji
(r) okresla zgodné¢ punktow (X, Yi).

3. Btedy w analizie chemicznej

Kazda wielka¢ mierzona w déwiadczeniu — wynik analizy obarczona jestdam.

Wyrézniamy: bkdy przypadkowe, ktly systematyczne i &dy grube.

Btedy przypadkowe- s niewielkie. Ich przyczym sa réznego pochodzenia zakitdcenia
oddziatlupce na sygnat mierzony w czasie sdwadczenia. Ich przyczyna nie jest
doktadnie znana. Wyniki w serii pomiarow zwykleznin sic migdzy sol. Zwykle
btedow tych nie mana wyeliminowa. Bledy te powoduj niewielki przypadkowy rozrzut

wokot pewnej wartéci sredniej. Nie wplywaj na wynik kacowy. Dla zmniejszenia



efektu bkdu przypadkowego natg scisle realizow& zala@zona procedug, np. unika

wazenia, gdy kté otwiera drzwi w pokoju wagowym itd.

Btedy systematyczne- map charakter staty. Bem takim nazywa si odchylenie
otrzymanego wyniku s$tedniej z wynikOw), ktore wyspuje zawsze podczas
wykonywania oznaczedara metod, lub za pomog danego przyrdu. Zmiana sygnatu
wywotana bédem systematycznym zachodzi w tym samym kierunkalgszawya lub
zaniza odczyt). Przyczyny takiegodolu s $cisle okrelone, mog by¢ zwykle ustalone i
usungte poprzez korekt postpowania. Jeeli przyczyna hidu systematycznego nie
moze by usungta, mae zostd wprowadzona odpowiednia poprawka lub standaryzacja
Do przyczyn bidéw systematycznych nate

a). metoda pomiaru

b). blad przyradu

C). zanieczyszczenie odczynnikéw.

Btedy systematyczne podzie€linazna na:

Btedy metodycznewynikaj one z istoty metody pomiarowej i nie mdgy¢ usuntte.
Metody opracowywane asw taki sposéb, aby il metodyczny byt mdiwy do
pominiccia. Maze on wynik& np. z koniecznei dodania nadmiaru titranta dla uzyskania
dostrzegalnej zmiany barwy wskaka, zbyt wolno przebiegagej reakcji ledacej
podstavy metody itd.

Bledy aparaturowe awviazane g z niedoktadnécia urzadzenia pomiarowego lub ich
niestabilm praa. Wszystkie przyrady s zrédiem  potencjalnych  BHow
systematycznych (pipety - dat kalibracji lub odmienna temperaturazyaia). W
urzadzeniach elektrycznycirodiem bkdu s wahania napria zrodta padu, zabrudzenie
lub korozja stykow. W przyedach optycznych — zmniejszenie intensygaio
promieniowania spowodowane ziem zrodta. Bkdy te usuwaneasprzez staranne i
czeste kalibrowanie przyedow pracugcych w tych samych warunkach.

Btedy indywidualne przyczyn sa niedgwiadczenie lub brak umigosci analityka.
Niedostateczne przenoszenie osadu gtaek, nadmierne przemywanie osaduzevee
cieptych naczgy wagowych, nieprawidtowa lokalizacja menisku w bitie, daltonizm,

wada wzroku. Bidy te usuwa gipoprzez nabieranie wprawy przez analityka.



Btedy grube — powstay zawsze z winy wykonawcy analizy, réwaieprzez
niedopatrzenie. Wygpuja tylko przy niektdrych pomiarach. Bywaglodatnie lub ujemne.
Sa wynikiem jednorazowego wptywu przyczyn dziatajch przejciowo. Wynik pomiaru
znacznie odbiega wtedy od pozostatych wynikéw sEajcz:sciej jest to wynik skrajny.
Powodem takich ktow mog byc:

a). zte pobranie prébki

b). zty dob6r procedury oznacze

c). blhd w obliczeniach

d). zte ustawienie poktet,

e). nie przeptukana biureta

f). zte odczytanie lub przepisanie wyniku

Ze wzgkdu na sposob podawania wadbbiedu wyr@niamy btedy bezwzgedne i
wzgledne.

Btqd bezwzgldny - zwany jest réwnie absolutnym. Okrdany jest jako rénica
miedzy zmierzon wartdcia X a wartdcia rzeczywisi. Moze mie wartas¢ dodatni lub
ujemm i podawany jest zwykle w postaci waitobezwzgtédnej. Dla wartéci sredniej z
pomiarOw jest to rénica tej wartéci i wartasci rzeczywiste;.

Btqd wzgkdny - odnosi wart& btedu bezwzgldnego do wartai rzeczywistej (W) i
okresla tym samym jego znaczenie dla oznaczeniad B¥zgkdny dla probek o diym
stezeniu nie powinien przekracza0,1%, dla oznaczania #o $ladowych mae

przekracza nawet 20%.

E :EabS:X_’u %szg:X_'u [100
Uou H

Wszystkie metody analityczne obarczoneb&dami przypadkowymi i standardowymi,
charakterystycznymi dla danej metody. Dla celéwoparania ranych metod oznaczania

tego samego agalitu stosowane®&ne kryteria.



4. Walidacja metod analitycznych

Warunkiem dobrej i akceptowanej pracy laboratorianalitycznego jest poddanie

wykonanej metody procesowi walidacjCelem walidacji metody analitycznej jest

stwierdzenie, czy proces analizy wedtug danej mefmdebiega w sposéb rzetelny i daje

wiarygodne wynikiWalidacg wykonuje s¢ bezwzgédnie dla wszystkich nowych metod,

jest réwnie prowadzona dla metod modyfikowanych.
Walidacja metody analitycznej obejmuje wykonanikeanych czynniei, ktére polegaj
na eksperymentalnym udokumentowaniu stopnia wiatgg@i metody analitycznej i

wykazaniu,ze metoda jest przydatna do rozmania danego zadania analitycznego.

Procesowi walidacji podlegajwszystkie etapy analizy:
- wybér krzywej kalibracji

- okreslenie zakresu prostoliniowoi krzywej kalibracji

- wyznaczenie czukei metody

- badanie doktadrigi i precyzji metody

- wyznaczenie granicy wykrywaldo i oznaczalnéci

- 0znaczenie stabildoi analitu

- wyznaczenie odzysku analitu

- oszacowanie selektywgm metody

Czutosé metody

Czuldscia metody analitycznej nazywamy nachylenie krzywdjbkacyjnej. Czutdé
okresla wigc zmiare sygnatu analitycznego (Y) na skutek zmianyehia (c) analitu lub
jego ilosci (x). Im wigksza zmiana sygnatu przy matej zmianiezehia analitu, tym
wigksza czuté¢ metody. Matematycznie parametr ten jest wergy wspotczynnikiem
kierunkowym wykresu kalibracji (a).
Czulcé¢ metody okréla sk réwniez limitem oznaczaln@i (detekcj). Okrela ona
najmniejsz ilos¢ substanciji lub jej skenie, jakie ména realnie zmierzydara metod,.



Doktadnosé metody

Jest to stopie zgodndci pomidzy wynikiem oznaczonym (x) lufvednia wynikéw z
n oznaczeé a prawdzivg zawartdcia analitu w badanej prébce. dliowo doktadnéc jest
miara wielkosci btedu. Oznaczamazna:
- doktadnd¢ pojedynczego oznaczemniajest maliwa do oznaczenia tylko jako dul
standardowy, poniewanie jest znana zawasibrzeczywista w prébce.
- doktadnaé metody- okrelana jest na podstawiéredniej wartéci z n pomiaréw
uzyskanych na tej samej probceai dama metod,. Badam préoblkg jest tu wzorzec —
certyfikowany materiatl odniesienia (certified refiece materials CRMs), w ktorej

prawdziwa zawart@ analitu jest doktadnie znana.

Wyznaczanie dokladsc metody

- przeprowadzenie analizy probki, w ktorej zawsttanalitu jest dokladnie znana -
mazna wykorzysté prébki CRM.

- poréwnanie wynikéw uzyskanych opracowanetod, z wynikami uzyskanymi inn
metod, powszechnie uznarza doktada

- badanie odzysku znanejit analitu dodanego do matrycy, nie zawigcej substancji
oznaczanej

- wyznaczajc odzysk znanej ikzi analitu dodanego do probki badanej

Precyzja metody

Precyzja metody jest to stopiegodndci migdzy wynikami uzyskanymiat sany
metody i na tej samej probce przy wielokrotnym powtarmaoznaczenia. Mna j tez
zdefiniowa jako rozrzut poszczegoélnych wynikéw przy powtasgan dgwiadczeniach
w stosunku ddredniego wyniku z oznaczelm wigksza precyzja tym mniejszy rozrzut.
Przy powtarzanych dwiadczeniach nie uzyskujemy nigdy dwdéch identycinyc
wynikow, a prawidtowe wyniki ukfada sizawsze zgodnie z rozktadem normalnym w
ksztalcie krzywej dzwonowej. Najlepsaniara precyzji jest odchylenie standardowe
(lub jego przyblienie s). Za precygjoznaczé odpowiedzialny jest htl przypadkowy.
Z precyzj wigzemy tex terminy:

Powtarzalnosé oznaczd, gdy analiza wykonywana jest w tym samym laboratuari
przez tego samego analityka,dam metod,, na tych samych ugdzeniach, w miwie

krotkim przedziale czasowym. Miara powtarzdlktigestRSD powtarzalnéci oznacze.



RSD jest to wzgtdne odchylenie standardoweel@tive standard deviatign
niezalene od jednostek pomiaru. Jest wypme ilorazem wartei odchylenia

standardowegodredniej z wartéci pomiarow:

RSD=2>
X

RDS jest liczh mniejsza od jedndci i wyrazane jest ogsto w procentach jako

wspotczynnik zmienngei (coefficient of variandeCV% .

Odtwarzalnosé oznaczd, gdy wyniki otrzymywaneasw sposob niezakay, ta sam
metod, i na tej samej probce, ale wzrgych laboratoriach, przez amdych analitykéw na
réznych uradzeniach. Statystyczne opracowanie wynikow daje tod@ar RDS

odtwarzalngci.

Precyzja oznaczezalezy od stzenia analitu w badanej prébce. Przyjmuje, se

— Zl - 0,5 log ¢)

opracowana metoda spetnia wymogi, dy¥v% gdzie ¢ — stzenie

masowe analitu. Sama precyzja nie wystarcza ddkanya doktadnych wynikdw.

Krzywa kalibracji

W czasie pomiaru analitycznego odczytujemy sygigt Zalezny od stzenia lub
ilosci analitu w badanej prébce. Przytizstosowany w analizie musi dkalibrowany.
Sporadzenie krzywej kalibracyjnej sty ustaleniu rownania zaleosci pomidzy miag

generowanego przez przyzsygnatu i zawarteia analitu w probce:

Y = f(c)

Y — wielkos¢ mierzona, ¢ — skenie analitu

Najczsciej:

Y =ac

gdzie
a — wspotczynnik proporcjonakeq ktéry zostat wyznaczony w procesie kalibracji



Do sporadzenia krzywej kalibracyjnej nalg stosowdé wiarygodne materiaty
odniesienia (certyfikowane CMR). Kalibracja przysma jest czynngcia wskpnej
walidacji.

Réwnanie krzywej kalibracyjnej mioa wyznacz§ metody najmniejszych kwadratow
(regresiji liniowej). Zgodn& zaleznosci sygnatu od stenia charakteryzuje wspoétczynnik
korelacji (r). Jeeli krzywa kalibracyjna jest podstawvielokrotnych analiz, jej stabilsé

musi by potwierdzana kalorazowo w dniu wykonania analizy.

Liniowosé wskaza

Liniowos$¢ to przedziat zawartoi analitu, dla ktérego sygnat wégiowy urzdzenia
pomiarowego jest proporcjonalny do tej zawggtoZaleznos¢ Y (c) w badanej prébce
jest prostoliniowa tylko w ograniczonym zakresial@aych s{zen analitu. Wyr@nia skt
tu: dynamiczny zakres wskazagrzyrzadu, liniowy zakres wskasa(zakres roboczy —
zakres pomiarowy)Zakres pomiarowy to przedziat pauizy najwyszym i najniszym
stezeniem (wraz z nimi), jakie m@gzost& oznaczone za pompcdanej metody
pomiarowej z zakbng precyzg, dokladndgcig i liniowoscig. Przy niskich stzeniach
zakres liniowy ograniczony jest dalngrania oznaczalnéci, a zakrzywienie jest
wynikiem szumoOw aparaturowych i efektem matrycowyia koniec zakresu
prostoliniowego przyjmuje i punkt, w ktorym odchylenie od prostoliniogad nie

przekracza 3%.

Yeoor =Y ee, = 003,

teor rzecz teor

Yieor — Sygnat dla roztworu o najgzym st¢zeniu, wyznaczony metadnajmniejszych
kwadratow (regresiji liniowej)

Yzecz — Sygnat rzeczywisty dla roztworu o najggym stzeniu, wyznaczony
eksperymentalnie.

Innym kryterium liniowdci wskaza jest wspotczynnik korelacji. Przyjmujegsize
dla trzech powtérze (3 réwnolegte pomiary dla kdego poziomu gkenia — przewanie
obejmuje wartéci od 50 do 150% warfoi oczekiwanej wynikéw analizy) krzywej
kalibracyjne] z sz&ioma roztworami wzorcowymi (na 6 poziomachezsh)
wspotczynnik korelacji dla kalej krzywej powinien mi&wartas¢ r > 0,999. Dodatkowo

wyznacza s istotng¢ wyznaczonych wartgi wspoétczynnikow wykresu kalibracyjnego.



Granica wykrywalnosci i oznaczalndci
Granica wykrywalnéci i oznaczalnéci 3 parametrami, ktore odgrywapiezwykle
istotrg role w procesie walidacji metody.
Przyczynami trudnai w zrozumieniu i wyznaczeniu tych wastd sa:
- mnoga¢ definicji opisupcych pogcia
- trudnaci praktyczne w wyznaczaniu podstawowego parangtarminugcego grani¢

wykrywalnasci — wielkas¢ poziomu szumow ugzizenia pomiarowego.

Stosunek sygnatu do szum(gignal to noise ratio — S)N- to wielkag¢ bezwymiarowa,
bedaca stosunkiem sygnatu analitycznego dedniego poziomu szumu dla okienej

prébki. Shiy do okrélenia wptywu poziomu szumu na wzdghy bhd pomiarowy.

Granica wykrywalngci (limit of detection — LOD— to najmniejsza ik& lub stzenie
substancji mgliwe do wykrycia za pomacdane] procedury analitycznej z oflaym
prawdopodobigstwem. Jest to najmniejszadécanalitu, przy ktorej istnieje pewfbjego
obecnéci w prébce. Wymiar tej warksi to zawartéé¢ analitu, np. mg/dfh Ma onasciste
powiazanie z poziomem szumu. Przyjmuje,sie jej wartd¢ to trzykrotny poziom

szumow.

Granica oznaczalnéci (limit of quantification — LOQ)— to najmniejsza ik& lub
najmniejsze stenie substancji mdiwe do ilosciowego oznaczenia danmetod
analityczn, z zat@zom doktadndcia i precyzp. Wartags¢ LOQ jest zawsze wielokrot§oia
wyznaczonej wartei LOD. Najczsciej LOQ = 3 LOD. Czasem wal®d krotnasci

wynosi 2 lub 6.

Stabilnosé

Prébki analityczne ulegaprzemianom fizykochemicznym i biochemicznym w ézas
przechowywania. Dotyczy to rowriestandardéw i odczynnikdédw przygotowanych do
analizy. Analiza powinna ltyprzeprowadzona néwiezo przygotowanych materiatach.
Jeili realizacja naspuje w przedtaajacym sk czasie lub przewidujemy wykorzystanie
odczynnikbéw i wzorcow w ditszym okresie, naky ustalt stabilng¢ materiatdw.

Kryterium stabilngci jest ich trwaté¢ przynajmniej przez 48 godzin. Za trwate vaask



te roztwory, ktérych sygnat po 48 godz. zmienia si2% w poréwnaniu z sygnatem

probkiswiezo przygotowane;j.

Odzysk analitu

W przypadku konieczrigi oddzielania analitu od matrycy konieczne jestetiknie
odzysku analitu. Mizna to wykon& metody dodawania analitu. Do jednej z dwdch
rownych czsci probki dodaje si znam ilos¢ analitu (s). Po przeprowadzeniu analizy z

prébki z dodatkiem analitu (x+s) i pierwotnej (®pliczany jest odzysk R wedtug wzoru:

R(%) = M 100

Obydwie prébki analizowanea4a samy metod,. Mozna dodawé tez analitu do czystej
matrycy. Akceptowanyredni odzysk zaley od stzenia analitu w probce — dlaggénia
1% analitusredni odzysk powinien wynasb7-103%.

Selektywnai¢ (specyficzndé) metody
Jest to meliwos¢ oznaczenia jednego sktadnika wobec innych, wariej probce
rzeczywistej, bez interferencji sktadnikéw towarzys/ch. Metoda jest selektywna, gdy

w ztozonej mieszaninie sygnat jest generowany tylko pezegit.



UWAGI DOTYCZACE WALIDACJI NA CWICZENIACH Z ANALIZY
INSTRUMENTALNEJ

CHROMATOGRAFIA

Przy walidacji metod chromatograficznych ngi@rzede wszystkim zwrécuwag;
na specyficzn& i liniowos¢ metody.

1. Specyficzné¢ — tutaj, to badanie, czy dany proces chromatogmjicpozwala na
jednoznacza identyfikacg i oznaczenie badanego sktadnika. Inaczej, czywiane piki
lub plamki chromatograficzne pochadna pewno od badanej substancji oraz czy nie
naktadag sic z pikami/plamkami innych substancji, obecnych ywawych probkach (np.
substancji pomocniczych, zanieczyszgzeroduktow rozktadu oznaczanego skiladnika
itp.). Na tym etapie naky wyznaczy czasy retencjigt lub wspotczynniki Rdla innych
sktadnikéw typowego preparatu w danych warunkackhdz@tu chromatograficznego
i wykaza, ze piki/plamki tych substancji nie przeszkadzaj analizie prowadzonej przy
pomocy walidowanej metody. Moa te postzy¢ sie dodatkowymi technikami, np.
przedstawd widma masowe, IR, UV/VIS lub inne dla wyizolowaonegarn metod

badanego sktadnika i porowhg z widmami wzorca.

2. Liniowos¢

Krzywe kalibracyjne dla metod chromatograficznychiznacza s w postaci zakenosci
pol powierzchni pod pikami chromatograficznymi @treanymi dla minimum 6 sten analitu
od tych stzen, w zakresie ok. 50-150% wasétd spodziewanej. W przypadku wielu metod
analitycznych (np. oznacaespektrofotometrycznych, opartych na prawie Lan@®b&tera)
krzywe wzorcowe majw szerokim zakresie gten analitu charakter liniowy. Wyznaczagsi
je woéwczas postugag sk metodr najmniejszych kwadratow. O liniowa krzywej
wzorcowej $wiadczy m.in. wysoki wspotczynnik regresji liniowegrzymanej dla min. 6

punktéw pomiarowych (warkd powyzej 0.999). Przyktad przedstawia rys.1.
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Rys. 1. Seria punktéw pomiarowych dla pomiaru metddomatografii cienkowarstwowej-
densytometrii (pola powierzchni podlgmi na densytogramie w zatexsci od
sfzenia analitu wug/plamle), z naniesioa prost regres;ji.

Wspotczynnik regresji wynosi R=0,985t bliski 0,999.

Wspotczynnik regresji liniowej dla punktéw z rysjelst wprawdzie bliski 0,999, ale
nie musi to koniecznieswiadczy o liniowosci otrzymanej dla tej metody krzywej
kalibracyjnej.

W przypadku chromatografii cienkowarstwowej, guoaionej ze skanowaniem
densytometrycznym otrzymanych plamek, za@¢ pol powierzchni pod pikami

densytogramow od gtenia analitu nie musi podleggrawu Lamberta-Beera i nie jest

idealnie liniowa Oczywicie istnieje maliwos¢ wybrania wiskiego zakresu sten, w ktorym
otrzymana krzywa wzorcowagtizie miata charakter liniowy z wysokim wspotczynieik
regresji rzdu ponad 0,999 (zakres ,pseudoliniowy”), ale w szgm zakresie z
powodzeniem mana zastosowainny rodzaj krzywej kalibracyjnej, np. funkckwadratovy

—rys.2.
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Rys. 2. Punkty pomiarowe z rys. 1, z naniesgilrzywa kalibracyjra w postaci
réwnania kwadratowego.

Ponadto oprdocz wymienionych pogsej parametrow metody analitycznej, podleggch

walidacji, dla kadej metody nalkey rozway¢ czynniki, ktére mog spowodowa jej

niepowodzenie. W przypadku metod chromatograficanycaley w szczegolngri

ustosunkowasi¢ do nastpujacych zagadnig

Czysta¢ rozpuszczalnikow, skacych do przygotowywania prébek, roztworow
wzorcowych oraz ewentualnie (nie dotyczy to oczgw chromatografii gazowe))
fazy ruchomej — czy wystargzozpuszczalniki cz.d.a. (czyste do analizy), cayse
by¢ czystgci HPLC?

Jaka¢ odczynnikéw, aywanych np. do reakcji barwnych w procesie wywolgiaa
chromatograméw  cienkowarstwowych lub  derywatyzacfiubstancji przed
wykonaniem oznaczenia za pomahromatografii gazowe;j.

Jaka¢ ptytek chromatograficznych — zwykie czy tzw. wyesgrawne (0 mniejszej i
bardziej wyrbwnanejrednicy ziaren fazy stacjonarnej).

Temperatura, wilgotrig i cisnienie atmosferyczne w laboratorium — mogptyna¢

na wspotczynniki retencji.



KOLORYMETRIA

Kolorymetryczna metoda rodankowa oznaczania zasarté-e(lll) stwy do
okreslania zawartéci zelaza w analizowanym wodnym roztworze w dlkorym zakresie
stezen. W metodzie tej] do wyznaczanieg®nia oznaczanej substancji wykorzystuje si
absorbangj barwnego kompleksu utworzonego z kationow Fe(illJanionow SCN
W zaleznosci od srodowiska chemicznego, w ktérym znajduje sinalit, jak rownie
ustalonych warunkéw pomiarowych, wastsygnatu mierzonego dla danegezshia analitu
moze ulegé zmianie, std nie mae jednoznacznidwiadczy o ilosci analitu w prébce.
Dlatego konieczne jest przeprowadzenie kalibra@gnefjo oznaczenia. Do najéciej
stosowanych metod kalibracji naje metoda serii wzorcow. W metodzie serii wzorcow
przygotowuje si roztwory wzorcowe, czyli syntetyczne roztwory o amgch, scisle
ustalonych sgzeniach analitu. Po poddaniu tych roztworéw pomigrgreedstawia si
otrzymane wyniki w uktadzie wspokdnych sygnat (absorbancja) —ztnie analitu a
nastpnie dopasowuje sido nich okrélona funkcjg (zazwyczaj ling prost). Pomiary
wykonuje st zwykle przy okrélonej diugdci fali, najczsciej odpowiadajcej maksimum
absorpcji oznaczanej substancji oraz wdgm roztworu odniesienia (tzvslepej préby),
czyli roztworu przygotowanego analogicznie jak vomty wzorcowe i roztwor probki, lecz
niezawierajcego analitu. Do przygotowywania roztworow stosoyedinw oznaczeniach
nalery wykorzystywa wytacznie certyfikowane odczynniki chemiczne oraz haygolvarn,

aparatu¢ badawca.



FOTOMETRIA PLOMINIOWA

Wyznaczanie wartei niepewndci zwiazanej z etapem kalibracji stosq;
metod fotometrii pfomieniowej

Na etapie kalibracji jonéw Nawykorzystuje si seré roztworéw wzorcowych, w
ktérych stzenia wynosz odpowiednio: 1, 5, 7, 10, 15 i 20 ppm. Prébkidego z roztworow
wzorcowych analizuje sitrzykrotnie otrzymujc seré wynikow — tabela 1.

Tabela 1.
Wyniki oznaczé Na" w prébkach roztworéw wzorcowych wykonanych w cetyznaczenia

krzywej kalibracyjnej

Stezenie ¢ Wartcici natzenia emitowanego promieniowania |
[Ppm] Y ¥ Y3 Ywartsrednia

1

5

7

10

15

20

Na podstawie uzyskanych wynikow spgiza s¢ wykres km= f(C)

Dla prostoliniowego odcinka krzywej wyznaczamy mae#ry krzywej regresji, dla

rownania regresji liniowej y = bx + a, gdzie:

y — zmienna zalea (sygnat wyjciowy urzdzenia pomiarowego)
X — zmienna niezalea ( zawart& oznaczanego analitu)
a —wyraz wolny
b — wspoitczynnik kierunkowy prostej

Krzywa kalibracyjna przechodzi przez patek uktadu wspotrdnych, zatem wyraz wolny —
a = 0.Wspdtczynnik kierunkowy prostej — b obliczareywzoru:

Wartaé¢ stzenia badanej prébki mioa wyznacz§ zaréwno z wykresu krzywej

kalibracyjnej, jak te wyliczy¢ z réwnania d, = b c. Niepewn& wyznaczonej krzywej



kalibracyjnej mana przedstawi na wykresie jako przedziat ufém obliczany na podstawie

rownania:

HVEY:
AY; =Y £S, 14 t=n-2) \/E + ()(i(g)(ér)A

gdzie:

Ay, - przedziat ufnéci obliczonej wartéci Y dla danej wartci x;

Y - wartéci obliczone na podstawie krzywej regresji dla ddmwartaci x;
g - resztkowe odchylenie standardowe obliczone &grw

Syy

i(xi _Xs’r)2

n-1

t(a, f =n-2) - parametr t-Studenta

n — catkowita liczba prébek wzorcowyticzba punktow)

Xx— warta¢ x dla ktérej obliczane jeshy,
% —$rednia warté¢ (najczsciej oznacza gtenie)
Q,, - parametr obliczany wg. wzoru (3)

Qxx = (Xi - Xs’r ?
i=1
Przyktadowa krzywa kalibracyjna:
Stezenie ¢
[ppm] Y1 Y2 Y3
1 15 14 16
5 59 58 60
7 76 76 77
10 119 118 120
15 165 166 166
20 206 205 204

(1)

(@)

3)
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PODCZERWIEK

W przypadku rejestracji widm w zakresie podczernwemmalitycznej (MIR) i bliskiej
podczerwieni (NIR) podstawowymi wielkciami mierzonymi g potazenia maksiméw pasm
w cm* oraz ich transmitancja T w %. Proces walidacyjnymaga wec przede wszystkim
podania wzorca widma z okiteniem potgenia jego charakterystycznych pasm. Wzorzec
ten, z ustalonymi dopuszczalnymieéami, musi by odtworzony na testowanym aparacie.
Tym wzorcem, wedtug Standard Reference Materiat, yadmo folii polistyrenu o grulsai
okoto 38 um rejestrowane w zakresie od 540" cfo 3125 crit (SRM number 1921B). Folia
dla potrzeb kalibracyjnych nie me by uszkodzona, zanieczyszczona i niezedye
przechowywana wgrodowisku o duej wilgotnaici. Zaleca si, aby byla przechowywana w
eksykatorze, nie byta dotykana palcami a ewentulalmy byt usuwany strumieniem suchego
powietrza.

Kalibracja powinna b§wykonywana w temperaturze 23+Cl a z komory
pomiarowej powinien byusunete CQ i H,O. Szczegobtowe ustawienia aparatu podane s
pracy:

Gupta, D.; Wang, L.; Hanssen, L.M.; Hsia, J.J.; Datla, R.V.; Standard Reference Materials: Polystyrene
Films for Calibrating the Wavelength Scale of Infrared Spectrophotometers - SRM 1921; NIST Special
Publication 260-122, U.S. Government Printing Office: Washington, DC (1995).

Widmo folii wzorcowej z zaznaczonymi kilkunastorpasmami kalibracyjnymi wg.
SRM przedstawione jest na ryc. 1 a waetanierzonych parametrow do kalibracji na ryc. 2.

Potazenia charakterystycznych pasm dla widma z ryc.btaree § w tabeli 1.
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Tabela 1. Polzenia pasm do certyfikacji spektrofotometru —widmo 1

Numer pasma Liczba falowa Dopuszczalne odchylenie standarddael gpomiaréw

(cm™) mc)
1 544,92 2.43
2 842.10 1.29
3 906.82 0.10
4 1028.42 0.27
5 1069.27 0.77
6 1154.62 0.09
7 1583.04 0.09
8 1601.38 0.11
10 2850.20 0.12
11 3001.40 0.09
12 3026.44 0.09
13 3060.14 0.09
14 3082.22 0.09

Walidacja metod analitycznych - przykiady zada

1. Odrzucenie wynikéw niepewnych. Test Q Dixona

Prawie zawsze przy wykonywaniu pomiarow, niektosamiki wyraznie odbiegaj od
pozostatych, wplywar na warté¢ érednp i odchylenie standardowe. Odrzucenie
wynikéw odbiegajcy mazna dokona na podstawie prostego w obliczeniach testu Q
Dixona, korzystajc z tabeli wartéci krytycznych i liczby Q (tabelal) Liczb Q
wylicza sk ze wzoru:
Q=(X2-x1) : R lub  (¥Xn1) : R
gdzie x - lewy skrajny wynik wtpliwy

% - @siedni do x (najblizszy do x%)

% - prawy skrajny wynik atpliwy

%-1- jego poprzednik

R - rozsgp szeregu (¥X1)



Tabela 1. Warti krytyczne parametru {testu Dixona dla okéonego poziomu

istotnaci o i stopniach swobody f

f a 0,10 0,05 0,01
3 0,886 0,941 0,988
4 0,679 0,765 0,889
5 0,557 0,642 0,780
6 0,482 0,560 0,698
7 0,434 0,507 0,637
8 0,399 0,468 0,590
9 0,370 0,437 0,555
10 0,349 0,412 0,527
Przyktadl

Oznaczano zawarté jonéw miedzi (C&” w prébcesciekdw, uzyskujc nastpujacy zbior
wynikéw oznaczé w mg/dn:

0,875 0,863 0,876 0,868 0,771 0,8887®, 0,869 0,866

Sprawdzt, czy nie wystpuje w danej serii wynik obarczonyedem grubym.

Zeby sprawdz, czy w badanym zbiorze wynikéw nie ma wyniku odjaigcego,
zastosowano test Q-Dixona.

Otrzymany zbidr wynikdw uszeregowano IErosrcy:

0,771 0,863 0,866 0,868 0,869 0,8757®,8,878 0,881

Dla tak utworzonego zbioru obliczono waitd

R=0,110

Q,=0,836

Q.=0,027

Z tablic rozktadu Q-Dixona (tabelal) odczytano wa&rtkrytyczm parametru @, dla
poziomu istotnéci o =0,05 i liczby stopni swobody f=n=9

Q«r=0,437

Poniewa obliczona wart& Q; jest weksza od wartsci parametru krytycznegofQ:>Qu),
wynik najnizszy w serii nalgy w niej odrzuat jako obarczony klem grubym.

2. Oznaczanie kow systematycznych.

a. Typ bkdu systematycznego statego.




Wymagania:

Prébki dwbch wzorcéw (materiaty odniesieniajniace se zawartdcia analitu.

Sposo6b pogpowania:

Przeprowadza sisert pomiarow dla probek dwoch wzorcow (materiatow edirenia)
rézniacych s¢ zawartdcia analitu, z zastosowaniem badanej metody. Waiidu
systematycznego stateggsblicza s¢ zgodnie ze wzorem:

ags=(Uxt - Xr2— U - %r1) - (Ua-Ux2)

gdzie: y, W — wartdgci oczekiwane dla prébek dwoch wzorcow

X$r1, X$r2 — Uzyskane wartgi srednie na podstawie analizy odpowiednich wzorcow
Przykfad 2.

Oznaczano zawarté jonéw chlorkowych (C) w probce roztworu wzorcowego @&tniu
3,00 mg/dm oraz w prébce tego roztworu po dwukrotnym rogcieniu. Wykonano 11
réwnolegtych oznaczestosugc badan procedug¢. Zebrano uzyskane zbiory wynikow:
Prébka roztworu wzorcowego 1 dlg;s3,00 mg/dm

3,08 3,07 3,02 2,99 2,88 2,90 3,06 3,06l 3M1 3,05

Prébka roztworu wzorcowego 2 (po dwukrotnym rozcieniu roztworu wzorcowego 1.)
us=1,50 mg/dr

153 1,58 1,47 1,48 1,52 1,59 1,54 1,446 1150 1,45

Wyznaczy wartas¢ bledu systematycznego statego.

Dla dwoch zbiorow wynikéw obliczono wakid srednie:

X¢=3,012 mg/dm

Xs2=1,514 mg/dm

Otrzymane wyniki podstawiono do wzoru i otrzymanarieé biedu systematycznego
statego:

aey=(3-1,514-1,5-3,012) : (3,00-1,50=0,016mgfdm

Otrzymana wart@& wskazujeze wyniki uzyskiwane w przypadku stosowania badanej
metody g zawyzone w stosunku do wasit oczekiwanej, o czyriwiadczy dodatnia warfo
btedu systematycznego statego. W celu korekty wynikieay od niego odj¢ wartas¢
obliczonego kddu systematycznego statego.

b. Typ bkdu systematycznego zmiennego.

Wymagania:
Prébka badana oraz prébka badana z dodatkiem wzorca



Sposob pogpowania:

Z zastosowaniem badanej metody przeprowadzsest pomiaréw dla badanej prébki i
prébki z dodatkiem wzorca. Waktomnaznika poprawkowego obliczaeskgodnie ze
wzorem:

B=Cx : (Xsrex — %)

gdzie ¢ — oczekiwana wartgé wzrostu s¢zenia analitu spowodowana dodatkiem wzorca
X$r , XSrex — Uzyskane wartgi srednie odpowiednio dla prébki i prébki z dodatkiammorca.
Wartai¢ bledu systematycznego zmiennego wyznaczagopdnie ze wzorem:

bsys=(1-B) : B

Przykfad 3.

Oznaczano zawardé jonéw magnezu (Mg) w prébce wody deszczowej, a rgstie
zawartdé¢ jondw magnezu w probce wody po dodaniu wzorcgxzestu G=0,50 mg/dma3.
W kazdej z badanych prébek wykonano po 11 réwnoleghatniprow:

Dla prébki wody deszczowej:

0,875 0,881 0,876 0,893 0,892 0,874 0,8881®,0,875 0,894 0,888

Dla prébki wody deszczowej z dodatkiem wzorca:

1,385 1,372 1,395 1,370 1,398 1,402 1,3785L,3,380 1,379 1,368

Wyznaczy wartas¢ biedu systematycznego zmiennego.

Na podstawie otrzymanych wynikow obliczono wéacigrednie:

X4=0,8831 mg/drh

Xgo=1,3828 mg/dm

Podstawiajc otrzymane wartei do wzoru na wartg mnaznika poprawkowego otrzymano:
B=0,5 : (1,3828-0,8831)=1,0006

Otrzymana wart@& mnaznika poprawkowego B > 1 wskazuje wyniki uzyskiwane w
przypadku korzystania z badanej (ocenianej) metadyanizone w stosunku do wagac
oczekiwane.

Podstawiajc otrzymane warkei do wzoru na wartg biedu systematycznego zmiennego
otrzymano:

bss=(1-1,006) : 1,006 = - 0,0006

Otrzymana wart& btedu systematycznego pozwala na skorygowanie oblejzawartgci
magnezu w badanej probce wody deszczowej:

Xkor=B - %=1,0006 -0,8831 = 0,8836 mg/dm






