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Wostatnich latach rognwymagania w sto- w srodowisku kwanym i zasadowym.
sunku do laboratoriéw badawczych wy- Metody instrumentalne s3 oparte na
konujacych analizy chemiczne, pomiary fizycznebardziej skomplikowanych zjawiskach fizyko-
lub fizykochemiczne. Coraz wkszy nacisk kta- chemicznych, w ktorych sygnat analityczny uzy-
dzie st na jakd¢ stosowanych technik anali- skuje st za pomog mniej lub bardziej ztzonej
tycznych, odpowiednio sprawdzonych i charakaparatury pomiarowej. W metodach instrumen-
teryzowanych poddtem przydatnéci do badéa  talnych wykorzystuje si zaleznos¢ mierzonych
i oszacowania parametrow walidacyjnych. Labowielkosci od zawartéci badanego skiladnika
ratoria powinny stosowa udokumentowane w prébce. Zalenos¢é ta mae mig charakter za-
metody badé, ktére g wiarygodne i nieobgi  rowno liniowy, jak i nieliniowy, opisywany
zone bkdami systematycznymi. Metody stoso-przez odpowiednie rOwnanie regresji krzywej
wane w chemii analitycznej madpy¢ klasyczne kalibracji. Przyktadem postaci réwnania regresji
i instrumentalne. jest funkcja liniowa:y= ax+b lub funkcja wie-
Metody klasycznesy oparte na pomia- lomianuy= axX+bx. Krzywa kalibracji jest istot-
rze masy lub reakcjach chemicznych i fizykochenym elementem wzorcowania pomiaréw wyko-
micznych. W wyniku reakcji chemicznej po- nywanych na danym wdzeniu analitycznym
wstaje sygnat analityczny, ktory jest mierzonyi wykonuje s¢ ja na podstawie spagdzonych
w sposob bezpoedni. Do metod klasycznych roztworéw wzorcowych o thych stzeniach
zalicza s¢ metody miareczkowe, gdzie sygnatembadanego sktadnika. Generalnie, do metod in-
analitycznym jest olkjos¢ roztworu zuytego do  strumentalnych zalicza esitechniki spektrome-
miareczkowania, oraz metody wagowe, w ktotryczne, spektrofotometryczne i chromatogra-
rych sygnatem jest masa (mierzona na wadziczne.

analitycznej) badanej substancji wagonej lub Przyktadami metod instrumentalnych s
w inny sposéb wytworzonej podczas procesovwoznaczenia:
chemicznych lub fizykochemicznych. Odczyt - sktadnikbw mineralnych — mikro-
objetosci w metodach miareczkowych e by elementéw i makroelementéw me-
prosty (z biurety) lub w formie elektronicznej toda spektroskopii absorpcji ato-
(elektroniczna biureta automatyczna, aparat do mowej (ASA),
oznaczania azotu metp&jeldahla). - metali ckzkich i toksycznych me-
Przyktadami metod klasycznych sna- toda spektroskopii absorpcji ato-
lizy uznawane za podstawowe w badaniach ma- mowej z uyciem kuwety grafito-
teriatow rglinnych i zwierzcych, takie jak wej,
oznaczenia suchej masy (wilgofo) metod, - fosforu metod spektrofotometryczn
suszarkowo-wagowy biatka (azotu) meted w oparciu o reakcje z odczynnikiem
Kjeldahla, tluszczu metad ekstrakcyjno-wa- fosforomolibdenowym oraz sktadni-
gowa (Soxhlet), popiotu meted wagowo-pie- kéw krwi metod, spektrofotome-
cowa, widkna metod wagows z hydroliz tryczra,
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- aminokwaséw metadchromatogra- szczegotowego wyfaienia. W zasadzie w ka
fii jonowymiennej, dym laboratorium osoba wykoriygg analiz po-

- oznaczenia witamin A i E oraz kwa- biera bezpgrednio do analiz prolekreprezenta-
s6w organicznych metadwysoko- tywna. Takie pobranie probek jestedzia inte-
sprawnej chromatografii cieczowej gralm kazdej procedury badawczej. Jednak,
(HPLC), w rozumieniu normy PN-EN ISO/IEC 17025 (p.

- lotnych kwaséw tluszczowych oraz 5-7.1) pobieranie prébek ma nieco inne znacze-
wyzszych kwaséw tluszczowych hie i dotyczy wydzielenia prébki dla laborato-
metod, chromatografii gazowe;. rium z iloéci pierwotnej danego materiatu prze-

Wymagania w zakresie kompetencji la-znaczonego do bafiaTakie pobranie prébki jest
boratoriéw badawczych i wzoragych przed- WigC czynndcia uprzedm w stosunku do pobra-
stawia norma PN-EN ISO/IEC 17025 (2005).hia przez laboranta bezpednio do analiz
Przewiduje ona stosowanie metod opublikowaProbki reprezentatywnej. Tak wd, nie kade
nych W hormach m'dzynarodowych, regiona]- laboratorium pobiera prébkl W sensie wymaga
nych lub krajowych, a tale metod opartych na POWyzszej normy, poniewawigkszds¢ laborato-
tych normach lub tekstach opublikowanychfiOw otrzymuje jui pobrane (na ogoét przez sa-
w czasopismach naukowych, ale uzupetnionychnego klienta) probki do badawWoéwczas odpo-
rozszerzonych i zaadaptowanych przez laboratdviedzialng¢ za poprawnst (reprezentatywnid)
rium. Dopuszcza réwniestosowanie metod wia- Pobrania prébki dla laboratorium spoczywa na
snych, opracowanych przez laboratorium (p. 5.4liencie. W przypadkach dej wagi prawnej (np.
normy PN-EN ISO/IEC 17025, 2005). W wielu sprawy gdowe) probki dla laboratoriéw wyko-
przypadkach laboratoria nie stagbiezpsrednio hujacych analizy pobierajosoby do tego upraw-
metod znormalizowanych. Corazestsze stoso- hione. Istota czscia metody g takze elementy
wanie przez laboratoria wlasnych oryginalnychvewrgtrznego sterowania jakeia analiz. Stero-
procedur oraz procedur opartych na normackanie jakécia obejmuje na ogot zasady i kryte-
miedzynarodowych, regionalnych lub krajowychfia powtérnego wykonania analiz (zmane
i publikacjach naukowych wynika z faktue Z grania powtarzalnéci), zasady wzorcowania
procedury opublikowane w normach majkre- Z Wykorzystaniem wiiwych materiatdw odnie-
slone tylko niektére cechy charakterystyki, i tosSienia oraz karty kontrolne (np. przedstawione na
w warunkach, ktére jedynie z pewnym prawdopoWwykresie w formie elektronicznej lub w postaci
dobieistwem ma@na uzna za reprezentatywne dla Papierowej) wraz z zasadami i kryteriami oceny
wszystkich laboratoriéw stosigych dam me- jakosci analiz. Karty kontrolne magdotyczy
tode (Dobecki, 2004). Wiasne oryginalne pro-analiz roztworéw wzorcowych, wkasnych mate-
cedury oraz procedury oparte na normach lupatow referencyjnych i certyfikowanych mate-
publikacjach s przez laboratoria zaadaptowanefiatow referencyjnych.

- odpowiednio rozszerzone i uzupetnione. Labo-

ratorium powinno ustaliforme i zawartéé pro-  Walidacja

cedury, ktéra bdzie opisywata czynrigi zwia- Norma PN-EN ISO/IEC 17025 (2005)
zane z dapanaliz, niezalenie od tego, czy jest MoOwi, ze opracowana metoda powinnaipyzed

to analiza jakéciowa, czy ildciowa. Procedura zastosowaniem wigiwie zwalidowana (p.
moze zawieré: zakres i zasadmetody, ewentu- 5.4.4). Walidacja jest potwierdzeniem przez zba-
alne ograniczenia i uwagi, stosowane odczynnikilanie i przedstawienie obiektywnego dowotzki,

i wzorce, stosowane przwdy pomiarowe ZzOstaty spetnione wymagania dotyce zamie-

(w tym np. aparatgrdo analiz instrumentalnych) rzonego zastosowania ze dana metoda jest

i wyposaenie pomocnicze oraz sposob ppst  Przydatna do rozwzania okrélonego problemu.
wania. Ten ostatni obejmuje: przygotowanieW praktyce walidacja oznacza sprawdzenie da-
wzorcOw i przeprowadzenie wzorcowania, po€j metody pod dtem jej wiarygodnéci i ta-
branie (j@li dotyczy) i przygotowanie prébek, kiego jej zastosowania, aby spetniata wymagania
wykonanie widciwego oznaczenia, przeprowa-Klienta. Walidacja jest niezwykle aym za-

dzenie obliczaé wynikéw i opracowanie raportu. gadnieniem zwizanym z procesem Opracowy-
Pobranie probek wymaga bardziejwania procedury badawczej. Jest jednak zawsze
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kompromisem pomedzy kosztami, ryzykiem skiadnika, ktére mma w sposéb wiarygodny
i mozliwosciami technicznymi. Przy ocenie me-ilosciowo oznacz§ w prébce. Zakres oznaczania
tody na ogot bierze sipod uwag wybrane ele- jest na ogot zwizany z zakresem krzywej kali-
menty jej charakterystyki, a niektére ama po- bracji i zastosowanymi navami probek bada-
dat w sposob przybtony (p. 5.4.5.3, uwaga 3, nych substancjiKrzywa kalibracji opisuje za-
PN-EN ISO/IEC 17025, 2005). Walidacppi- leznoé¢ migdzy wartgciami odczytu na aparacie
suje s¢ gtdwnie za pomacréznych parametrow a stzeniami oznaczanej substanciji. Doktagtho
walidacyjnych. Dowodem przeprowadzonej przekrzywej kalibracji mae by charakteryzowana
laboratorium walidacji powinno ldysprawozda- za pomog kwadratu wspétczynnika korelaajt
nie. Walidacja mge obejmowé takie parametry, iresztowego wspotczynnika zmieriieg ktory
jak: powtarzalné¢, odtwarzalné¢, granie powta- opisuje procentoweérednie kwadratowe odchyle-
rzalngci, niepewné¢, zakres oznaczania, opis nie punktow od krzywej kalibracji. Wiarygodéo
krzywej kalibracji (Dobecki, 2004; Arendarski, metody mde by dodatkowo potwierdzona wy-
2003). nikami bada materiatu referencyjnego o znanej
Powtarzalnosé jest miag precyzji wyra- zawartdci badanych skladnikéw.
zona odchyleniem standardowym lub wspot-
czynnikiem zmienngci (odchylenie standardowe Doktadnosé, niedoktadncéé, niepewndé
w stosunku do wyznaczonej waito sredniej), pomiaru
oznaczonymi w warunkach powtarzadop tzn. Doktadndg¢ pomiaru mana zdefiniowa
uzyskanymi w badaniach tego samego obiektyako stopié zgodndci wyniku pomiaru z warto-
przy wyciu tej samej metody, w tym samym la-¢cig prawdzivwg wielkosci mierzonej (Arendarski,
boratorium, przez tego samego wykonawwzy  2003). Analogicznie, mma zdefiniowa niedo-
uzyciu tego samego wypagenia i w krotkim - ktadndi¢ pomiaru jako stopieniezgodnéci wy-
przedziale czaswdtwarzalnosé jeSt, analogicz- niku pomiaru Z Wart@iq prawdziv\a( wielkosci
nie jak powtarzaln@, wyrazona odchyleniem mierzonej. Nieco inaczej niedoktaditadefiniuje
standardowym lub wspétczynnikiem zmiesoo  norma PN-71/N-02050 (1971), ktéra stwierdza,
oznaczonymi w warunkach odtwarzalob tzn.  ze jest ona wyrsmna przez zesp6t géw gra-
uzyskanymi w badaniach tego samego obiektthicznych, zawieragy zaréwno hidy systema-
przy wyciu réznych metod lub tej samej metody, tyczne, jak i przypadkowe, przy czym,zédi
przez ra@nych wykonawcow, przy ayciu réz-  szystkie bidy systematyczne zostamyelimi-
nego lub tego samego wypasaia i w dizszym  nowane, niedoktadé moze by utozsamiana
przedziale czasu. W zaleosci od tego, czy ba- z niepewnécia pomiaru. Terminy ,doktadrié”
dania byty przeprowadzone w jednym laborato;i  niedoktadng¢” niektérzy stosuj zamiennie,
rium czy w dwoch lub wicej mazna wyr@ni¢  zaleznie od kontekstu.
odtwarzalné¢ wewrgtrzlaboratoryjm lub mie- Ostatnio, coraz e#ciej stosowanym,
dzylaboratoryja. Granica powtarzalnosci maze  chociaz nie nowym, terminem stosowanym
by¢ zdefiniowana jako maksymalna (dopuszy metrologii jest niepewris. Laboratorium po-
czalna) rénica midzy pojedynczymi wynikami winno miet i stosowa procedury szacowania
wykonanych oznacze ktérej przekroczenie po- niepewndci pomiaru, chociaw pewnych przy-
woduje konieczn& powtoérnego wykonania padkach mee to by niemazdiwe lub utrudnione,
analizy. Grani¢ powtarzalnéci mozna te& wy- | nie zawsze metrologicznie i statystycznie uza-
razic w postaci odchylenia standardowego lubsadnione. W takich przypadkach laboratorium
wspotczynnika zmienriei. Niepewndi¢ jest pa-  powinno stara sic zidentyfikowa wszystkie
rametrem, ktory okida przedziat, wewstrz ktd-  sktadniki niepewnéci i racjonalnie je oszacowa
rego z okrélonym prawdopodobiestwem znaj- (p. 5.4.6.2, PN-EN ISO/IEC 17025, 2005). Nie-
duje si wartas¢ prawdziwa wielkéci mierzonej.  pewnd¢ jest parametrem zaganym z wyni-
Niepewnd¢ jest na ogo6t wyrzona jako wielo-  kiem pomiaru i charakteryzuje rozrzut wad
krotnasé OdChylenia Standardowego lub WSpé*-ktéry mona w uzasadniony spos(’)b przy[ﬁisa
czynnika zmiennéci, w zalenosci od przyitego  wielkosci mierzonej (Dobecki, 2004; Arendarski,
poziomu ufnéci. Zakres oznaczaniaobejmuje 2003). Z kolei, wedtug normy PN-ISO 10012-1
dolna i gorm grani zawartéci badanego (2004), niepewn& pomiaru to wynik pospo-
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wania majcego na celu oszacowanie przedziatui poddaniu ich wynikéw analizie statystycznej.
wewntrz ktérego znajduje siwartas¢ praw- W przypadku, gdy takie badania nig ekono-
dziwa wielkagci mierzonej, zwykle z danwia- micznie uzasadnione, niepevgédomazna 0Sza-
rygodndacia. Niepewnd¢é moze by wyrazona za cowa innymi praktycznymi sposobami, okla-
pomoa odchylenia standardowego (wadtd nymi jako metoda typu B Nazwa ta objete @
bezwzgédne w okrélonych jednostkach) lub inne niz oparte na witasnych badaniach staty-
wspotczynnika zmienrgi (wartasci wzgledne).  stycznych sposoby pozyskiwania informaciji
Niepewnad¢ maze by réwniez wielokrotndgcia 0 niepewnéci. Informacije te magby¢ uzyskane
tych parametrow (z uwzgdinieniem wspoétczyn- z uwzgkdnieniem takich przestanek, jak: wcze-
nika rozszerzeni#), w zalenosci od przygtego $niejsze wyniki pomiarow i wiasne éwiadcze-
poziomu ufndci (patrz rownie akapity Walida- nie, wiaciwosci stosowanych materiatléw i przy-
cja oraz Zasady wyznaczania niepewaic bu- rzadow, specyfikacje producentéw (np. doty-
dzet niepewnéci). W praktyce obliczeniowej czace doktadnéci wzorcéw i wyposzenia ba-
niepewnad¢ okreila sk na dwoch poziomach uf- dawczego), dane z certyfikatéw i tablic fizycz-
nosci (przedziatach ufriwi), w zalenosci od nych.
tego, jalky czs¢ przedziatu rozktadu warfoi sig Na wynik pomiaru wptywa wiele czyn-
przyjmuje. Do tych oblicze przyjmuje st zato- nikdw o charakterze losowym. Oznacza te,
zenie o rozkladzie normalnym (nagdéeiej) lub, niepewnd¢ nie jest wielkdcia prost skladajca
gdy rozklad jest inny, standaryzujee sjo do sie tylko z jednego czynnika. W rzeczywistd
rozktadu normalnego. W przypadku, gdy przeniepewnd¢ jest funkcp wielu sktadowych
dziat ufnaci wokot wartgci umownie prawdzi- zmiennych losowych. Mowimy wtedyze hie-
wej (w praktyce jest to warfé srednia z pomia- pewnd¢ pomiaru (lub metody) jest niepevdos
row lub warté¢ srednia skorygowana o d#t  zlozomy skiadajca sig z poszczegoinych niepew-
systematyczny), dla ktérego okl sk niepew- nosci czastkowych. W celu obliczenia niepewno-
nos¢, wynosi okoto 68%, niepewld taka na-  $ci ztozonej naley stworzy tzw. budet niepew-
zywa st niepewndcia standardow (P<0,32). nosci, ktory jest zestawieniem wszystkich zidenty-
Mowimy wtedy, ze niepewn& standardowa fikowanych niepewnéci czstkowych (Ellison
okresla przedziat, wewstrz ktdrego znajduje si  iin., 2000). Niepewnixi czastkowe szacuje si
wartas¢ prawdziwa, z prawdopodolbistwem 68%. stosujc dwie podstawowe zasady. Po pierwsze,
Z kolei, jezeli przedziat ufnéci wokot wartéci  niepewndci te naley przedstawd w postaci nie-
umownie prawdziwej wynosi okolo 95%, nie- pewndgci standardowych, czyli niepewses,
pewnd¢ taka nazywa si niepewndcia rozsze- ktére odpowiadaj przedziatowi ufnéci 68% dla
rzom lub po prostu niepewsoa (P<0,05). M6- rozkladu normalnego. Niepewsdto standardowa
wimy wtedy, ze niepewngt rozszerzona okl jest charakteryzowana przez odchylenie standar-
przedziat, wewstrz ktérego znajduje siwartags¢  dowe sredniej arytmetycznej. Po drugie, niepew-
prawdziwa z prawdopodoliistwem 95%. Prze- nosci czstkowe nalgy przedstawd w postaci
dziat ufnégci wynosacy 95% jest powszechnie wzglednej. Jest to konieczne ze wadih na réne
stosowanym przedzialem gheym do okrélenia zazwyczaj jednostki miar sktadanych niepegaio
niepewndci rozszerzonej. Obie niepewdog stan- czastkowych (np. niepewrdé pomiaru obgtosci
dardowa i rozszerzonag pojeciami powszechnie wyrazona w mililitrach i niepewn@& masy odwa-
przyjetymi w metrologii i teorii pomiardw. zanej probki wyraona w gramach). Niepewsm
w postaci wzgldnej mana wyraaé rowniez

Zasady wyznaczania niepewriei - budzet — w ujeciu procentowym. Najlepszym parametrem
niepewndaci okreslajacym wowczas niepewidd standardow

Wyréznia sk dwie metody szacowania jest wspotczynnik zmienroi sredniej arytme-
niepewndci: typu A i typu B. Metoda typu tycznej. Obliczone niepewsci czstkowe naley
A polega na szacowaniu niepeweco metod, Nastpnie ziazy¢ zgodnie z zasad propagaci
statystycza, na podstawie serii obserwacji. Gaussa:
W celu obliczenia niepewldoi metod, typu 5 5 5
A nalezy przeprowadzi wyczerpujce badania . Us, =\/U51 tus, +..Us,
zwigzane z wykonaniem licznych pomiar6éw gdzie:
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Us, — ztazona niepewng standardowa, ktora jest wartécia sredni z pomiaréw;
skltadajica st z n niepewngci czstko- Ugse,— Niepewné¢ przy poziomie ufno-
wych (standardowych); $ci 95%.
us , Us$ , us, — niepewnéci czastkowe Koncowy wynik pomiaru mgna przed-
(standardowe). stawi réwniez w postaci bezwzgtinej, przeli-

czapc wartg¢ procentovy niepewndci na kon-
Powyzszy wzor jest szczeg@lmpostach  kretne jednostki. Przyktadowo,zei Xsr = 6,6
0gollnego wzoru zawiergego pod pierwiast- g/kg, aUgse, = 10%, wynik mana przedstawi
kiem sume kwadratéw iloczynéw odpowiednich jako:
pochodnych castkowych i niepewnsei, zamiast

sumy kwadratow samych niepewob Z zasady 6,6 [g/kg] + 0,66 [g/kg]

propagacji Gaussa wynikae wariancja zieona

jest rowna sumie wariancji skladowych, co jest Obliczona powyej niepewné¢ (ztozona
rownowane stwierdzeniuze niepewné¢ zto- i rozszerzona) jest niepew§ud pomiaru. Taka

zona podniesiona do kwadratu jest gukwa- niepewndé¢ obejmuje czynniki zwizane z bada-
dratow niepewngri czastkowych (w teorii b§-  niami w jednym laboratorium, w odniesieniu do
dow niepewnéci podniesione do kwadratu od- konkretnej metody oznaczania danego sktadnika.
powiadaj wariancjom). Uzyskana w ten sposobNiepewnad¢ ta mae by réwniez rozszerzona
zlozona niepewn& standardowa jest niepewno- o czynniki zwhzane z badaniami w innych labo-
cia wyrazoma W postaci wzgidnej, najczgsciej ratoriach i badaniami poréwnawczymi quzy

W Ujeciu procentowym (wspotczynnik zmienno- réznymi sposobami oznaczania tego samego
sci). Ostatnim etapem liczenia niepewaiojest skladnika. Wtedy mma méwt o niepewnéci

jej odpowiednie rozszerzenie, tak aby odpowiametody. Ma ona szersze znaczenie (obejmuje
data rozszerzonemu przedziatowi ufoio(95%). wigcej czynnikow) ni niepewn@¢ pomiaru i nie

W tym celu nalgy pomnay¢ zlozoma niepew- odnosi st tylko do analiz wykonywanych okre-
nos¢ standardow przez wspotczynnik rozsze- $lona metody w jednym laboratorium. Dodatko-
rzeniak (Ugse, = k X Us, ). Przygto, stosyjc  wym zrodtem informacji o niepewrsei metody
pewne przyblienie, ze jego warté wynosi 2. (czyli niepewndci w szerszym znaczeniu) mpg
Majac tak obliczon niepewné¢, wynik pomiaru  by¢ wyniki bada@ miedzylaboratoryjnych, wy-

mozna przedstawiw sposéb naspujacy: niki bada poréwnawczych mdzy r&nymi
metodami oznaczania tego samego skladnika
Xsr HUgse, ) Y
(mo to by¢ metody stosowane przezzne la-
gdzie: boratoria) oraz wyniki analiz materiatow refe-

Xsr — wart@¢ umownie prawdziwa, rencyjnych.
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SOME ASPECTS OF VALIDATION OF ANALYTICAL METHODS
Summary

Recent years have seen growing demands on resieda@tatories performing chemical analyses and
physical or physicochemical measurements. Incrghsinigh emphasis is placed on the quality of atiedy
techniques that have been adequately verified @fidedl in terms of usefulness for testing and esiion of
validation parameters. Laboratories should use miected research methods that are reliable anddfee
systematic errors.

The requirements concerning the competence of ies@ad calibration laboratories are defined by the
PN-EN ISO/IEC 17025 standard (2005). It speciftess ise of methods published in international, rmegjior
national standards as well as methods based oe #tasdards or on texts published in research @siand
supplemented, extended and adapted by laborattirsdso allows the use of the laboratory’s owngadures.

In addition, the PN-EN ISO/IEC 17025 standard seitsthat the developed method should be properly
validated before use (p. 5.4.4.). By testing anesenting objective evidence, validation confirmattthe
requirements concerning the intended applicatio eeen fulfilled and the method is useful for gadva given
problem.

This paper discusses selected aspects of validafiamalytical methods, which are a very important
issue related to the elaboration of research proesd
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