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W poprzednich czgsciach artykutu poruszone byly
fundamentalne zagadnienia zwigzane z szacowaniem
granicy wykrywalnoéci oraz historia i ewolucja rézno-
rodnych podej$¢ i nazw przypisywanych temu pojeciu.
Niniejsza, ostatnia cze$¢ omawia metody szacowania
LOD opracowane po 1990 roku, czyli w czasach, gdy
metrologia w chemii analitycznej byta juz solidnie zako-
rzeniona i dalej si¢ umacniata. Wspéiczesnie, odpo-
wiednie instytucje i organizacje czuwaja, by stosowane
terminy, procedury i parametry metrologiczne byly jed-
nolite i jednoznaczne, by wyeliminowac ryzyko blednej
interpretacji wynikéw. Takimi organizacjami sa miedzy
innymi ISO oraz IUPAC, ktére dostrzegajac potrzebe
uporzadkowania wspomnianych zagadnien, opubliko-
waly stosowne dokumenty. W dalszej czesci artykutu
przedstawione sa réwniez metody szacowania 1OD
bazujace na nieco innych zatozeniach statystycznych
niz dotychczas omawiane i powszechnie stosowane
koncepcje.

Wspotczesne podejscia do szacowania LOD
Podejscie IUPAC

Osoba, ktora podiefa sie harmonizacji dotychczas sto-
sowanych regut i nazewnictwa w temacie LOD, byl
L.A. Currie. Opracowat on obszerny dokument wyda-
ny przez IUPAC w 1995 roku, w ktérym zawart swoje
poprzednie, rewolucyjne rozwigzania sprzed ponad
30 lat w poprawionej i uporzadkowanej formie. Zagad-
nieniami, ktére nie ulegly zmianom, byly stosowane ter-
miny: wartos¢ krytyczna (ang. critical value/level), grani-
ca wykrywalnosci (ang. detection limit, minimum detec-
table value), granica oznaczalnodci (ang. quantification
limit, minimum quantifiable value) oraz zalozenia staty-
styczne: homoskedastycznoé¢, rozktad normalny war-
tosci, przyblizenie metoda najmniejszych kwadratow.
Koncepcja IUPAC z 1978 roku zostala rozwinieta przez
zastosowanie teorii testowania hipotez, czyli uwzgled-
nienie rozkladu t-Studenta w obliczeniach, Wspélczyn-
nik k zostat zastapiony parametrem t-Studenta. Ponizej
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Ostatnia czeS¢ artykulu omawia metody szacowania LOD opracowane po 1990 roku, czyli w czasach,
gdy metrologia w chemii analitycznej byla juz solidnie zakorzeniona i dalej sie umacniafa.

Granica wykrywalnosci

CZ. lll — TRENDY W PODEJSCIACH DO SZACOWANIA GRANICY WYKRYWALNOSCI

przedstawione sq wzory stuzace do obliczenia L i LOD
zgodnie ze zmodyfikowang metoda IUPAC:

(Frrady. JiE 01 x2
LBy JK+!+):f](xi—f)2

(tl—u,v + tILB,\‘)SD 1 1 x?
LoD i a K&l +};{zl(xi - %)?
Gdzie:

t-ap,v — Wartosc rozktadu t-Studenta dla poziomu ufno-
sci 1-au(P) i v stopni swobody, s, — odchylenie
standardowe wynikéw pomiaru sygnatu anali-
tycznego pochodzacego od probki slepej,

a — nachylenie krzywej kalibracyjnej,

K — liczba pomiaréw probki badanej,

I - liczba roztworéw wzorcowych.

Poprawnos¢ metody zostala zweryfikowana i potwier-
dzona przez E. Voigtmana w 2008 roku nie tylko dla
opisanych wyzej warunkéw, lecz takze przy zalozeniu
heteroskedastycznosci oraz przyblizenia krzywej kali-
bracyjnej metoda wazonych najmniejszych kwadratéw.
Zalet tej metody jest wzgledna uniwersalno$¢ oraz
mozliwoé¢ zastosowania w wielu dziedzinach nauki
i w przemyéle. W kolejnych latach Currie wydat kolej-
ne publikacje po$wiecone zagadnieniu LOD, gdzie
w dalszym ciagu zwraca uwage naukowcow na istot-
nos¢ stosowania zunifikowanych metod i terminolagii.
We wszystkich pracach Currie omawia i zacheca do
stosowania metody IUPAC, uzupetniajac ja dodatko-
wymi wskazdwkami i uwagami. Autor kfadzie nacisk na
harmonizacje podejs¢ do szacowania L i LOD, zwra-
ca uwage na znaczenie probki Slepej, krétko omawia
historie pojec¢ zwigzanych z mozliwosciami detekgji
w chemii analitycznej oraz przedstawia zagadnienia do
rozwigzania w przysziosci. Ponadto, Currie zaleca, aby
oszacowana warto$¢ LOD byla przedstawiana razem
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z niepewnoécig, nawet jesli warto$¢ ta jest mniejsza
od L, co ma zapobiec utracie informacji. Zagadnienie
to zostato szerzej oméwione w czesci | niniejszej serii
artykuléw — ,Mozliwosci detekeji metody analitycznej”.

Podejscie ISO 11843

W roku 2003 Miedzynarodowa Organizacja Normaliza-
cyjna opublikowata dokument zatytutowany Capability
of Detection. Part 1: Terms and Definitions, w ktorym
zawarte zostaly terminy i definicje parametrow zwigza-
nych z mozliwosciami detekcji. Zalozenia statystyczne
pozostaly takie same jak w przypadku metody IUPAC,
czyli homoskedastycznosé, rozklad normalny wartosci
oraz liniowo$¢ krzywej kalibracyjnej. Odpowiednie
wzory sg nastgpujgce:

tqy-25yx (1 1 i
Le=—"—"—""— |-+ —4+ =
g a KRRIT NS ¥ (x{E%)3

5“_2‘,‘;53;/,( 1 1 22
T AR Vi | a3 il e
e KT I m-%¢

Gdzie:

tya, 112 — (1-00)-ty kwantyl rozkfadu t-Studenta z IJ-2 stop-
niami swobody,

J = liczba réwnolegtych pomiaréw wzorca,

s, — resztowe odchylenie standardowe,

Byy.2,0,p — Parametr niecentralnosci niecentralnego roz-
kladu t-Studenta.

Zgodnie z norma 1SO, krzywa kalibracyjna powinna by¢
zbudowana na podstawie przynajmnie] pieciu punktow.
Przy zatozeniu, ze o = B i zastosowaniu odpowiednio
duzej liczby powtérzeri, parametr & moze by¢ przyblizo-
ny jako 2., ., i zachodzi zaleznos¢ LOD = 2 L.
Zalecenia 1SO dotyczgce parametréw zwigzanych z krzy-
wa kalibracyjna sa polecane i uznane, jednakze Voigtman
udowodnit, ze wartosci LOD uzyskiwane ta metoda sq
nieprawidfowe, Voigtman postanowit sprawdzi¢ znane
i szeroko stosowane podejécia do szacowania LOD przy
uzyciu opracowanego przez siebie oprogramowania,
wykorzystujacego symulacje Monte Carlo. Analogicznie
postapit z podejsciem wedlug Hubaux i Vos, co zostato
opisane w czesci 2 niniejszej serii artykutow. Wynik symu-
lacji ujawnil, ze metoda ISO systeratycznie zaniza warto$¢
LOD i zwieksza prawdopodobieristwo wystapienia btedow
Il rodzaju. Z tego powodu Voigtman odradza stosowania
podejscia wedtug 1SO, tumaczac, ze nalezy zawsze uni-
ka¢ parametru niecentralnosci niecentralnego rozktadu
t-Studenta. Jednoczeénie, autor zaleca stosowanie metody
opracowanej przez Currie, wskazujac, e generuje prawi-
diowe wartoéci LOD dla wszystkich stopni swobody.

Inne podejscia opracowane po roku 1990
Podejscie US EPA

W roku 2000 cztonkowie Agencji Ochrony Srodowi-
ska Stanéw Zjednoczonych (US EPA) zaproponowali
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wprowadzenie terminéw rozrozniajacych mozliwosci
detekcji i oznaczania w odniesieniu do instrumentu
pomiarowego oraz metody analitycznej:

m IDL — instrumentalna granica wykrywalnosci,

| MDL - granica wykrywalnosci metody,

W /QL — instrumentalna granica oznaczalnosci,

B MQL - granica oznaczalnosci metody.

Parametry IDL i IQL sa zwigzane z ograniczeniami
aparatury, a do ich wyznaczenia uzywane s3 wyniki
pomiaréw probki Slepej lub roztworéw wzorcowych.
Na uzyskiwane wartoéci wplyw maja przede wszystkim
szumy oraz czulos¢ aparatury. Parametry MDL i MQL
oznaczaja najmniejsze stezenia/zawartosci analitu,
ktére moga zosta¢ wykryte lub oznaczone przy uzyciu
danej metody analitycznej, takze z uwzglednieniem
efektéw matrycowych i interferencji. Wyznacza sig je,
stosujac konkretng metode analityczng wobec probek
rzeczywistych lub prébek z dodatkiem wzorca. Wzory
stosowane przy podejéciu US EPA s3 nastepujace:

3s, 10s,
IDL =—, QL =——
a a

MDL = t,_qx_15,  MQL=3MDL

Bl - e+ ax)]
e 12

Gdzie:

s, — standardowy btad prébki,

y, — $rednia wartos¢ sygnatu dla i-tego wzorca,
a - punkt przeciecia krzywej kalibracyjnej,

X; — stezenie i-tego wzorca.

Wzor stuzacy do obliczenia IDL jest zmodyfikowang
wersja wzoru prezentowanego przez [UPAC w 1978
roku. Metoda bazuje na jednostronnym rozkladzie
t-Studenta, zakladajac a = 0,01 oraz K-1 stopni swo-
body. W przypadku obliczeidt MDL i MQL powinno sig
stosowac probke matrycowg domieszkowang analitem
o stezeniu zblizonym do poziomu IQL.

Stosunek sygnatu do szumu

Poréwnanie stosunku amplitudy sygnatu do szumu (S/N)
jest podejéciem stosowanym przede wszystkim w chro-
matografii. Metoda ta polega na pomiarze probki slepej
z dodatkiem minimalnej iloéci analitu i okresleniu stosunku
wielkosci sygnatu pochodzacego od analitu wobec szumu
tla. Zgodnie z dokumentem z 2005 roku wydanym przez
ICH (The International Conference on the Harmonisation of
Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals
for Human Use), wartoscia uznawang za dobre przybli-
zenie LOD jest stosunek 3:1 lub 2:1. Wartoscia zalecanq
przez Europejsky Farmakopee 7.0 jest szesciokrotna war-
tos¢ wysokosci sygnatu pochodzacego od analitu wobec
maksymalnej amplitudy sygnalu tla. Metoda bazujaca na
stosunku S/N jest szeroko stosowana w chromatografii,



poniewaz jest tatwym i szybkim sposobem oszacowania
LOD. Jednakze bazuje ona na recznym pomiarze ampli-
tudy tha i wysokosci sygnalu, co moze sprawi¢, ze rezultat
bedzie subiektywny. Ponadto uzyskane wartoéci zaleze¢
beda tylko od szumu aparatury. Innym podejsciem zaleca-
nym do szacowania LOD w przypadku stosowania technik
chromatograficznych jest podejécie IUPAC.

Metody nieparametryczne

W przypadkach gdy nie jest znany rozklad zmiennych
lub gdy rozrzut wartoéci charakteryzuje si¢ rozkladem
niegaussowskim, mozna zastosowaé podejscie oparte
na statystyce nieparametrycznej, co pozwoli na bardziej
wiarygodne oszacowanie LOD. Metody nieparametryczne
nie polegaja na przewidywalnych parametrach populacji,
na przyklad warto$¢ Srednia lub odchylenie standardowe,
ktére charakteryzujq badane zmienne. Podejécia niepara-
metryczne sa opisywane jako ,odporne” i znajdujg zasto-
sowanie w przypadkach, gdy zmienne przejawiajq rozklad
niegaussowski, gdy obecne s wartosci odstajace lub gdy
niemozliwe jest osiagniecie pewnych zalozeri w stosun-
ku do rozktadu zmiennych. Statystyka nieparametrycz-
na jest generalnie latwiejsza do zastosowania od metod
parametrycznych, wymaga mniejszej liczby zatozer i jest
mozliwa do zastosowania takze w przypadkach, gdy uza-
sadnione jest uzycie statystyki parametrycznej. Jednakze,
nalezy mie¢ na uwadze, ze wnioskowanie na podstawie
statystyki ‘nieparametrycznej ma mniejsza moc. Kolejnym
wskazaniem uzycia podejicia nieparametrycznego jest
ucinanie przez instrument pomiarowy ujemnych wartosci
sygnatu analitycznego i przedstawianie go jako zero lub
mate liczby dodatnie, co generuje asymetryczny rozklad
zmiennych. Najpopularniejszq nieparametryczng meto-
da szacowania LOD jest metoda rangowa opisana przez
Linneta i Kondratovich w publikacji z 2004 roku oraz
w normie postepowania z probkami klinicznymi, EP17-A,
wydanej przez CLSI (ang. Clinical Laboratory Standards
Institute). Podejscie to zalecane jest przy okrelaniu LOD
w laboratoriach klinicznych oraz przy produkcji testow
diagnostycznych stosowanych in-vitro. Metoda ta polega
na uszeregowaniu wartosci uzyskanych z pomiaru probki
dlepej i wybraniu pozycji odpowiadajacej 95. percentylo-
wi calego szeregu, zakladajac btad o = 0,05.

firsd - (95+05)
c=Perc,_ g =n(755+0,

Gdzie:

Perc, , — 1-a-ty percentyl uszeregowanych wartosci
uzyskanych z pomiaru prébki Slepej,

n - liczba powtérzen pomiarow prébki lepej.

W nastepnym kroku oblicza sig LOD za pomocy
ponizszego wzoru, ktéry uwzglednia pomiary prébki
domieszkowanej malg iloscig analitu na przewidywa-
nym poziomie LOD:

Z‘_pS

=4k —_—
LOD C+1—(1/4v)

Gdzie:
s — odchylenie standardowe wynikéw prébki domiesz-
kowanej malg iloécig analitu,
z, 3 — zmienna losowa o standaryzowanym rozkladzie
normalnym odczytana jako 95. percentyl standar-
dowego rozkladu Gaussa.

Autorzy przedstawiaja przykfady i wyniki symulacii, skfa-
dajacej sie z 10 000 powtdrzeri, udowadniajac, ze meto-
da spetnia swoja funkcje i jest zgodna z wytycznymi 1SO,
takze poprzez uwzglednienie bledéw | i Il rodzaju. Meto-
da ta jest ogélna, gdyz opiera si¢ na stezeniach i nie zale-
zy od rodzaju krzywej kalibracyjnej, a takze moze by¢
stosowana w przypadku asymetrycznego rozkladu war-
tosci zmierzonych dla prébki slepej. Wadg przedstawio-
nej procedury jest mniej precyzyjne oszacowanie LOD
w poréwnaniu z metodami catkowicie parametrycznymi.
Ciekawa metode zaproponowata I. Lavagnini i wspolpra-
cownicy w 2011 roku polegajaca na uzyciu nieparame-
trycznej techniki regresji Theil-Sen (TS) w polaczeniu ze
statystykq Lancastera-Quade’a (LQ). Metoda wykorzystuje
jednostronny ciagly przedzial tolerancji oraz bledy I Il
rodzaju. Przedziat tolerancji wokét krzywej kalibracyjnej
jest tworzony w oparciu o zlozony wzér bazujacy miedzy
innymi na rozkladzie x2. W dalszych krokach nalezy odna-
lez¢ graniczng, gorng wartos¢ y.h ;_,(0), ktdra odpowiada
zerowej wartosci stezenia, co jest odpowiednikiem para-
metru Lo z wezesniej omawianych metod. Warto§¢ LOD
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wartos¢ sygnatu

Rys. Graficzne przedstawienie nieparametrycznej metody szacowania LOD
na podstawie statystyki T5-LQ

krzywa kalibracyjna TS

dolna granica (1-8)100%
. jednostronnego ciagtego
przedziatu tolerangji

3 .
=1

stezenie

jest odczytywana z osi x poprzez rzutowanie punktu prze-
cigcia dolnej granicy (1-B)100% jednostronnego ciaglego
przedziatu tolerancji z linig pozioma wychodzaca z punk-
Uy = yi511-a(*). Opisana procedura jest przedstawiona
graficznie na rysunku. Twércy podejscia TS-LQ wyjasdniaja,
ze wbrew pozorom jest ono fatwe do zastosowania i obli-
czenia i pozbawione restrykcyjnych ograniczen statystycz-
nych, co sprawia, ze jest to metoda odporna, jednakze
wartosci LOD osiggane w ten spostb sg nieco wyzsze niz
przy uzyciu innych metod. Wada ta, w opinii twércow, nie
przewaza nad zaletami ani nad mozliwoscig zastosowania
jej do wielu roznorodnych probleméw analitycznych.

Podejscia stosowane w statystyce wielu
zmiennych

W wigkszosci przypadkéw analiz chemicznych zaklada
sig, ze wielkos¢ sygnatu w spos6b selektywny zalezy od
stezenia analitu w probce. Potencjalne interferencje sy
zaniedbywane, czyli mamy do czynienia z jedng zmienna.
Jednakze, istnieja techniki, ktére generuja znacznie wie-
cej danych o wigkszym stopniu zlozonoéci, na przyklad
techniki spektralne lub techniki taczone. Szacowanie (OD
w takich przypadkach moze zaleze¢ od wiecej niz jednej
zmiennej. Spotykane jest to czesto w przypadku metod
chemometrycznych i analizy procesow zachodzacych
w Srodowisku lub w instalacjach przemystowych. Analiza
wielu zmiennych postuguje sie nieselektywnymi danymi
w celu opracowania modelu dzialajacego w danym ukfa-
dzie, mogacego dawac przyblizenia pewnych parametréw
dotyczacych analitu. Metody te operuja wieloma zmien-
nymi jednoczesnie, co umozliwia oszacowanie stezenia
analitu i jednoczesnie minimalizujq wplyw potencjalnych
interferencji. W efekcie, na podstawie nieselektywnych
danych uzyskuje sie z dobrym przyblizeniem wynik ilo-
Sciowy. Wysoki stopieri ztozonosci danych i modeli regre-
sji wielu zmiennych jest przyczyng powstania licznych
podejs¢ do zagadnienia LOD w omawianych ukladach.
Ponizej przedstawiono krotko kilka wybranych metod sza-
cowania [OD majacych zastosowanie w ukladach tego
rodzaju. W roku 2006 A.C. Olivieri i wsp6lpracownicy
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opublikowali raport techniczny dla IUPAC, gdzie oméwio-
ne zostaly trzy podejécia szacowania LOD wraz z wyjasnie-
niem przy uzyciu danych eksperymentalnych. Pierwsza
metoda bazuje na prawie propagacji bledéw i uwzglednia
wszystkie zrédta bledow wplywajace na wartosci sygnalu
i slezenia w procesie kalibracji. Metoda ta jest opisywa-
na jako specyficzna dla probki rzeczywistej, poniewaz
obecnos¢ interferencji wplywa na wielkosé LOD. Zastoso-
wano réwniez symulacje Monte-Carlo oraz wielokrotna
analize probki domieszkowanej analitem i w rezultacie
potwierdzono przydatno$¢ tej metody szacowania LOD.
Kolejnym omawianym podejsciem jest przeksztalcenie
modelu wielu zmiennych do postaci jednej zmiennej.
Warunkiem, ktéry musi by¢ spetniony, to koniecznosé
odizolowania sygnatu pochodzacego od analitu w mode-
lu wielu zmiennych. Trzecia metoda wykorzystuje sieci
neuronowe w celu optymalizacji parametrow bledow 1 i Il
rodzaju - a i B, dla ustalonej wartosci granicznej stezenia
wybranego analitu. Procedura ta wymaga przygotowania
zestawu probek o zmiennych stezeniach analitu, ponizej
i powyzej ustalonej wartosci granicznej.

Podsumowanie

Przez ponad sto lat analitycy zaproponowali wiele
podejs¢ do oceny mozliwosci detekcji metody analitycz-
nej i sposobdw szacowania granicy wykrywalnosci. Termi-
ny i definicje zwiazane z pojeciem granicy wykrywalnosci
s jednymi z bardziej kontrowersyjnych kwestii w chemii
analitycznej. Mimo Zze to zagadnienie byto wielokrotnie
poruszane w artykufach i debatach naukowych, nadal nie
ma calkowitej zgodnosci pogladéw miedzy badaczami.
Niektore z metod i pogladéw na dobre zakorzenily sie
w codziennej praktyce analitycznej, inne zostaly odrzuco-
ne z powodu braku podstaw statystycznych lub w wyniku
wnikliwej oceny. Mimo mnogosci koncepcii opisujacych
pojecie LOD nalezy zdawac sobie sprawe, ze nie istnieje
jedno réwnanie matematyczne, bedace odpowiednim
i uniwersalnym dla wszystkich zastosowari. Wybér podej-
Scia powinien by¢ przemyslany tak, aby uwzgledniat dane
statystyczne charakteryzujace wyniki pomiaréw, to zna-
czy rozklad wartosci, rozktad wariancji, czyli homo- lub
heteroskedastyczno$¢, oraz metode wykreslania krzywej
kalibracyjnej, czyli oglna metode najmniejszych kwadra-
téw lub wazong metode najmniejszych kwadratow. Zna-
jomos¢ tych informacji ma wplyw na wybér prawidfowe;
metody szacowania LOD. Niezaleznie od wybranej meto-
dy zaleca sie, aby wraz z obliczona wartoécia LOD zawsze
raportowac zastosowane podejécie oraz liczbe powtarzen
pomiarow probki slepej stuzace do jej obliczenia. Tak
podana pelna informacja o mozliwosci detekcji metody
na niskich poziomach stezeri pozwoli innym badaczom
na jej lepszq oceng pod katem przydatnosci do analizy
konkretnych probek oraz umozliwi poréwnywanie wyni-
kow z danych literaturowych.
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