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Walidacja metod analitycznych jest tematem omawianym w kazdym podreczniky POruszajacym
problematyke zapewnienia jakosci w laboratorium; poswiecono jej odrebne Opracowania ksigzj,

i artykuty, jest takze tematem ogromnej liczby szkoler i kurséw. Powszechnie Przyjmuije sie, 76 'eszv :
to proces o znaczeniu podstawowym dla laboratoriéw wykonujacych analizy chemiczne, 4 metJod
niepoddane walidagji nie powinny byé stosowane. y

Meandry procesu walidacji

POPRAWNQSC WYNIKOW POMIAROW CHEMICZNYCH - JEDNO Z WAZNIEJSZYCH
ZAGADNIEN WALIDACJI

Zgodnie z terminologia opisang w ,Migdzynarodowym
stowniku metrologii. Pojecia podstawowe i ogélne
oraz terminy z nimi zwigzane” (PKN-ISO/IEC Guide
99:2010; punkt 2.45), walidacja jest definiowana jako
weryfikacja, gdzie okreslone wymagania s adekwatne
do zamierzonego zastosowania. W tej definicji na szcze-
golne podkreslenie zastuguje okreslenie ,do zamierzo-
nego zastosowania”, co wskazuje, ze niezmiernie istot-
ny jest cel prowadzenia pomiar6w i obszar wykorzysta-
nia ich wynikéw. Ten aspekt jest réwniez uwzgledniony
w opisie walidacji, ktory jest zawarty w normie PN-EN
ISO/IEC 17025:2005. W praktyce laboratoryjnej termin
~walidacja” uzywany w wielu kontekstach, zaréwno
w odniesieniu do weryfikacji nowych metod analitycz-
nych, jak réwniez w odniesieniu do weryfikacji metod
znormalizowanych. Zgodnie z wymaganiami normy
PN-EN ISO/IEC 17025:2005, punkt 5.4.5, proces
walidacji powinien by¢ przeprowadzony w przypad-

PRZEBIEG OBYDWU PROCESOW:

ku nowych metod, ktére sa rozwijane w laboratorium,
lub metod normalizowanych, wykorzystywanych poza
przewidzianym dla nich zakresem. Wdrazanie w laho-
ratorium metod opisanych w normach, monografiach
farmakopealnych czy innych uznanych dokumentach
powinno obejmowac¢ proces zwany ,weryfikacja” lub
»Sprawdzaniem” (ramka obok).

Pomijajac kwestie nomenklaturowe, mozna stwier-
dzi¢, ze zasady prowadzenia walidacji sa dobrze
znane i w petni stosowane w wiekszosci laborato-
riw. Niemniej warto przypomnieé niektore z tych
zasad, a w szczegblnosci zwrécié uwage na rozne
problemy wynikajace z charakteru pomiar6w che-
micznych. W niniejszym artykule oméwiony z0st&-
nie jeden z wazniejszych parametrow analiWQ"YCh
procedury pomiarowej, a mianowicie ten zwmzat")j
z poprawnoscia wynikéw uzyskiwanych dang meto
dg analityczna.

Rozwazania warto rozpocza¢ od przyw!
cji tego terminu, podanej w przeWOCfm
IEC Guide 99:2010. Zgodnie z opisem

otania defini
ku PKN-ISO/
podan)’m

WALIDACJI oraz WERYFIKACJI w punkcie 2.14 tego dokumentu p

.. ru to zbieznoéé zachodzaca pomi¢
jest w zasadzie taki sam, rozni sie tylko postawionym skoriczonej liczby powtdrzonych w;r:;iem_a
. . . . . n .
na ich poczatku pytaniem. zmierzonych a wartoscig wielkosci 0 i o

wiécie w praktyce Iaboratoryjnejl'nl
. 0 P M CZ
éci zrealizowania nieskoriczone] 1l

W przypadku walidacji stawiamy pytanie: |
stad do oceny poprawnosci .pom! ! e ich licz
sie warto$¢ érednia z mozliwie naJ"‘é’(':?
by. W przypadku pomiar6w W.ler'lko prawnd
najlepszym sposobem oceny Ic f'|p<owanYC
zastosowanie matryCOwych certyll tifie Refe
rialéw odniesienia CRM (ang- lerdo kon
Material), odpowiednio dobranyc

zastosowania.

.Czy przewidziana do zastosowania metoda jest wiaéciwa/
nadaje sie do przyjetego celu?”,
W przypadku weryfikacji stawiamy pytanie:

,Czy laboratorium wdrazajgce metode potrafi/jest w stanie
stosowac jg wiadciwie i uzyskiwac oczekiwane wyniki?”.
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Podstawowe reguly wyboru matrycowych materia-
t6w CRM mozna bez trudnoéci odnalez¢ w literatu-
rze. A do najwazniejszych naleza:

W zestaw analitéw, dla ktérych podano certyfikowa-
ne wartoSci odniesienia, powinien by¢ taki sam,
jak zestaw substancji chemicznych oznaczanych
w analizowanych obiektach;

W zawarto$¢ tych substancji powinna by¢ zblizona
do oczekiwanej ich zawartosci w analizowanych
prébkach;

W matryca powinna by¢ jak najbardziej zblizona
(w idealnym przypadku, identyczna) do matrycy
badanych obiektéw.

Pomijajac rozterki, co oznacza sformutowanie

»~mozliwie zblizona” (czy do oznaczania zawartosci

substancji organicznych w tkankach ryb battyckich

mozna zastosowa¢ materiat ,Tkanki ryb z jeziora

Michigan”?), warto podkredli¢, ze wyzej wymienione

wymagania sg tymi najbardziej elementarnymi. Wta-

$ciwy wybor materiatu odniesienia nastrecza wiele
dodatkowych trudnosci, o czym $wiadczg przedsta-
wione dalej problemy.

Pierwszy z nich to posta¢ fizyczna materiatu odniesie-

nia i badanych prébek. Spektakularnym przyktadem

jest gleba — certyfikowane materiaty odniesienia maja

z reguly postaé pylu o w miare jednorodnej wiel-

kosci ziaren, natomiast jednorodnos¢ gleby pobra-

nej z natury jest zazwyczaj znacznie mniejsza. Stad

mozna oczekiwaé, ze ze wzgledu na wielko$¢ ziaren
i powierzchnie kontaktu z roztworem ekstrakcyjnym
proces ekstrakcji prowadzony dla prébek gleby i dla
materiatu odniesienia przebiega w odmienny sposéb,
co wplywa nie tylko na efektywno$¢ ekstrakcji, ale
czesto réwniez na zestaw wymywanych substancji.
Podobny problem moze wystepowaé¢ w przypadku
zastosowania materiatu odniesienia w postaci liofili-
zatu, wtedy gdy badania prowadzone sa dla prébek
biologicznych, na przykfad prébek zywnosci, tkanek
roslin i zwierzat czy tez krwi.

Kolejna watpliwos¢ moze pojawi¢ si¢ przy oce-
nie statusu metrologicznego wartosci podanych
w certyfikacie. Zalecenia dotyczace procesu wali-
dacji méwia o poréwnywaniu wyniku analizy mate-
riatu odniesienia z wartoscig certyfikowana. Wielu
wytwércéw certyfikowanych materiatéw odniesie-
nia, w tym organizacje wiodace w tym zakresie,
umieszcza w certyfikatach wartosci inne niz certyfi-
kowane. Zestawienie niektérych z nich przedstawio-
no w tabeli 1.

Tego rodzaju réznice w klasyfikacji (np. r6zne nazwy
dla wartosci certyfikowanych, réznie zdefiniowane
wartoéci orientacyjne) moga powodowac dezorien-
tacje uzytkownikéw certyfikowanych materiatow
odniesienia. Nie zawsze jest jasne, czy wartosci
o réznych nazwach zamieszczone w certyfikacie
moga by¢ traktowane jako certyfikowane i czy moga
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MW sprzet laboratoryjny

B sprzet pomiarowo-analityczny

M sprzet produkcyjny

B mieszadta magnetyczne, mieszadta mechaniczne,
homogenizatory, wytrzgsarki, mtynki, faznie wodne,
plyty grzewcze, pompy prézniowe i perystaltyczne, wyparki,
ekstraktory substancji statych, reaktory laboratoryjne

Dziatalnoéé firmy obejmuje doradztwo techniczne,
dystrybucje i handel sprzetem laboratoryjnym,
pomiarowo-analitycznym i produkcyjnym:

M zagniatarki, elekirolizery, termograwimetry, kalorymetry,
analizatory laboratoryjne C, S, N, O, H, CO,

B pojemnosciowy — homogenizatory, turbotrony, rototrony

B przeptywowy — homogenizatory, dispax reaktory,
mtyny koloidalne

B pemulgatory — mieszalniki (o poj. od 10 - 4000 L),
dla substancji o réznej lepkosci

IKA POL

ul. Przy Bazantarni 4/6, 02-793 Warszawa

tel. +48 22 649 24 05, fax: +48 22 859 14 39
e-mail: info@ikapol.pl, www.ikapol.pl
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Materiaty IAEA*

Materiaty ERM**

Tabela 1. Terminologia stosowana w certyfikatach materiatéw odniesien

Materiaty NIST

teriafy LGC

Wartosci
zalecane
(recommended
values)

Wartosci certyfikowane,
spetniajgce najwyzsze
wymagania odnosnie do ich
wiarygodnosci. Sa spéjne
pomiarowo z ustalonymi
odniesieniami i podawane
Z niepewnoscig rozszerzong.

Certified values fulfill the highest
standards for reliability. They are
traceable to stated references
and are accompanied by a GUM
(ISO Guide 98 “Guide to the
expression of uncertainty in
measurement”) compatible
expanded uncertainty statement
valid for the entire shelf life of
the ERM-CRM.

Wartosci certyfikowane,

w przypadku ktdrych NIST ma
najwieksze zaufanie co do ich
doktadnosci, a wszelkie Zrodta
obcigzenia zostaly dokladnie
przebadane.

A NIST Certified Value
represents data for which NIST
has the highest confidence in
its accuracy in that all known
or suspected sources of bias
have been fully investigated
or accounted for by NIST.

Wartosci certyfikowan
w LGC na drodze analizy metog
definitywna, niepewnoé¢ ?
tych wartosci zostata w petni
oszacowana. Wartosci ce ik

g ‘Sp(')jn(:j pomiarowo z rgtz};fwc?r\;v:]?e
kalibracyjnymi otrzymanym;
grawimetrycznie w LGC ze 7y
0 Znanej czystosci.

The data for the certified values were
obtained via analyses Carried oyt

at LGC using Isotope Dilution Mass
Spectrometry (IDMS) (a ‘definitiye-
method with fully evalyateq
uncertainty) and are traceable to

the primary calibration solutions
prepared gravimetrically at LGC from
the compounds of known purity.

€ ~ Uzyskane

igzkow
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Wartodci orientacyjne
(indicative values) — nie sg
certyfikowane z powodu

zbyt duzej niepewnosci lub
niewystarczajacej liczby metod,
ktére zostaly uzyte do ich
potwierdzenia.

Indicative values are not
certified due to either a larger
uncertainty than required for

the intended use or insufficient
variety of methods used in the
characterisation. The information
Is therefore unsuitable for
certification at the accuracy
required for certified values.

Wartoéci odniesienia,
stanowigce najlepsze
oszacowanie wartosci
prawdziwej. Nie wszystkie
zrodta obcigzenia zostaty

w petni przebadane przez NST.

A NIST Reference Value

is a best estimate of the

true value provided by NIST
where all known or suspected
sources of bias have not been
fully investigated by NIST.

Wartosci oszacowane zostaty
uzyskane metodg definitywna, ale
niepewnos¢ ich jest zbyt wysoka,
aby uznac je za certyfikowane,
wartosci te moga by¢ takze
uzyskane na drodze badan
miedzylaboratoryjnych

The data for the assessed values
were also obtained via analyses
carried out at LGC using IDMS,
however due to a large contribution
from the homogeneity uncertainty
to the combined uncertainty the
data were not considered to be of
the same metrological quality as the
certified values.

,
aly
UZgOdni(]ne

VaIUes)

Wartosci
informacyjne
(information
values)

Dodatkowe informacje

0 materiale. Warto$ci uzyskane
w trakcie procesu certyfikacji
za pomocg jednej metody.
Informuja one raczej o rzedzie
wielkosci niz o doktadnej
wartosci.

Additional material information
are values created during the
certification exercise, which are
usually the result of one method
only and indicate the order

of magnitude rather than an
accurate value.

Wartoéci informacyijne,
mogace by¢ interesujgce dla
uzytkownikéw materiatéw
odniesienia, jednakze
podawane bez niepewnosci
z powodu zbyt matej liczby
informacji.

A NIST Information Value is
a value that will be of interest
and use to the SRM/RM user,
but insufficient information

Is available to assess the

uncertainty associated with
the value.

Wartosci orientacyjne (indicativ),
uzyskane jako wynik programéw
badania biegtosci lub we wspétpracy
z pojedynczym laboratorium

Values were classified as indicative
where the data were obtained from
a PT scheme or under contract from
a single laboratory.

* |AEA (International Atomic Energy Agency, Miedzynarodowa A
(recommended values) i wartosci informacyjne (
Wiecej informadji na ten temat znajduje sie w s
otrzymywania materiatu IAEA433 zamieszczon
W zaleznosci od zawartosci danego sktadnika wzgledna nie

przekraczac nastepujacych granic:
M 100 mg/kg — 500 mg/kg = 20 %
W 10 mg/kg — 100 mg/kg = 30 %
B 0,1 mg/kg — 10 mg/kg — 50 %; + 60 %
B < 0,1 mg/kg — 50 %; + 100 %

Warto$¢ $rednia uzyskana jest na podstawie w
Wartos¢ $rednia wyliczana jest na podstawie
Na podstawie tych kryteriow zbiér wartosci po
Grupa A: spetniajaca kryteria 1, 27 3 (a)

Grupa B: spetniajgca kryteria 1, 21 3 (b).

Wartosci z grup A i B s3 to wartosci rekomendowane.

o informagje,

ynikéw otrzymanych co najmniej dwiema réznymi metpdami-
wynikéw uzyskanych przez nastepujaca liczbe laboratoriow: (a)
dzielono na trzy grupy:

Grupa C: wartosci informacyjne spetniajace kryteria 13 (c). e Odniesienia.
** ERM — European Reference Materials — program wytwarzania certyfikowanych Europejskich Materiatow
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gencja Energii Atomowej) w certyfikatach po
information values), przy czym w certyfikacie brak blizszego w
prawozdaniach z procesu wytwarzania materiatu. Na przykiad W sprawo
ze do klasyfikacji wartosci zastosowano trzy kryteria:
pewnos¢ wartodci $redniej (wzgledne odchylenie stan

dardowe) nie P

/

i e
daie wartoéci zalecan®
yglumaczenia tych pojet.
zdaniu 2

owinna

10; (b) 5: (@ 3




Tabela 2. Problem ze sposobem okreslania niepewn

oéci wartoscl rtyfikacie

i i kresu
i teriatu (RM/CRM) Sposcb okreslenia za . .
Matryclanally \fl{v(:eciiz{ijgncliaeljaracji(producenta w ktérym znajduje si¢ wartosc uzgodniona®
ie Sci -050 Standard deyiation
Metale w osadzie $ciekowym | CRM (018-050) S ol
Prediction interval
ie pitne] CRM (Certified Reference Standard) | Confidence interval
Metale w wodiepine | Tolerance interval

by¢ podstawa badania poprawnosci metody. Znacz-
na cze$¢ certyfikatéw nie zawiera jasnych informagji
na ten temat, a dostepne wyjasnienia nie zawsze sg
wystarczajaco jednoznaczne. Na przyktad, w certy-
fikacie materiatu ERM-CA022a znajdujemy uwage
dotyczaca wartosci orientacyjnych: Wartosci orien-
tacyjne uzyskano w trakcie poréwnar miedzylabora-
toryjnych materiafu. W tym przypadku jednak wyniki
dostarczyfo mniej niz 10 laboratoriéw, co z punku
widzenia dobrej praktyki statystycznej nie jest wystar-
czajace do ustanowienia certyfikowanych wartosci
odniesienia. Wartosci orientacyjne, ustalone na pod-
stawie otrzymanych danych, moga by¢ stosowane
przez laboratoria do oceny sprawnosci wykonywania
analiz dotyczacych tych pierwiastkéw.

Problemy mogg sie tez wigzaé ze sposobem okresla-
nia niepewnosci wartosci podanych w certyfikacie,
a ogoblniej méwiac — przedziatu, w ktérym miesz-
cza sie wartosci przypisane materiatowi i w ktérym

*Wartoé¢ uzgodniona — warto$¢ przyjeta za prawdziwg, w przypadku CRM wartos¢ certyfikowana.

powinny sie takze znalez¢ wyniki analizy materiatu
uzyskane w laboratorium. Nie wszysCy producenci
materiatéw odniesienia okreslaja precyzyjnie, czym
jest podawany przez nich zakres zmiennosci. Zazwy-
czaj nie budza watpliwosci przypadki dotyczace
niepewnosci rozszerzonej — czgsto podawany jest
sposob jej wyliczenia facznie ze wspdétczynnikiem
rozszerzenia. Jednakze w wielu certyfikatach odna-
lez¢ mozna réznego rodzaju ,zakresy akceptowalne”
lub podobne okreslenia. Dwa najczesciej spotykane
przypadki — tabela 2.

Kolejnym problemem jest ograniczony asortyment
matrycowych materiatéw CRM, ale ten problem zosta-
nie oméwiony szczegbtowo w kolejnym numerze.
Agnieszka Wojda*, Bolestaw Jerzak*,

Ewa Bulska**

* LGC Standards

** Wydziat Chemii, Centrum Nauk Biologiczno-Chemicznych,
Uniwersytet Warszawski
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Zapraszamy
na Targi EuroLab 2017

do stoiska

Wydawnictwa MALAMUT

* gdzie bedzie mozna kupi¢ ksiazki
(W tym Il wydanie Chemometrii

Prak‘tycznej | Magnez - pierwiastek
Zycia), oraz ztozyé zaméwienie na
Prénumerate czasopisma Analityka.
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