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Szanowni Panstwo !

Spetnienie wymagan technicznych normy PN-EN ISO/IEC 17025:2005 Ap1:2007 jest istot-
nym zadaniem dla kazdego akredytowanego laboratorium.

Zarzad Klubu Polskich Laboratoriéw Badawczych POLLAB, analizujac problemy

i potrzeby zgtaszane przez cztonkéw Klubu oraz uczestnikéw poprzednich sympozjow zde-
cydowat sie na kontynuowanie tematu dotyczacego wymagan technicznych.

Celem kolejnego sympozjum bedzie wymiana doswiadczen w zakresie walidacji oraz dosko-
nalenia systemu zarzadzania w laboratorium w tym obszarze.

W programie sympozjum znalazty sie referaty Polskiego Centrum Akredytacji, Polskiego
Komitetu Normalizacyjnego, przedstawicieli wyzszych uczelni oraz praktykow akredytowa-
nych organizacji cztonkéw Klubu POLLAB.

W imieniu Zarzadu Klubu Polskich Laboratoriow Badawczych POLLAB wyrazam po-
dziekowanie wszystkim autorom referatéw za ich przygotowanie i wysoki poziom me-
rytoryczny.

Zycze wszystkim uczestnikom aby udziat w sympozjum przyczynit sie do rozszerzenia i wy-
korzystania zdobytej wiedzy przy rozpoznawaniu mozliwosci laboratorium w celu wykona-
nia zlecenia klienta.

JestesSmy przekonani, ze doskonata atmosfera integracyjna XVII Sympozjum bedzie kolejna
okazja do odnowienia kontaktéw, nawigzania nowych i wymiany doswiadczen.

* X ¥

Ponadto chciatabym w 20-tq rocznice powstania Klubu Polskich Laboratoriéw Badawczych
POLLAB, ktéra przypada w tym roku, podziekowac wszystkim tym, ktorzy sq z Klubem od
samego poczqtku, ktérzy tworzyli tq wspaniata organizacje. Mito mi réwniez powita¢
wszystkich nowych cztonkéw, ktérzy dotqczajq do grona klubowiczéw na przestrzeni tych
20 lat.

Zycze wszystkim, aby nadal mogli wspiera¢ dziatalnosci Klubu POLLAB poprzez swoje
uczestnictwo w pracach i w codziennym zyciu klubowym.
Grono cztonkéw Klubu POLLAB jest liczne co stanowi o sile Klubu,

a zapewniam Paristwa, Zze Nasz Klub jest elitarnqg organizacjq z tradycjami.

Wszystkiego najlepszego dla Naszego Klubu oraz wszystkich jego Cztonkéw.

Krystyna Krzysko
Prezes Klubu POLLAB
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Piotr Konieczka

Katedra Chemii Analitycznej
Wydziat Chemiczny
Politechnika Gdanska

W pracy scharakteryzowano proces walidacji procedury analitycznej — element
systemu i zapewnienia jakosci wynikéw pomiaréw analitycznych. Okreslono role
i znaczenie walidacji procedury analitycznej w otrzymywaniu miarodajnych wy-
nikéw pomiaréw. Opisano poszczegdlne parametry walidacyjne. Zaprezentowa-
ny zostattakze ogélny schemat postepowania przy wyznaczaniu poszczegdlnych
parametréw walidacyjnych.

1. WPROWADZENIE

Procedura analityczna jest ,narzedziem” stosowanym do przeprowadzenia pomiaru anali-
tycznego i uzyskania w efekcie wyniku analitycznego. Celem nadrzednym prowadzenia
pomiarow jest otrzymanie w ich nastepstwie miarodajnego wyniku. Dlatego bardzo waz-
nym jest okres$lenie potencjatu stosowanej procedury analitycznej. Jedynym sposobem by
stwierdzi¢ przydatnosc stosowanej procedury analitycznej, okresli¢ jej zakres stosowalnosci,
dokonac jej oceny czy tez jg zdefiniowac, jest przeprowadzenie procesu walidacji.

Walidacja to proces oceny procedury analitycznej, ktéry pozwala na stwierdzenie, czy dana
procedura spetnia postawione przed nig wymagania i moze by¢ stosowana w danym, wcze-
$niej okreslonym celu.

Walidacja powinna by¢ przeprowadzona kazdorazowo gdy:

- opracowywana jest nowa procedura analityczna,

« prowadzone sg préby rozszerzenia zakresu stosowalnosci znanej procedury analitycznej
np. do oznaczania danego analitu ale w innej matrycy,

« w wyniku kontroli jakosci stosowanej procedury stwierdzono zmiennos¢ jej parametréw
walidacyjnych w czasie,

« planowane jest wykorzystanie danej procedury analitycznej w innym laboratorium (réznym
od tego, w ktorym byta juz poddana procesowi walidacji), bgdz z zastosowaniem innej apa-
ratury, czy tez oznaczenia za jej pomoca maja by¢ wykonywane przez innego analityka,

« przeprowadza sie poréwnanie nowej procedury analitycznej z inng, znang procedurg stan-
dardowa.



2. PARAMETRY WALIDACYJNE

Podstawa procesu walidacji jest wyznaczenie parametréw walidacyjnych takich jak:
« selektywnos¢,

« liniowos¢,

« granica wykrywalnosci,

» granica oznaczalnosci,

» zakres pomiarowy,

« precyzja (powtarzalnos¢, precyzja posrednia, odtwarzalnos¢),
» poprawnos¢,

- doktadnosg,

« odpornos¢,

- elastycznosc.

Zakres parametrow, ktérych wyznaczenie powinno by¢ podstawa procesu walidacji danej

procedury analitycznej zalezy od wielu czynnikéw takich jak:

- charakteru badan analitycznych, ktére maja by¢ przeprowadzone z wykorzystaniem danej
procedury (analiza jakosciowa czy ilosciowa, analiza pojedynczej prébki czy tez badanie
analityczne o charakterze prac rutynowych),

« wymagan stawianych danej procedurze analitycznej,

« czasochtonnosci i kosztow jakie moga by¢ poniesione w procesie walidagji.

Im wiecej parametréw wchodzacych w sktad procesu walidacji procedury analitycznej, tym
wiecej czasu nalezy poswieci¢ na jego przeprowadzenie. Z kolei im bardziej restrykcyjne
przyjete wartosci graniczne (oczekiwane) odpowiednich parametréw, tym czesciej nalezy
sprawdzad, kalibrowa¢, czy wrecz rewalidowac dang procedure analityczna.

Nie zawsze istnieje koniecznos¢ przeprowadzania catego procesu walidacji. Nalezy wowczas
okresli¢, ktory z parametréow powinien by¢ wtgczony do procesu walidacji.

2.1. Selektywnos¢
Selektywnos¢ to zdolnos¢ procedury do odréznienia badanego analitu od innych substancji.

Selektywnos¢ okresla zatem zakres zastosowan procedury analitycznej do oznaczania okre-
$lonego analitu (grupy analitéw) w prébce o danym sktadzie matrycy, bez wptywu na war-
tos¢ uzyskanego sygnatu sygnatéw (interferencji) pochodzacych od innych sktadnikéw wy-
stepujacych w prébce.

Jest to pierwszy z parametrow, ktéry musi zostac okreslony w procesie walidacji. Zanim bo-
wiem przystapi sie do okreslania cechy analitu na podstawie pomiaru wielkosci uzyskanego
sygnatu analitycznego, nalezy upewnic sig, ze dany sygnat jest spowodowany tylko i wytacz-
nie wystepowaniem w prébce analitu.

2.2, Liniowos¢
W momencie, gdy istnieje pewnos$¢ w przypisaniu badanej cechy danemu sygnatowi, nalezy
wyznaczy¢ zaleznos¢ miedzy tymi wielkosciami.



Liniowos¢ to przedziat zakresu pomiarowego procedury analitycznej, w ktdrym sygnat wyj-
$ciowy zalezy liniowo od stezenia analitu.

Zaleznos¢ liniowa jest najczesciej wystepujacg w chemii analitycznej. W przypadku zdecy-
dowanej wiekszosci pomiaréw analitycznych wykorzystywany jest etap kalibracji, kiedy to
wartosciom sygnatu wyjsciowego przypisywane sa odpowiadajace im wartosci zawartosci
analitu. W celu wyznaczenia zaleznosci funkcyjnej wiazacej sygnat wyjsciowy z zawartoscia
analitu wykorzystuje sie gtdwnie metode regres;ji liniowej.

2.3. Granica wykrywalnosci i granica oznaczalnosci
Wartosci tych parametrow s Scisle zwigzane z wielkoscig szumow systemu pomiarowe-

go.

Stosunek sygnatu do szumu (S/N): to wielko$¢ bezwymiarowa, ktéra okresla stosunek sygna-
tu analitycznego do sredniego poziomu szumoéw dla okreslonej probki.

Granica wykrywalnosci (LOD) jest najnizszym stezeniem (najmniejszg iloscig) analitu, jakie
moze by¢ wykryte ze statystycznie istotng pewnoscia. Wartos¢ ta jest krotnoscig poziomu
szumoOw - najczesciej trzykrotnoscia.

Jest to ten poziom stezenia, powyzej ktérego z odpowiednio wysokim prawdopodobien-
stwem jesteSmy w stanie stwierdzi¢ obecnosc¢ analitu w prébce.

Z kolei granica oznaczalnosci (LOQ) to najmniejsza ilos¢ lub najmniejsze stezenie substancji,
mozliwe do ilosciowego oznaczenia z wykorzystaniem danej procedury analitycznej z zato-
zong dokfadnoscia, precyzja i niepewnoscia. Jest ona najczesciej obliczana jako 3-kronos¢
granicy wykrywalnosci.

2.4, Zakres pomiarowy

Wyznaczenie liniowosci i wartosci granicy oznaczalnosci pozwala na okreslenie zakresu po-
miarowego. Zakres pomiarowy jest okreslany jako przedziat od wartosci granicy oznaczal-
nosci do najwyzszego stezenia analitu, dla ktérego system pomiarowy wykazuje wzrost sy-
gnatu wyjsciowego. W praktyce jest to najwyzsze stezenie roztworu wzorcowego, w oparciu
o analize ktérego przeprowadzono kalibracje.

2.5. Precyzja

Precyzja jest definiowana jako stopier zgodnosci pomiedzy niezaleznymi wynikami uzy-
skanymi w trakcie analizy danej probki z zastosowaniem danej procedury analitycznej. Jej
wartosc jest zwigzana z wystepowaniem btedow przypadkowych i jest miarg rozproszenia
(dyspers;ji) lub rozrzutu wokot wartosci sredniej. Wyrazana jest za pomoca odchylenia stan-
dardowego.

Powtarzalnos$¢ z kolei, jest definiowana jako precyzja wynikéw uzyskanych w tych samych
warunkach pomiarowych (dane laboratorium, analityk, instrument pomiarowy, odczynni-
ki).
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Precyzja posrednia to precyzja wynikéw otrzymanych w danym laboratorium w dtugoter-
minowym procesie pomiarowym. Precyzja posrednia jest pojeciem bardziej ogdlnym (ze
wzgledu na mozliwo$¢ zmian wiekszej liczby parametréw prowadzenia oznaczen) od po-
wtarzalnosci.

Odtwarzalnos¢ jest precyzjg wynikow uzyskanych przez r6znych analitykdw w réznych labo-
ratoriach z zastosowaniem danej metody pomiarowej.

Kazdy z tych parametréw moze by¢ okreslany w oparciu o wyznaczong wartos¢ odchylenia
standardowego, wzglednego odchylenia standardowego lub tzw. wspétczynnika zmienno-
$ci. W trakcie wyznaczania powtarzalnosci zalecane jest, aby analizie poddawane byty préb-
ki o r6znej zawartosci analitu, jak i réznigce sie sktadem matrycy.

2.6. Poprawnos¢
Poprawnos¢ to stopien zgodnosci wyniku oznaczenia (jako wartosci sSredniej obliczonej na
podstawie serii pomiardw) z wartoscia oczekiwana.

Poprawnos¢ jest zatem parametrem, ktory okresla stopien zgodnosci wynikéw uzyskanych
z zastosowaniem danej procedury analitycznej z wynikami rzeczywistymi (oczekiwanymi).
Na jej wielkos¢ ma wptyw przede wszystkim wartos¢ btedu systematycznego tej metody
analitycznej.

Poprawnos¢ jest wyznaczana w oparciu o wyniki pomiarow dla prébek ze znang zawarto-
$cig analitu (certyfikowane materiaty odniesienia, metoda dodatku wzorca) i najczesciej jest
przedstawiana jako wartos¢ odzysku.

2.7. Doktadnos¢
Doktadnos¢ definiowana jest jako stopien zgodnosci pomiedzy uzyskanym wynikiem po-
miaru (pojedynczego!) a wartoscig rzeczywistg (oczekiwana).

Doktadnos¢ stanowi wypadkowa poprawnosci i precyzji. Jest to parametr, ktérego wartosc
jest dokumentowana na podstawie wyznaczonych wartosci precyzji i poprawnosci. Im bo-
wiem bardziej poprawne i precyzyjniejsze sg wyniki uzyskane z zastosowaniem danej me-
tody, tym doktadniejszy bedzie wynik pojedynczego pomiaru. Schematycznie zaleznosci
miedzy poprawnoscia, precyzja i doktadnoscia przedstawiono na rysunku 1.

2.8. Odpornosc¢

Odpornos¢ (niewrazliwo$¢) metody jest wyznaczana w celu okreslenia wptywu niewielkich
wahan warunkéw prowadzenia danej procedury analitycznej na wartos¢ wyniku koncowe-
go oznaczenia. Jej wartos¢ wptywa na rezim prowadzenia pomiaréw z wykorzystaniem da-
nej metody analitycznej. Im bowiem wiekszy jest wptyw niewielkich zmian parametréw pro-
wadzenia procesu pomiarowego na koncowy wynik oznaczenia analitycznego, tym wieksza
uwage nalezy poswiecic¢ utrzymywaniu tychze parametréw na stalym poziomie. Jest to pa-
rametr odnoszacy sie do zmian warunkéw wewnetrznych. Warto$¢ odpornosci jest szaco-
wana jako ,réznica” miedzy precyzja posrednia a powtarzalnoscia.
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Rysunek 1: Zaleznosci miedzy precyzja, poprawnoscia i dokfadnoscia.
U - warto$¢ oczekiwana (rzeczywista)

2.9. Elastycznos¢

Z kolei tolerancyjnos¢ (elastycznosc¢) to parametr okreslajacy przydatnosc¢ danej metody ana-
litycznej w stosowaniu w réznych warunkach — moze by¢ oszacowana na podstawie wartosci
odtwarzalnosci, jako ,ré6znica” miedzy odtwarzalnoscia a precyzja posrednia.

3. PROCES WALIDACJI

Przed przystapieniem do procesu walidacji nalezy okresli¢ podstawowe cechy charaktery-

styczne procedury analitycznej a mianowicie:

» rodzaj oznaczanego sktadnika (analitu),

« poziom stezen analitu,

« zakres stezen analitu,

« rodzaj matrycy probki,

« obecnos¢ substancji przeszkadzajacych (interferentéw) wraz z okresleniem koniecznosci ich
oznaczenia,

« istnienie odgdrnych regulacji i wymogow, ktérym powinna sprostac procedura analityczna,

- rodzaj oczekiwanej informacji - ilosciowa czy jakos$ciowa,

« wymagana wartos¢ granicy wykrywalnosci i oznaczalnosci,

« oczekiwana i wymagana dokfadnos¢ (precyzja i poprawnos¢) procedury,

« wymagana odpornos$¢ procedury,

« Wymagana aparatura - czy oznaczenia z wykorzystaniem danej procedury majg byc¢ prze-
prowadzone z wykorzystaniem $cisle okreslonego przyrzadu pomiarowego, czy tez przy-
rzadow podobnego typu,

» mozliwos$¢ zastosowania walidowanej procedury w innym niz dane laboratorium.



W trakcie przeprowadzenia procesu walidacji stosowane mogga by¢ réznorodne narzedzia,
takie jak:

« Slepe prébki (w tym takze tzw. slepe prébki odczynnikowe),

« roztwory wzorcowe (roztwory kalibracyjne, probki testowe),

« prébki ze znang iloscig dodanego analitu,

« (certyfikowane) materiaty odniesienia,

« przeprowadzenie serii rownolegtych pomiaréw z tej samej prébki (powtorzenia),

- analiza statystyczna zbiorow wynikow pomiaréw.

Nalezy zaznaczy¢, iz procedura moze zosta¢ poddana procesowi walidacji jedynie wowczas,
gdy wczesniej zostaty przeprowadzone odpowiednie badania optymalizacyjne.

Proces walidacji procedury analitycznej moze by¢ przeprowadzony witasciwie w dowolnej
kolejnosci. Biorac jednak pod uwage kolejnos¢ wyznaczania okres$lonych parametrow, naj-
bardziej logicznym wydaje sie jego przeprowadzenie zgodnie ze schematem przedstawio-
nym na rysunku 2.

4. PODSUMOWANIE

Proces walidacji metodyki analitycznej powinien by¢ zakoriczony sporzadzeniem raportu

koncowego zawierajacego:

« przedmiot i przeznaczenie procedury analitycznej (zakres jej stosowalnosci),

« podstawy metrologiczne pomiaru,

« rodzaj analitu(éw) i sktad matrycy,

« spis wszystkich wykorzystywanych odczynnikow, wzorcédw, materiatow odniesienia wraz
zich doktadna specyfikacja (czystos¢, jakos¢, producent, w przypadku syntezy w laborato-
rium — doktadny opis tej syntezy), a takze opis procedur stuzacych do sprawdzania czysto-
$ci stosowanych substancji i jakosci wykorzystywanych wzorcéw,

« niezbedne $rodki ostroznosci w trakcie przeprowadzania procedury analitycznej,

« plan opisujacy sposob przeniesienia procedury z warunkéw laboratoryjnych do pomiaréw
rutynowych,

« Wyznaczone wartosci parametréw walidacyjnych procedury,

« spis parametréw krytycznych - tzn. tych, ktérych niewielkie wahania moga w sposéb zna-
czacy wptywac na wynik korncowy oznaczenia - parametry wynikajace z okreslenia odpor-
nosci procedury analitycznej,

- spis wszelkiego rodzaju sprzetu laboratoryjnego wraz z ich cechami charakterystycznymi
(wymiary, klasa doktadnosci itp.), schematy blokowe w przypadku skomplikowanych zesta-
wow aparaturowych,

« szczegoOtowy opis warunkéw przeprowadzenia procedury analitycznej,

« Opis postepowania statystycznego wraz z zatgczonymi odpowiednimi réwnaniami i obli-
czeniami,

« opis procedury w celu kontroli jakosci w przypadku analiz rutynowych,

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

» zgodnos¢ wyznaczonych parametrow walidacyjnych z zatozonymi wartosciami graniczny-
mi,

« wartos¢ niepewnosci pomiaru analitycznego,

« kryteria, ktére nalezy spetni¢ w procesie rewalidacji,



- imie i nazwisko osoby, ktdra przeprowadzata proces walidacji,

« spis wykorzystywanej literatury,

+ podsumowanie i wnioski,

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

Nalezy takze pamietac o tym, ze najbardziej optymalnym sposobem walidacji, jest poddanie
temu procesowi catej procedury analitycznej, tzn. z uwzglednieniem wszystkich jej etapow.
Bardzo czesto popetniany jest btad polegajacy na tym, ze wyznaczane parametry walida-
cyjne sg obliczane w oparciu o wyniki pomiarow dla prébek roztworéw wzorcowych, ktore
byly analizowane po ich bezposrednim wprowadzeniu do urzadzenia pomiarowego. W ta-
kim przypadku walidowane jest to urzadzenie a nie cala procedura analityczna. Dlatego od-
powiednie i metrologicznie poprawne zaplanowanie procesu walidacji jest kluczowe przed
przystapieniem do wykonywania pomiaréw.

Walidacja procedury analitycznej to jeden z pieciu sktadnikéw systemu kontroli i zapewnie-
nia jakosci wynikéw pomiaréw analitycznych. Pozostate cztery (niepewnos$¢ pomiaru, spoj-
no$¢ pomiarowa, materiaty odniesienia i porownania miedzy laboratoryjne) muszg by¢ sto-
sowane w powigzaniu z walidacja. Tylko stosowanie wszystkich z tych elementéw zapewnia
miarodajnos¢ otrzymywanych wynikéw pomiaréw analitycznych.

Okreslenie selektywnosci
(analiza prébek roztworéw wzorcowych)
.

Wyznaczenie liniowosci,

LOD, LOQ, zakresu pomiarowego

.
Wyznaczenie powtarzalnosci

D
Wyznaczenie precyzji posredniej

Okreslenie odpornosci
(na podstawie powtarzalnosci i precyzji posredniej)

gt
Okreslenie selektywnosci
(analiza probek rzeczywistych)

g s e
Wyznaczenle poprawnosci

(analiza probek materiatéw odniesienia)

o
Okreslenie doktadnosci
(na podstawie precyzji i poprawnosci)

Wyznaczenie odtwarzalnosci
(np. poréwnania miedzylaboratoryjne)

.
Okreslenie elastycznosci

(na podstawie odtwarzalnosci i precyzji posredniej)

RAPORT WALIDACYJNY

Rysunek 2: Kolejno$¢ wyznaczania parametrow walidacyjnych
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Walidacja jest procesem pozwalajgcym na potwierdzenie, ze wybrana procedura
badawcza spetnia okreslone wymagania. Kazda metoda badawcza, przewidzia-
na do zastosowania w laboratorium, powinna by¢ zwalidowana, co nie oznacza
jednak, ze automatycznie gwarantuje otrzymywanie wiarygodnych wynikow.
W zwiqzku z tym konieczne jest potwierdzenie, ze w warunkach laboratoryjnych
wybrana procedura pomiarowa spetnia okreslone wczesniej wymagania. Metody
znormalizowane sq uznane za zwalidowane, co oznacza, ze laboratorium nie jest
zobowiqgzane do przeprowadzenie formalnego procesu walidacji, ale powinno
potwierdzic, ze jest w stanie prawidtowo realizowa¢ proces pomiarowy.

1. WIARYGODNOSC WYNIKOW POMIAROW

Wiarygodnos¢ wynikéw pomiaréw jest najwazniejszym celem kazdego laboratorium ba-
dawczego. Trudno jest w dzisiejszych czasach przecenic role pomiaréw chemicznych, szcze-
golnie w obszarze zwigzanym z jakoscig zycia i bezpieczenstwem spoteczenstwa. Truizmem
jest stwierdzenie, ze nieprawidtowy wynik pomiaru jest najbardziej kosztownym spotecznie.
Btedne decyzje, ktére moga by¢ podjete na podstawie niewiarygodnych wynikéw moga po-
wodowac konsekwencje, ktorych koszty przekraczajg znacznie naktady, jakie s wymagane
na prowadzenie pomiaréw z zapewnieniem wszystkich mozliwych dziatan w kierunku za-
pewnienia ich wiarygodnosci.

Pomiary chemiczne s3 prowadzone w odniesieniu do réznych sytuacji. W przypadku lekow
lub substancji odzywczych istotne moze by¢ okreslenie czy dany lek zawiera odpowied-
nig zawartos¢ substancji czynnej a substancja odzywcza odpowiedni poziom niezbednych
sktadnikow odzywczych. W przypadku potencjalnego zanieczyszczenia srodowiska istotne
jest natomiast stwierdzenie, czy zawartos$¢ substancji o niekorzystnym dziataniu nie przekra-
cza dozwolonego i bezpiecznego poziomu. Z tego wzgledu podejmowane sg réznorodne
dziafania ukierunkowana na zwiekszenie wiarygodnosci pomiaréw, tak aby mozliwe byto
zaufanie do podawanych przez laboratoria wynikow.

Pomiary wielkosci chemicznych wymagajg optymalizacji procedury pomiarowej zaréwno
w zakresie kalibrowania przyrzadéw pomiarowych jak i przygotowania prébki, tak aby moz-
liwe byto przeprowadzenie pomiaréw. Wazna jest przy tym swiadomosc¢ tego, ze badane
obiekty moga ulega¢ przemianom fizykochemicznym nie tylko w czasie przygotowania
prébki, ale réwniez w czasie jej przechowywania. Oznacza to, ze badany obiekt czesto nie
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jest stabilny w czasie. Dodatkowg trudnoscia w pomiarach chemicznych jest ztozony cze-
sto sktad chemiczny probek oraz ré6znorodnos¢ form fizykochemicznych. Stad niezmiernie
wazne jest aby optymalizacja procedury pomiarowej, zakoriczona jej walidacjg i potwier-
dzeniem przydatnosci do zatozonego celu badan byta prowadzona dla prébek o jak najbar-
dziej zblizonych cechach do tych typowych dla badanych w laboratorium obiektéw.

Jednym z bardzo wygodnych sposobow walidacji procedury pomiarowej jest wykorzysta-
nie materiatéw odniesienia, a w przypadku gdy jest to materiat z certyfikowana zawarto-
$cig danego sktadnika, dodatkowo mozliwe jest potwierdzenie doktadnosci pomiaréw oraz
zapewnienie ich spéjnosci pomiarowej. Zgadzajac sie w petni z zaletami wykorzystywania
materiatéw odniesienia warto zwréci¢ uwage na ich forme. Przyktadowo, do oznaczania
metali ciezkich w surowicy krwi dostepne sg liofilizowane surowice, ktére przed uzyciem
mozna rekonstytuowa¢ dodajac odpowiedniej ilosci wody destylowanej. W tym miejscu
wazna jest ocena, na ile otrzymany roztwor liofilizowanej wczesniej surowicy krwi bedzie
podobny do surowicy krwi pacjenta w aspekcie zastosowanej procedury przygotowania
prébki.

Walidacja procedury pomiarowej obejmuje wyznaczenie parametréw analitycznych,
w ktdrych spéjnos¢ pomiarowa oraz niepewnos¢ wyniku pomiaru determinujq
wiarygodnos¢ wynikow.

2. WALIDACJA / POTWIERDZENIE

2.1. Walidacja

Jak wspomniano wczesniej, kazda metoda badawcza stosowana w laboratorium musi zo-
sta¢ wczedniej zwalidowana, tak aby mozliwe byto stwierdzenie, ze spetnia okreslone wy-
magania. Walidacja jest terminem opisanym w normie PN-EN ISO/IEC 17025:2005 oraz zde-
finiowana w,Miedzynarodowym stowniku metrologii”.

Walidacja jest potwierdzeniem, przez zbadanie i przedstawienie obiektywnego
dowodu, ze zostaly spetnione szczegolne wymagania dotyczqce konkretnie
zamierzonego zastosowania.

PN-EN ISO/IEC 17025:2005; p. 5.4.5.1

Walidacja jest najlepszym sposobem pozyskania dowodéw eksperymentalnych potwier-
dzajacych parametry analityczne wybranej procedury pomiarowej, tak mozliwe byto ich
poréwnanie z wymaganiami dla danego, przewidywanego zastosowania. Walidacja moze
byc¢ przeprowadzona w laboratorium lub tez laboratorium moze przyja¢ metode o statusie
metody zwalidowanej, szczegdlnie w przypadku metod znormalizowanych lub opisanych



w dokumentach renomowanych organizacji technicznych. W ,Miedzynarodowym stow-
niku metrologii’, w punkcie 2.45 walidacja, podano, ze jest to ,weryfikacja, gdzie okreslo-
ne wymagania sg adekwatne do zamierzonego zastosowania”. Mimo, ze definicja podana
w stowniku rézni sie od tej opisanej w normie PN-EN ISO/IEC 17025:2005, w obu przypad-
kach podkreslone jest to, ze kazde dziatanie laboratorium powinno by¢ dostosowane do
zamierzonego zastosowania, czyli celu badan.

Bez wzgledu na to, kto i kiedy przeprowadzit walidacje, w kazdym przypadku konieczne jest
potwierdzenie, ze zastosowana w laboratorium procedura badawcza pozwala na uzyskanie
wiarygodnych wynikéw. W kazdym przypadku postepowanie mozna opisa¢ w V krokach,
opisujacych dziatanie od wyboru metody badawczej (1), poprzez jej walidacje (Il), potwier-
dzenie (lll), realizacje badania (IV), az do uzyskania wyniku pomiaru. W przypadku stosowa-
nia metod znormalizowanych, uznaje sie, ze walidacja zostata przeprowadzona w trakcie
procesu przygotowywania i zatwierdzania normy, stad laboratorium jest zobowigzane do
potwierdzenie, czy realizacja tej metody umozliwi uzyskanie zatozonych parametréw anali-
tycznych. Oznacza to, ze etap Il moze zostac formalnie pominiety. W przypadku metod wta-
snych lub metod znormalizowanych zmodyfikowanych, laboratorium jest zobowigzane do
przeprowadzenia ich walidacji, co nie oznacza jednak, ze konieczne jest potwierdzenie, ze
dana metoda w dalszym ciaggu spetnia wymagania. Wymagania odnosnie zakresu etapu I
(potwierdzenie) sg przy tym rézne, w zaleznosci od sytuacji. Z pewnoscig potwierdzenie me-
tody znormalizowanej bedzie wymagato sprawdzenie wszystkich istotnych parametréw, na-

Scenariusz postepowania w laboratorium

l. Wybér metody IIl. Walidacja Illl. Potwierdzenie IV.Badanie V.Wynik

tomiast potwierdzenie metody wtasnej bedzie wymagato potwierdzenie tych parametrow,
ktére w danym laboratorium, moga sie zmienia¢ w czasie. Ponizej pokazano algorytm poste-
powania w odniesieniu do wykorzystywania metod badawczych, w danym laboratorium.

I. Wybér metody: laboratorium moze wybra¢ metode znormalizowg lub opracowac metode
wiasna.

[l. Walidacja: metody opisane w normach lub dokumentach technicznych renomowanych
organizacji technicznych sg uznana za zwalidowane (NIE wymagaja formalnej walidacji);
metody opracowane lub zaadoptowane przez laboratorium wymagaja przeprowadzenia
walidacji.

[ll. Potwierdzenie: metody zwalidowane (opisane w normach lub dokumentach technicz-
nych renomowanych organizacji technicznych) musza uzyska¢ petne potwierdzenie, ze
w warunkach danego laboratorium mozliwa jest ich prawidtowa realizacja; ); metody nie
posiadajace walidacji (opracowane lub zaadoptowane przez laboratorium), po ich walido-
waniu, moga by¢ stosowane w laboratorium, a potwierdzenie ich poprawnosci powinno do-
tyczy¢ tych parametrow, ktére moga ulega¢ zmianom w czasie, lub dla ktérych odpornos¢
metody badawczej jest ograniczona.

IV. Badanie: metoda moze by¢ stosowana w badaniach, o ile zostata zwalidowana, a jej pra-
widtowe stosowanie w danym laboratorium zostato potwierdzone.

V. Wynik: wynik pomiaru moze zosta¢ uznany za wiarygodny, o ile laboratorium stosuje po-
twierdzone metody badawcze o statusie metod zwalidowanych.
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2.1.1. Procedury znormalizowane

Laboratorium ma mozliwos¢ stosowania metod badawczych pozyskanych z réznych zro-
det. W wielu przypadkach dobrym wyborem jest stosowanie metod opublikowanych w nor-
mach miedzynarodowych, regionalnych lub krajowych. Do najczesciej wykorzystywanych
norm naleza normy opracowane i wydane przez Miedzynarodowa Organizacje Normaliza-
cyjna ISO. Normy ISO moga by¢ przyjete przez regionalne jednostki normalizacyjne, przy-
ktadowo w Europie dziata Europejski Komitet Normalizacyjny (CEN - Comité Européen de
Normalisation), ktéry zajmuje sie przyjmowaniem norm ISO jako norm CEN, ktére powinny
by¢ wprowadzone przez krajowe jednostki w panstwach, cztonkach CEN.

Zgodnie z przepisami wewnetrznymi CEN/CENELEC, do wprowadzenia norm europejskich
w niezmienionej wersji i nadania im statusu normy krajowej, sg zobowigzane krajowe jed-
nostki normalizacyjne Austrii, Belgii, Cypru, Danii, Estonii, Finlandii, Francji, Grecji, Hiszpanii,
Holandii, Irlandii, Islandii, Litwy, Luksemburga, totwy, Malty, Niemiec, Norwegii, Polski, Por-
tugalii, Republiki Czeskiej, Stowacji, Stowenii, Szwajcarii, Szwecji, Wegier, Wtoch i Zjednoczo-
nego Krolestwa.

Procedury znormalizowane moga byc¢ réwniez pozyskiwane zdokumentéw renomowanych
organizacji technicznych. Dobrym przyktadem jest miedzynarodowa organizacja AOAC In-
ternational (The Scientific Association dedicated to Analytical excellence), ktéra opracowuje
i publikuje metody badawcze, ktére spetniajg wymagania stawiane procedurom zwalidowa-
nym. Organizacja AOAC podaje w swoich dokumentach sposéb przygotowania metody ba-
dawczej, przed jej opublikowaniem w czasopismie,Officila Methods of Analysis’, co pozwala
na jednoznaczne przyjecie, ze opublikowane metody przeszlty szczegdtowa procedure wali-
dacji, a opublikowana wersja metody zostata oceniona przez grupe ekspertéw.

2.1.2. Stosowanie procedur znormalizowanych

Zgodnie z zapisami normy PN-EN ISO/IEC 17025:2005 laboratorium powinno stosowac me-
tody badan spetniajgce wymagania klienta i wtasciwe do zamierzonego celu badan. Istotne
wymaganie dotyczy réwniez statusu normy, czyli daty jej wydania

Laboratorium powinno zapewnié, ze stosuje ostatnie wazne wydanie normy,
chyba ze jest to niewtasciwe lub niemozliwe. Kiedy jest to konieczne, norma powinna
byc¢ uzupetniona o dodatkowe szczegoty, aby zapewnic jej jednakowe stosowanie.

PN-EN ISO/IEC 17025:2005, p. 5.4.2

Zgodnie z wymaganiami, jednostki normalizacyjne weryfikuja zawarto$¢ poszczegdlnych
norm, a po weryfikacji nadajg aktualna date wydania. W wielu przypadkach mozliwe jest
prolongowanie danej normy, bez koniecznosci wprowadzania modyfikacji odnosnie po-
stepowania technicznego; w takim przypadku laboratorium powinno wykona¢ aktualiza-
cje daty wydania normy. W zasadnych przypadkach, gdy opracowane zostaty nowe pro-
cedury badawcze, gdy wprowadzone zostaty nowe rozwigzania techniczne w odniesieniu
do przyrzadéw pomiarowych lub w odniesieniu do procedury przygotowania probek jak



rowniez gdy zmienity sie wymagania prawne odnosnie zakresu stezen, nowe wydanie nor-
my zostato zmienione pod wzgledem zawartosci technicznej. W takim przypadku labora-
torium powinno przeprowadzi¢ analize swoich mozliwosci technicznych i oceni¢, czy jest
w stanie spetni¢ wymagania nowego wydania danej normy metodycznej.

W sytuacji, gdy laboratorium nie posiada aparatury opisanej w nowym wydaniu normy, to
jest sprawg oczywistg, ze jest w stanie prawidtowo realizowa¢ metode, jedynie te opisang
W uznanej za nieaktualna juz normie. Taka procedura badawcza zostata juz wczesniej po-
twierdzona, stad laboratorium powinno jedynie poinformowac klienta, ze stosowana me-
toda badan jest opisana w nieaktualnym wydaniu normy i upewnic sie, ze klient Swiadomie
akceptuje proponowana metode. W sytuacji, gdy laboratorium moze spetnic techniczne wy-
magania nowego, uaktualnionego wydania normy, konieczne jest potwierdzenie, ze labora-
torium ma mozliwos¢ prawidtowego przeprowadzenie oznaczen zgodnie z tg norma. Czyli
potwierdzenie jest konieczne.

2.2, Potwierdzenie

Jak wspomniano wczesniej, potwierdzenie czy wybrana metoda jest wtasciwa do zamierzo-
nego celu badan oraz ze laboratorium jest w stanie wtasciwie realizowac wybrang i zwali-
dowang metode badawczg jest niezbednym etapem przed wykonaniem badan dla prébek
klienta. W praktyce oznacza to szczegdétowe okreslenie wymagan, a nastepnie wybranie
tych parametréw walidacyjnych, ktére beda najlepszym wskaznikiem prawidtowosci pro-
wadzenia badan. Modyfikujac nieco zapis punktu 5.4.5.2 (PN-EN ISO/IEC 17025:2005) mozna
zatozy¢, ze ,Potwierdzenie powinno by¢ na tyle obszerne, na ile jest to konieczne przy da-
nym zastosowaniu lub obszarze zastosowania.” Idac dalej tropem tych zapiséw, znajduje-
my propozycje technik, ktore sg polecane przy walidacji metody, stad mozemy wnioskowac
o mozliwych sposobach wykorzystywanych przy potwierdzeniu, ze dana metoda spetnia
zatozone wymagania. Do podstawowym sposobow zaliczamy: (i) wzorcowanie z wykorzy-
staniem wzorcéw odniesienia lub materiatow odniesienia; (ii) poréwnanie wynikow uzyska-
nych innymi metodami; (iii) ocena wskaznikéw uzyskanych w poréwnaniach miedzylabo-
ratoryjnych; (iv) systematyczna ocena czynnikow wptywajacych na wynik; (v) szacowanie
niepewnosci wynikow.

2.2.1. Kalibrowanie procedury pomiarowej

W pomiarach wielkosci chemicznych kalibrowanie przyrzagdu pomiarowego nie wnosi naj-
czesciej istotnego wktadu do budzetu niepewnosci. W tym przypadku najwazniejszym ele-
mentem jest rodzaj badanego obiektu, jego forma fizyczna, trwato$¢ w warunkach prze-
chowywania, stezenie oraz forma oznaczanej substanc;ji jak i sktad matrycy, czyli zawartos¢
innych substancji. Kluczowa jest przy tym znajomos$¢ wptywu sposobu przygotowania
prébki oraz wptywu sktadnikéw badanego obiektu na sygnat analityczny. W wiekszosci przy-
padkow badany obiekt musi przejs¢ proces, w ktérym stosowane sg réznorodne operacje
fizyko-chemiczne, tak aby mozliwy byt pomiar sygnatu analitycznego. Stad w pomiarach
wielkosci chemicznych uwaza sie, ze wynik pomiaru jest okreslony dla danych parametrow
operacyjnych (warunki rozpuszczania /mineralizacji/ekstrakcji; warunki prowadzenia reakgji
np. derywatyzacji, itp.).

W celu powigzania sygnatu analitycznego z zawartoscig oznaczanego sktadnika w badanym
obiekcie wykorzystuje sie r6zne sposoby wyznaczania odzysku, czyli okreslenia wptywu
przeprowadzonych operacji na ,odzyskanie” oczekiwanej wartosci zawartosci czy stezenia.
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Do najczesciej stosowanych sposobéw wyznaczania odzysku, a tym samym okres$lenia do-
ktadnosci prowadzonych pomiaréw wykorzystuje sie certyfikowane matrycowe materiaty
odniesienia lub wzbogacanie probek rzeczywistych. Kazdy z tych sposobéw ma zaréwno
zalety, jak tez ograniczenia.

2.2.1.1. Certyfikowane materialy odniesienia

Materiatami odniesienia moga by¢ czyste substancje chemiczne lub ich mieszaniny, a te
jak wspomniano wczesdniej sa wykorzystywane przy kalibracji przyrzadéw pomiarowych.
Z punktu widzenia oceny procedury przygotowania prébek rzeczywistych niezmiernie
wazna jest mozliwos¢ stosowania matrycowych materiatéw odniesienia, o certyfikowanej
zawartosci oznaczanego sktadnika. Przeprowadzenie catego procesu analitycznego, obej-
mujacego wszystkie etapy przygotowania probki pozwala na ocene na ile mozliwe jest,od-
zyskanie” wartosci certyfikowanej. Odzysk bliski 100% pozwala przypuszczac, iz zastosowa-
na w laboratorium procedura pomiarowa zapewnia dobrg doktadnos¢ wynikéw. Oczywiscie
konieczne jest kilkukrotne powtdrzenie oznaczenia, tak aby mozliwe byto wyznaczenie nie-
pewnosci odzysku, najczesciej jako odchylenia standardowego z serii wynikow.

Odzysk R wartosci certyfikowanej dla materiatu odniesienia CRM (ang. Certified Reference
Material) wyznacza sie jako iloraz wartosci wyznaczonej w laboratorium C,, do wartosci
certyfikowanej C_,,. Jezeli odzysk jest oceniany w procentach, to iloraz nalezy pomnozyc
przez 100%, co pokazano w zapisanym ponizej rownaniu.

Clab
R= C—*1 00%

CRM
W przypadku odzysku réznigcego sie istotnie od 100%, analityk moze zastosowac wspot-
czynnik przeliczajacy otrzymany sygnatl, co pozwala na uwzglednienie wystepujacych in-
terferencji. Poza wprowadzeniem wspotczynnika przeliczajgcego konieczne jest, tak jak
przy odzysku bliskim 100%, rowniez uwzglednienie odchylenia standardowego. Takie po-
stepowanie zapewnia spojnos¢ pomiarowg poprzez odniesienie do wzorca (wartosci cer-
tyfikowanej) oraz wiarygodnos$¢ wyniku poprzez wyposazenie go w odpowiedniag wartosc¢
niepewnosci ztozonej z niepewnosci wartosci certyfikowanej i niepewnosci wyznaczenia
odzysku.

To sg oczywiscie niekwestionowane zalety stosowania matrycowych certyfikowanych ma-
teriatéw odniesienia. Nie mniej analityk musi rowniez uwzgledni¢ wiele ograniczen zwia-
zanych ze stosowaniem takich odniesien. Po pierwsze przy wyborze materiatu odniesie-
nia nalezy kierowac sie rodzajem matrycy, tak aby analizujac zawartos¢ danego skfadnika
w mleku nie stosowac certyfikowanego materiatu odniesienia gleby - takie przypadki spo-
tkatam wielokrotnie w swojej praktyce laboratoryjnej. Kolejnym wymaganiem jest stezenie
oznaczanego sktadnika, stosowanie materiatu, w ktérym certyfikowana zawartos¢ oznacza-
nego skfadnika jest wyzsza o dwa - trzy rzedy wielkosci od tej typowej dla analizowanych
w laboratorium prébek nie pozwala na wtasciwg ocene doktadnosci uzyskiwanych wynikow.
Oczywiscie opisane sytuacje wynikaja czesto nie z braku wiedzy analityka, ale z braku do-
stepnosci materiatu odniesienia odzwierciedlajgcego sktad badanych obiektow.

Kolejnym ograniczeniem jest postac fizyczna dostepnego materiatu. Najczesciej producenci
dostarczajg materiat w postaci jednorodnego, dobrze rozdrobnionego, czesto liofilizowane-



go materiatu. Oczywiste jest, ze taki przygotowany materiat bedzie sie zachowywat inaczej
niz dostarczone do laboratorium prébki na przyktad zywnosci czy pasz. Ten efekt nalezy
bra¢ pod uwage oceniajac doktadnosc oraz niepewnosé pomiarow.

2.2.1.2. Wzbogacanie probek rzeczywistych

Jak wspomniano wczesniej, nie zawsze mozliwe jest pozyskanie odpowiedniego materia-
tu odniesienia, stad innym sposobem pozwalajacym na ocene odzysku jest wzbogacanie
probek rzeczywistych w znang ilos¢ oznaczanej substancji. Przyktadowo, przy oznaczaniu
zawartosci pozostatosci pestycydéw w miesie stosuje sie dodatek wzorca danego pestycy-
du, lub mieszaniny pestycydéw do dostarczonej do laboratorium typowej prébki. Do oceny
odzysku R wykorzystuje sie sygnat otrzymany dla probki bez dodatku wzorca C, oraz sygnat
otrzymany dla prébki wzbogaconej C,,. Roznica obu sygnatéw jest porownywana z sygna-

tem jaki uzyskuje sie dla wzorca na podstawie zaleznosci kalibracyjnej C, ..

C.-C
R= 2 ¥ %100%

kalib

Zaletg metody wyznaczania odzysku dla wzbogaconych prébek rzeczywistych jest forma
fizyczna i sktad chemiczny prébki, idealnie odzwierciedlajacy cechy analizowanych pro-
bek. Ograniczeniem takiego postepowania jest jednak ryzyko, iz nie znamy w jakiej formie
chemicznej wystepuje analit w prébce i czy dodany do probki zwigzek chemiczny zostanie
wbudowany w taki sam sposob jak oryginalnie wystepujacy w prébce. Takim przyktadem
moze by¢ oznaczanie rteci we krwi. Badania poswiecone ocenie wptywu spozycia duzych
ilosci ryb u mieszkancéw krajéw nadbattyckich obejmowaty oznaczanie zawartosci rteci
w postaci nieorganicznej oraz w postaci metylorteci we krwi. Do oceny dokfadnosci pro-
cedury pomiarowej zastosowano wzbogacanie probek krwi za pomoca znanej ilosci roz-
tworu wzorcowego rteci. Okazato sig, ze zastosowanie mieszania nawet przez kilkadziesiat
minut skutkowato odzyskiem bliskim 100%. Pozostawienie probek z dodatkiem wzorca
w temperaturze okoto (37°C przez 4 godziny skutkowato zmniejszeniem wartosci odzysku
do 70%.

2.2.2. Poréownania miedzylaboratoryjne

Dobrym zrédtem informacji, ktére moga by¢ wykorzystane w procesie potwierdzenie, czy
dana metoda badawcza spetnia wymagania sg wyniki uzyskane w poréwnaniach miedzy-
laboratoryjnych. W zaleznosci od uzyskanych wynikéw oraz od zastosowanego wskaznika,
udziat w takim poréwnaniu moze by¢ dobrym dowodem eksperymentalnym potwierdza-
jacym wiarygodnos¢ uzyskiwanych za pomoca danej procedury pomiarowej wynikéw lub
moze by¢ istotng informacja odnosnie koniecznosci przeprowadzenia dziatann koryguja-
cych.

Organizator poréwnan, zgodnie z wymaganiami normy PN-EN ISO/IEC 17043:2010, powi-
nien przekazac uczestnikom raport koncowy zawierajagcy wszystkie niezbedne informacje,
miedzy innymi wyniki otrzymane od uczestnikéw danego poréwnania, wraz z wartosciami
niepewnosci oraz szczego6towa informacje na temat algorytmu zastosowanego do oblicza-
nia wskaznika oceny laboratorium. Nalezy przy tym pamieta¢, ze podobnie jak w przypadku
stosowania certyfikowanych materiatéw odniesienia, wazna jest analiza zgodnosci materia-
tu wykorzystywanego w poréwnaniu wzgledem rodzaju prébek analizowanych przez dane
laboratorium.

15
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3. PODSUMOWANIE

Walidacja procedury pomiarowej jest jednym z najwazniejszych dziatarn chemika analityka
w kierunku zapewnienia wiarygodnosci wynikow pomiarow. Kazda procedura musi przejs¢
proces walidacji, badz w procesie normalizacyjnym badz w laboratorium. Procedury o sta-
tusie normy sg uznawane za procedury zwalidowane, a przed ich wykorzystaniem labora-
torium musi potwierdzi¢ mozliwos¢ ich prawidtowej realizacji. Procedury walidowane przez
laboratorium powinny by¢ potwierdzane w odniesieniu do tych parametrow, ktére moga
zmieniac sie w czasie, lub wzgledem ktérych odpornos¢ metody jest ograniczona.
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W referacie omdéwiono sposdb, w jaki przeprowadzono walidacje pobierania pro-
bek wraz z oszacowaniem niepewnosci. Przyblizono réwniez podstawy klasyfi-
kacji bteddéw pobierania prébki zgodnie z teoriq pobierania préobki opracowanq
przez Pierre Gy. Przedstawiono metody doswiadczalne szacowania niepewnosci
zuwzglednieniem pobierania prébek.

1. WPROWADZENIE

Podstawowa metodyka szacowania niepewnosci pomiaréw (modelowanie), zgodnie z wy-
tycznymi Przewodnika GUM [1] zdazyta zakorzenic sie juz w wiekszosci polskich laborato-
riow. Zazwyczaj jednak Laboratoria skupiajg sie na oszacowaniu niepewnosci samej proce-
dury analitycznej, nie uwzgledniajac przy tym etapu, jakim jest pobieranie probki. Nalezy
zaznaczy¢, ze whasciwe oraz doktadne pobieranie i transport prébek jest wstepnym warun-
kiem uzyskania wiarygodnych wynikéw badan. Oszacowanie niepewnosci poboru prébek
nie jest tatwym oraz ,tanim” przedsiewzieciem. W najprostszym przypadku, podczas stoso-
wania metody podwojenia pobierania prébek, koszty szacowania niepewnosci mogg pod-
nies¢ koszt badania probek $rednio 0 40%.

Gtéwnym celem referatu jest zwrdcenie uwagi na istotnos¢ przeprowadzania walidacji i sza-
cowania niepewnosci poboru probek.

2. ZRODLA NIEPEWNOSCI POBIERANIA PROBKI

W procesie poboru prébki mozna wyodrebnic siedem podstawowych czynnikow, wptywa-
jacych na niepewnosc. Przewodnik EURACHEM [2] wymienia nastepujace czynniki:

+ Niejednorodnosc (stopien rownomiernosci rozmieszczenia whasciwosci lub sktadnika w ca-
tej badanej masie materiatu);

- Strategia pobierania prébki (ustalony sposéb postepowania majacy na celu wydobycie,
pozyskanie, przechowanie, transport i przygotowanie czesci, ktéra ma by¢ wydzielona z po-
pulacji jako prébka);
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+ Przemieszczanie masy srodowiska (przyktadowo zmiana gestosci);
- Stan fizyczny masy (staty, ciekly, gazowy);

« Temperatura i ci$nienie;

« Proces pobierania prébki;

« Transport i zabezpieczenie probki.

Powyzsze czynniki mozna rozszerzy¢ o klasyfikacje btedéw pobierania probki, opisana
w mato rozpowszechnionej teorii pobierania probki wg Pierre Gy [3]. Btedy pobierania préb-
ki mozna sklasyfikowac jako:

« Btedy nieprawidtowego pobierania prébki (powstate gtéwnie w wyniku btedu grubego,
pomijane w oszacowaniu hiepewnosci, zgodnie z przyjetymi zasadami Przewodnika GUM).
Do btedéw tych zalicza sie:

- btad wazenia (SWE);

- btad charakterystyki punktu (PME);

- btad wyboru porcji prébki (IDE);

- btad pobierania porcji prébki (IXE);

- btad przygotowania porcji probki i probki (IPE).

« Btedy prawidtowego pobierania prébki, do ktorych zalicza sie:

- btad wyboru punktu (PSE);

- btad ciagty wyboru punktu (PSE 1);

- btad okresowy wyboru punktu (PSE 2);

- btad grupowania i segregacji (GSE);

- podstawowy btad pobierania prébki (FSE).

Niejednorodnos¢ materiatu, takiego jak np. kruszywo zawsze powoduje wzrost niepewno-
sci. Dlatego tak wazne jest petne oszacowanie niepewnosci, ktore bedzie uwzgledniac nie-
pewnos$¢ zwigzang z poborem prébki.

3. METODY SZACOWANIA NIEPEWNOSCI

Literatura podaje dwa gtéwne podejscia do szacowania niepewnosci pomiaru:
« podejscie modelowe,
+ podejscie doswiadczalne.

Podejscie modelowe (szeroko opisane w rozdziale 8 Przewodnika GUM) zaktada wstepna
identyfikacje wszystkich zrédet niepewnosci, ilosciowe okreslenie tych zrodet oraz pofacze-
nie wszystkich sktadowych, uzyskujac w efekcie koncowym ztozong niepewnos¢ standardo-
wa.

Podejscie doswiadczalne opiera sie na odtwarzalnosci pomiaru, oszacowanej, czy to na pod-
stawie badan wiasnych, czy tez na podstawie poréwnan miedzylaboratoryjnych. Niewat-
pliwg zaleta tego sposobu jest otrzymanie wiarygodnego oszacowania niepewnosci bez
koniecznosci wyodrebniania poszczegdélnych sktadowych. Sposéb ten dzieli zrodta niepew-
nosci na pochodzace od czynnikéw losowych lub systematycznych.

Nadrzednym celem podejscia modelowego, czy tez doswiadczalnego jest uzyskanie wystar-
Czajgco wiarygodnego oszacowania catkowitej niepewnosci pomiaru.
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W podejsciu doswiadczalnym istnieje pie¢ metod szacowania niepewnosci, ktére przedsta-
wiono w Tablicy 1.

Tablica 1: Metody doswiadczalnego szacowania niepewnosci

Metoda Krotki opis metody

Podwojenia IPolega na powtarzaniu pobierania przez tego samego préb-
kobiorce. Poniewaz obydwie prébki podlegaja przygotowaniu
fizycznemu w efekcie koricowym otrzymuje sie dwie oddzielne
prébki analityczne.
Nalezy zaznaczy¢, ze metoda nie uwzglednia udziatu btedu syste-
matycznego

Strategie pobierania Polega na zastosowaniu przez jednego probkobiorce kilku strate-

prébek gii pobierania probki.
Metoda pozwala wykry¢ btad systematyczny tylko pomiedzy
poszczegdlnymi strategiami poboru.

Poréwnanie Polega na zastosowaniu przez wielu prébkobiorcéw tej samej

miedzylaboratoryjne strategii poboru prébki (na zasadzie poréwnania miedzylaborato-

pobierania probki ryjnego). Metoda pozwala wykry¢ btad systematyczny pomiedzy
probkobiorcami

Badanie biegtosci Polega na zastosowaniu przez wielu prébkobiorcéw réznych stra-

pobierania probki tegii poboru probki. Metoda pozwala na wykrycie btedu systema-
tycznego zwigzanego z poborem prébki

Wariografia Metoda ta ma zastosowanie do okreslenia zmian w czasie lub
przestrzeni podczas pobierania probki. Jest narzedziem stuzagcym
do identyfikacji oraz ilosciowego okreslenia czesci sktadowych
niepewnosci losowych btedoéw poboru prébki, gtdwnie spowo-
dowanych zmianami w czasie

Najbardziej rozpowszechniong metoda stosowang w podejsciu doswiadczalnym jest meto-
da podwojenia, dlatego tez wykorzystano jg w niniejszym referacie do oszacowania niepew-
nosci pobierania probek kruszyw.

Nalezy zwrdci¢ uwage, ze kazdy ze sposobow szacowania niepewnosci (modelowy czy do-

$wiadczalny) ma w zaleznosci od sytuacji swoje zalety i wady. W Tablicy 2. wskazano gtowne
zalety i wady stosowania poszczegolnych sposobéw szacowania niepewnosci.

Tablica 2: Wady i zalety szacowania niepewnosci

Podejscie modelowe Podejscie doswiadczalne

Zalety Wady Zalety Wady

tatwa identyfikacja Moze wymagac Pozwala na Zwykle nie pozwala
gtéwnych wstepnych, uwzglednienie na ilosciowe okresle-
sktadowych szczegotowych wszystkich zrédet nie poszczegdlnych
niepewnosci badan niepewnosci sktadowych niepew-

nosci
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Jednoznaczna ocena
wptywu poszczegdl-
nych sktadowych

w przyjetym modelu

Prowadzi do bardziej
szczegobtowej oceny
niepewnosci

Moze wymagac
dodatkowych
informacji odnosnie
Zmiennosci

Moze wymagac
oszacowan lub
zatozen dotyczacych
o$miu rodzajow
btedéw pobierania

Nie wymaga
wczesniejszej
identyfikacji zrédet
niepewnosci

Nie opiera sie na
teoretycznym
modelu pobierania
probki ziarnistej, co
w przypadku gazow,

Daje jedynie
przyblizona wartos¢
niepewnosci

Wartosci ekstremal-
ne powtarzanych
pomiaréw moga
prowadzic¢ do
przeszacowania

probki (w przypadku
wykorzystania teorii
pobierania probki)

cieczy lub biomasy
jest niewatpliwag
zaletg

niepewnosci

Korzystniejszy

w przypadku
dtugoterminowych
poboroéw prébek

Czasochtonny, przez
co kosztowny

Korzystniejszy

w przypadku
pojedynczych
poboréw prébek

Czasochtonny, przez
co kosztowny

4. SZACOWANIE NIEPEWNOSCI POMIARU POBORU PROBEK KRUSZYW

Badania przeprowadzono na sktadowisku stozkowym kruszywa grubego, w celu mozliwosci
przeznaczenia kruszywa do mieszanek bitumicznych i powierzchniowych utrwalen stoso-
wanych na drogach, lotniskach i innych powierzchniach przeznaczonych do ruchu zgodnie
z wymaganiami normy PN-EN 13043:2004+Ap1:2010 [4].

Poniewaz kruszywo na sktadowisku stozkowym ulega segregacji, zgodnie z Zatgcznikiem
C normy PN-EN 932-1:1999 [5], prébki pobierano z wnetrza sktadowiska. Z dziesieciu lo-
sowo wybranych miejsc sktadowiska pobierano prébki za pomoca tadowarki. tadowarka
w kazdym punkcie pobierata po 8 tyzek kruszywa. Z co drugiej tyzki probkobiorca podwadjnie
pobierat po ok. 50 kg kruszywa, z ktérego usypywat dwa odrebne stozki. Probki nastepnie
pomniejszano metoda kwartowania, przygotowujac tym samym po dwie oddzielne prébki
pierwotne o masie ok. 10 kg kazda.

W dalszym etapie prébki suszono w suszarce z wymuszonym obiegiem powietrza przez
okres 12 godzin, w temperaturze 105°C. Nastepnie probki pomniejszano do wielkosci ok.
10 kg i oznaczano catkowity wskaznik ptaskosci zgodnie z wymaganiami normy PN-EN 933-
3:2008 [6] oraz zawartos¢ pytéw zgodnie z normg PN-EN 933-1:1999+A1:2004 [71].

Na etapie planowania walidacji ustalono nastepujace cele:

« zZapewnienie, ze mozna uzyska¢ niepewnos$¢ pomiaru na poziomie spetniajgcym przyjete
kryteria,

- opisanie sktadowych niepewnosci, w celu identyfikacji etapow pobierania probki i analizy,
ktére moga wymagac dopracowania.



W Tablicach 3-4 przedstawiono wyniki przeprowadzonych oznaczen.

Tablica 3: Wyniki oznaczenia wskaznika ptaskosci

Badana probka
pierwotna

1
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o

A1
19
18
20
20
19
19
18
21
18
19

A2
19
18
20
20
19
19
18
20
19
19

Tablica 4: Wyniki oznaczenia zawartosci pytow

Badana préobka
pierwotna

O 0 N O L1 Db W N =

—_
o

W toku analizy stwierdzono, ze uzyskane wyniki pozwalaja wnioskowa, iz stosunkowo duza
zgodnos¢ pomiedzy wynikami, wskazuje na mata niepewnosc¢ pobierania probek. Wyrazenie
ilosciowe sktadnikéw niepewnosci pomiaru oraz dwoéch gtéwnych sktadowych, jakimi sa

w tym przypadku niepewnos¢ poboru prébki oraz niepewnos¢ procesu analitycznego prze-

A1

1,3
1,6
1,5
1,8
2,1
1,6
1,5
1,1
24
1,7

A2
1,1
1,4
1,6
1,3
1,9
1,4
1,7
1,3
4,2
0,9

Wskaznik ptaskosci, %
B1
18
15
21
20
17
18
18
12
19
18

Zawartosc pytow, %
B1
1,0
1,1
1,3
1,2
1,8
0,8
1,1
1,3
1,2
1,3

prowadzono, stosujgc analize wariancji (ANOVA).

Analiza wariancji (ANOVA) jest metodg statystyczng, stuzacq do badania obserwacji, ktore
zaleza od jednego lub wielu czynnikow dziatajgcych rownoczesnie. Metoda ta wyjasnia,
z jakim prawdopodobienstwem wyodrebnione czynniki moga by¢ powodem réznic miedzy

obserwowanymi srednimi w grupach.

B2
18
16
21
21
16
16
17
18
18
19

B2
0,9
1,7
1,1
1,4
1,8
1,7
1,2
0,9
1,4
1,5
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W Tablicy 5. zestawiono dane obliczeniowe niepewnosci procesu pomiarowego oznaczania
wskaznika ptaskosci z zastosowaniem analizy wariancji (ANOVA).

Tablica 5: Analiza ANOVA - proces analityczny oznaczania wskaznika ptaskosci

Oznaczony wskaznik
Suma kwadra-

Identyfikacja plask;osa it ‘2::::::: tow réznic
probki Wynik1  Wynik2 X, We";’:*f';g’"p
Xil Xi2 n a
A1-1 19 19 19 0
A1-2 18 18 18 0
A1-3 20 20 20 0
A1-4 20 20 20 0
A1-5 19 19 19 0
A1-6 19 19 19 0
A1-7 18 18 18 0
A1-8 21 20 20,5 0,25
A1-9 18 19 18,5 0,25
A1-10 19 19 19 0
B1-1 18 18 18 0
B1-2 15 16 15,5 0,25
B1-3 21 21 21 0,0
B1-4 20 21 20,5 0,25
B1-5 17 16 17,5 0,25
B1-6 18 16 17 1,0
B1-7 18 17 17,5 0,25
B1-8 17 18 17,5 0,25
B1-9 19 18 18,5 0,25
B1-10 18 19 18,5 0,25
Wartos¢ srednia wszystkich pomiarow Btad -SS
X,=kx 3% _ 18575 SS=K§[(X -X1?+ (x,-X)] = 6,5
a 20 SN ' A PR ’
Liczba stopni swobody (df) Wariancja <6
df=(Nx2-N)=20 —~=0,325
df
Odchylenie standardowe Wzgledne odchylenie standardowe
(Niepewnos¢ wzgledna procesu anali-
SS tycznego)
D, = \l:: 0,57
df

RSD_ (%)= (57) x 100% = 3,0691

a
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W ten sam sposéb oszacowano niepewnos¢ procesu analitycznego oznaczania zawartosci
pytéw.

W Tablicy 6 zestawiono dane obliczeniowe niepewnosci pobierania prébki z zastosowaniem
analizy wariancji (ANOVA).

Tablica 6: Analiza ANOVA - pobieranie prébki do oznaczania wskaznika ptaskosci

Wynik analizy érednia .ty , oty ,
A1 A2 B1 B2 v (F=2-%) ("32 4.%)
Xi1 Xi2 Xi3 Xi4 !
19 19 18 18 18,5 0,063 0,063
18 18 15 16 16,75 1,563 1,563
20 20 21 21 20,5 0,250 0,250
20 520 20 21 20,25 0,063 0,063
19 19 17 16 17,75 1,563 1,563
19 19 18 16 18,0 1,000 1,000
18 18 18 17 17,75 0,063 0,063
21 20 17 18 19,0 2,250 2,250
18 19 19 18 18,5 0,000 0,000
19 19 18 19 18,75 0,063 0,63

Sy = gk[ 2x (ol 3Y1 4 2 (e e )] = 275

Wartos$¢ srednia wszystkich pomiarow . (SDSamp) .
X=18,55 RSD,, (%) = /% 100% = 5,905
SSE, =7 df. =10 df, = 20

Wariancja V.
samp

(Zem) - (25 sD,,,, =\ Vs, = 10954

samp 2

Szacowanie niepewnosci z zastosowaniem analizy wariancji (ANOVA) dato nastepujace wy-
niki, ktére zamieszczono w Tablicy 7. Rbwnoczesnie przeprowadzono szacowanie niepew-
nosci z zastosowaniem prostej metody obliczen rozstepu.

Tablica 7: Wzgledne niepewnosci rozszerzone (%, wspétczynnik rozszerzenia k=2) procesu analitycznego, po-
bierania prébki podczas walidacji, z zastosowaniem obliczern ANOVA

ANOVA Proces Pobieranie Niepewnos¢ Niepewnos¢
jednokierunkowa analityczny probki standardowa rozszerzona
Wskaznik ptaskosci 3,1 6,0 6,8 13,5

Zawartosc pytow 18,2 15,1 23,6 47,2
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Dla poréwnania przeprowadzono szacowanie niepewnosci na podstawie obliczen rozstepu.
Poszczegolne etapy obliczen przedstawiono w Tablicy 9. W Tablicy 8. przedstawiono wyniki
0szacowania niepewnosci z zastosowaniem obliczen rozstepu.

Tablica 8: Wzgledne niepewnosci rozszerzone (%, wspétczynnik rozszerzenia k=2) procesu analitycznego oraz
pobierania prébki podczas walidacji, z zastosowaniem obliczen rozstepu

Proces Pobieranie Niepewnos¢ Niepewnos¢
analityczny probki standardowa rozszerzona

Wskaznik ptaskosci 3,0 6,3 6,98 14,0
Zawartosc pytow 19,0 10,8 21,9 43,8

Obliczenia rozstepu

Dodatkowo oszacowano niepewnos¢ pomiaru oznaczania wskaznika ptaskosci metoda

modelowania.

Stwierdzono, ze na wynik pomiaru w sposéb istotny wptywaja nastepujace sktadowe:

« Pomniejszanie probki do probki analitycznej (niepewnos¢ czastkowa uzyskana w ZBL FER-
ROCARBO wynosi 2,5%);

« Przesiewanie na sitach pretowych (niepewnos¢ czastkowa uzyskana w ZBL FERROCARBO
wynosi 0,1%);

» Wazenie poszczegdlnych frakcji (niepewnos¢ czastkowa uzyskana w ZBL FERROCARBO wy-
nosi 0,95%).

Nastepnie obliczono ztozong niepewnos$¢ pomiaru, korzystajac z prawa propagacji niepew-
nosci GUM, ktora wyniosta 2,68%.

W opracowaniu oszacowania niepewnosci oznaczania wskaznika ptaskosci oraz zawartosci
pytéw kierowano sie wytycznymi podanymi w Biuletynie Informacyjnym POLLAB nr 1/48/
2007 [8] oraz 1/52/2009 [9].

Pobieranie probek kruszyw zostato znormalizowane (norma PN-EN 932-1:1999), z tego tez
wzgledu przeprowadzajac walidacje, ograniczono sie jedynie do préby oszacowania nie-
pewnosci pobierania prébki.

5. PODSUMOWANIE

Poréwnujac niepewnosci otrzymane z zastosowaniem analizy wariancji ANOVA, obliczen
rozstepu oraz metody modelowania mozna stwierdzi¢, ze uzyskano bardzo zblizone wyniki
pomimo zastosowania roznych metod szacowania niepewnosci. Metoda modelowania ma
niewatpliwe tg zalete, ze budzet niepewnosci (sktadowe) wskazuje na te etapy procedury
analitycznej, ktére maja istotny wptyw na niepewnos¢, czego niestety nie mozna przypi-
sa¢ modelowaniu doswiadczalnemu. Z drugiej strony, podejscie doswiadczalne pozwala na
szybkiei stosunkowo proste oszacowanie niepewnosci pobierania probek.

Omoéwione sposoby obliczeniowe szacowania niepewnosci zostaty szerzej opisane w Biule-
tynie Informacyjnym Klubu POLLAB nr 1/52/2009 i to na ich podstawie w ZBL FERROCAR-
BO oszacowano niepewnos$¢ pobierania probki kruszywa. Mamy nadzieje, ze przyblizajac
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doswiadczalne sposoby szacowania niepewnosci, (ktére na dobrg sprawe nie sg skompli-
kowane, nie wymagaja bowiem wyodrebnienia sktadowych i obliczania krok po kroku,
a obliczenia mozna wykonac¢ uzywajac arkusza kalkulacyjnego), zwrécimy uwage na potrze-
be poszukiwania takich sposobow szacowania niepewnosci, ktére najlepiej beda odzwier-
ciedlac rzeczywistos¢ poboru probek oraz pomiaru.
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1. WSTEP

Zgodnie z nizej zamieszczong tabela wymagan (rys. nr 1) normy PN-5-06102:1997 [7.9] dla
podbudowy z kruszywa, okreslenie wartosci CBR jest jedng z podstawowych wiasciwosci
kruszywa, ktéra decyduje o przydatnosci badanego materiatu.

11 Wskaznik nosnosci w_, mieszanki
kruszywa, nie mniejszy niz:
a) przy zageszczeniu [ > 1,00 80 60 80 60 80 60
b) przy zageszczeniu /> 1,03 120 - 120 - 120 -

Rys. 1.

Z kolei wedtug wytycznych do projektowania i modernizacji nawierzchni [7.4] warto$¢ CBR
jest jednym z parametréow kwalifikujgcych podtoze gruntowe do odpowiedniej grupy no-
$nosci (rys. nr 2), co z kolei ma decydujgce znaczenie przy wyborze sposobu wykonania na-
wierzchni (rys. nr 3).

Grupa nosnosci podioza Wskaznik nosnosci CBR
Gi [%]
G, >10
G, 3-10
G, 3-5
G, <3
Rys. 2.
Podtoze G, ? = ?_\- Podtoze G3 ——_ = Podtoze G4 L — - o
= ﬁ*‘ ' el S _—__ ~
...: e —.i-f..' , 'T'_,‘Ff"_'_—'_;.—_—_ﬂfi_ = "-_T_‘-‘T_—'—_—_'Efi’_{_

| e | . T Geosyntetyk i
| 30 cm nowej warstwy o CBR 20% | |SOme nowej warstwy o CBR 20% yntety :75 cm nowej warstwy o CBR 20% Geosyntetyk
lub Flul lub

25 cm nowej warstwy o CBA 25% 40 cm nowej warstwy o CBA 25% 60 cm nowej warstwy o CBA 25%

Rys. 3.
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2. PODSTAWOWE POJECIA

2.1. Wilgotnos¢ optymalna i maksymalna gestosc objetosciowa szkieletu gruntowego
metoda proctora

Wilgotnos¢ optymalna jest to taka wilgotnos¢, przy ktorej w okreslonych warunkach ubija-
niamozna osiaggna¢ najwieksze zageszczenie materiatu, co jest jednoznaczne z uzyskaniem
maksymalnej gestosci objetosciowej szkieletu gruntowego ubijanego materiatu (rys. nr 4).

/
p,g/cm’

\J

0
Rys. 4. w, %

W laboratorium mozna przeprowadzi¢ badanie okres$lajace wilgotnos¢ optymalng i maksy-
malng gestos¢ objetosciowq szkieletu gruntowego: 4 metodami wg PN-B-04481:1988 [7.5],
tabela nr 1i 6 metodami wg PN-EN 13286-2:2007 [7.6], tabela nr 2.

Tabela 1.

Metoda Cylinder Ubijak Liczba Liczba Wysokos¢opadania Energia

[kgl warstw uderzen ubijaka [cm] ubijania[J/cm?]
I maty (A) lekki-2,5 3 25 32 0,59
I duzy (B) lekki-2,5 3 55 32 0,59
1 maty (A) ciezki-4,5 5 25 48 2,65
v duzy (B) ciezki-4,5 5 55 48 2,65
Tabela 2.
Energia

Ubijak Liczba Liczba Wysokos¢opadania

Metoda ' Cylinder [kgl warstw uderzen ubijaka [cm] l;?;jc:::;;
I maty (A) lekki - 2,5 3 25 30,5 0,6
Il duzy (B) lekki - 2,5 3 56 30,5 0,6
1 maty (A) ciezki - 4,5 5 25 45,7 2,7
1Y duzy (B) ciezki - 4,5 5 56 45,7 2,7
v b.duzy (C) b.ciezki-15 3 22 60,0 0,6
VI b.duzy (C) b.ciezki-15 3 98 60,0 2,7



2.2, Kalifornijski wskaznik nosnosci CBR

Wskaznik nosnosci wyrazony jest procentowym stosunkiem obcigzenia jednostkowego
p, ktore nalezy zastosowac, aby trzpien o ksztatcie wydtuzonego walca o przekroju 20 cm?
(d=5,0 cm) wcisna¢ w odpowiednio przygotowang probke materiatu do okreslonej gteboko-
$ci 2,5 mm lub 5,0 mm, ze statg predkoscia, do porownawczego obcigzenie jednostkowego
P, ktdre jest wartoscig statg i odpowiada cisnieniu jakie byto potrzebne, aby taki sam trzpien
z takq sama predkoscig oraz na takg sama gtebokos¢ wcisng¢ w materiat wzorcowy, ktory
stanowi ttuczen standardowo zageszczony. Wskaznik nosnosci w__. (CBR) wyznacza sie ze
wzoru, w procentach:

S.

W (CBR) =—-x 100
nos. pp
Procedura przeprowadzania tego badania w laboratorium opisana jest w kilku normach,
ktére nie sa wycofane przez PKN oraz sa powszechnie stosowane w specyfikacjach technicz-
nych, sg to: normy polskie [Podbudowy z kruszyw 7.9, Roboty ziemne 7.7, Oznaczenie wskaz-
nika nosnosci 7.8] i jedna europejska [Oznaczenie kalifornijskiego wskaznika nosnosci 7.10].

3. OZNACZANIE WILGOTNOSCI OPTYMALNE)J

Wilgotnos$¢ optymalng wyznacza sie z wykresu zaleznosci gestosci objetosciowej do wil-
gotnosci materiatu, ktore to wartosci otrzymuje sie podczas badania zageszczalnosci jedna
z w/w metod Proctora. Wykres ten stuzy rowniez do okreslenia maksymalnej gestosci obje-
tosciowej szkieletu gruntowego (p_) (rys. nr 5).

N
o
(v

>
2
@ = =2,020 1T+ ==
I 2,00 Pds = < A
X
N Lo } h
S~ l,
g < 1,90 . } \'C
g q i o
g ° .
8 & 1,85 t
o 2 80 /
.g\ 8 ! /' I
c 1,75
¥ 3 Wopt. = 9,3%
S o 1,70 L 3
5 & HENEEN
& e EENEE
0 2 4 6 8 10 12 14
Rys. 5 Wilgotnosé - w, %
ys. 3. PN — 88/B - 04481 - 34

Laboratoria wyznaczajg maksimum w rézny sposob (rys. nr 6-9),

1,9
1,88
1,86
1,84

1,82

18 L O
1,78
1,76
1,74

1,72
1,7

gruntowego [g/cm3]

Gestos¢ objetosciowa szkieletu

5,30 6,23 8,36 9,98 11,60 11,83
Rys. 6. Wilgotnos¢ [%]
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Analizujac zachowanie sie materiatdw podczas badania Proctora wydaje sie, ze maksimum
krzywej zageszczenia nalezy wyznacza¢ pomiedzy ostatnim punktem, w ktérym waga prob-
ki rosnie, a pierwszym punktem w ktérym waga ta zaczyna spadac.
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4. 0ZNACZANIE WARTOSCI CBR

4.1. Normy polskie

Przepisy krajowe nie wymagajg dodatkowych interpretacji oprécz odczytania sity potrzeb-
nej do zagtebienia trzpienia na okres$long gtebokos¢ w materiale i empirycznym obliczeniu
wskaznika nosnosci. Wyjatkiem jest norma branzowa [7.8], rzadko stosowana, ktéra wyma-
ga sporzadzenia wykresu zaleznosci sity nacisku trzpienia od gtebokosci zagtebienia. Wprost
z wykresu odczytuje sie wartosc sity nacisku na odpowiedniej gtebokosci (rys. nr 10).

Nacisk trzpienia na grunt p kG/cm?

SS 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
ELE S T T
FHIIRNLY Y
“Ya NN |
11,25 AN |\\\ .
N i
RN, AN
2 25 N : \\
|2 I \1
| N
\
3375 S \\
(N
N N
Al
4 50 \
Rys. 10. 8931-05-5

4.2. Normy europejskie

Zapisy europejskich przepisow normowych [7.10] wymagajg sporzadzenia wykresu zalez-
nosci sity nacisku trzpienia od gtebokosci zagtebienia (rys. nr 11).

26,7 /’
22,2 o
1/CBR0,1=53'—33‘2‘10 = 40%
17,8
/ CBRy > = (2432, 10 = 38%
13,3 A
3 -
8,96——f—F—— , /
”
JavZd
4,4 | :
'
’ | |
1 0251 0511 0,76 1,02 1,27
| | | >

00 025 0,51 -
Rys. 11. Zagtebienie trzpienia [cm]

Nacisk na trzpien [kN]

N—\Y

Dodatkowo w sytuacjach, kiedy poczatek krzywej jest wklesty ku gorze (widac to na rys. nr
11), co moze by¢ spowodowane nieréwnoscig powierzchni probki, nalezy dokonac¢ korekty
krzywej (rys. nr 12).
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5. PRAKTYCZNE PRZYKLADY ZROZNICOWANIA WSKAZNIKA CBR

5.1. Wilgotnos¢ optymalna a CBR
« badania ILC

Tabela 3: Badany materiat: sypki, drobnoziarnisty (piasek)

Wilgotnos¢ optymalna [%] Wskaznik CBR-2,5 mm [%] Wskaznik CBR-5,0 mm [%]

10,5 25,0 11,8
10,0 18,9 21,5
12,4 9,8 10,3
12,1 9,8 12,4
14,5 7,6 7,1

srednia=11,9 - -

- badania wlasne

Tabela 4: Badany materiat: kruszywo famane, fr. 0/31,5

Wilgotnos¢ optymalna [%] Wskaznik CBR-2,5 mm [%] Wskaznik CBR - 5,0 mm [%]
10,9 20,7 354
11,47 17,8 21,3

5.2. Wartos¢ CBR a korekta wykresu CBR

Tabela 5: Badany materiat: kruszywo tamane, fr. 0/31,5

Korekta Wskaznik CBR -2,5 mm [%] Wskaznik CBR -5,0 mm [%]
przed 20,7 35,4
po 25,0 38,0



Tabela 6: Badany materiat: piasek gliniasty

Korekta Wskaznik CBR -2,5 mm [%] Wskaznik CBR-5,0 mm [%]
przed 1,9 3,0
po 2,6 3,8

Tabela 7: Badany materiat: nasypowy grunt sypki

Korekta Wskaznik CBR - 2,5 mm [%] Wskaznik CBR -5,0 mm [%]
przed 3,0 5,7
po 7,0 12,2

Tabela 8: Badany materiat: piasek sredni

Korekta Wskaznik CBR - 2,5 mm [%] Wskaznik CBR -5,0 mm [%]
przed 1,6 2,8
po 2,9 4,4

Tabela 9: Badany materiat: kruszywo tamane w nasypie

Korekta Wskaznik CBR -2,5 mm [%] Wskaznik CBR -5,0 mm [%]
przed 7,5 15,4
po 16,7 23,0

6. WALIDACJA | SZACOWANIE NIEPEWNOSCI POMIARU

6.1. Na podstawie przeprowadzonych badan miedzylaboratoryjnych oraz podwojonych
prébek badawczych w warunkach rzeczywistych mozna przeprowadzi¢ proces walidacji,
a nastepnie szacowania niepewnosci pomiaru wykorzystujac podane nizej elementy staty-
styki:

- Bfad systematyczny - bias,

« Wskaznik zmiennosci - z,

- Odtwarzalnos¢ wewnatrzlaboratoryjna (precyzja posrednia) — Rw,

+ Rozstep.

6.2. Pierwszym etapem jest walidacja metody badawczej, ktérg mozna wykonac w nastepu-

jacych krokach:

- okreslenie wzglednej precyzji posredniej, ktdra przeprowadzono na podstawie analizy sta-
tystycznej wynikow z podwojonych prébek badawczych (w warunkach rzeczywistych),

+ w celu wyeliminowania wynikéw skrajnych mozna zastosowac jeden z dostepnych testow,
np. Q-Dixona czy Grubbsa,

- ostatecznie uzyskuje sie wartos¢ wzglednego odchylenia standardowego odtwarzalnosci
wewnatrzlaboratoryjnej sRw czyli wzglednej precyzji posredniej z wykorzystaniem rozstepu,

- okreslenie wzglednej doktadnosci (biasu - facznie dla laboratorium i metody badawczej)
oraz bezwzglednej wartosci wskaznika zmiennosci dla biasu z na podstawie poréownan
miedzylaboratoryjnych ILC,

+ na podstawie powyzszych obliczen dokonujemy walidacji metody badawcze;j.

33
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6.3. Drugim etapem jest szacowanie niepewnosci pomiaru, ktéry to proces mozna przepro-
wadzi¢ w nastepujacy sposob:

- generalnie stosujemy dos$wiadczalne podejscie wewnatrzlaboratoryjne z wykorzystaniem
wynikow ILC,

szacujemy wzgledng rozszerzong niepewnos¢ pomiaru jako pierwiastek sumy kwadra-
tow wzglednego odchylenia standardowego odtwarzalnosci wewnatrzlaboratoryjnej sRw
i wzglednej doktadnosci biasu, przy ustalonym przedziale ufnosci i wtasciwym wspétczyn-
niku rozszerzenia.
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Agnieszka Wichtacz
Interdyscyplinarny Zespét Badawczy SALUBRIS
Tulce k. Poznania

Omoéwiono poszczegdlne etapy walidacji metody jednoczesnego oznaczania
jonoéw: Br, Cl, F, NO,, NO,, PO 7, SO/, Li*, Na*, NH !, K*, Ca**, Mg** w wodach
i Sciekach. Oznaczenia wykonywane sq zgodnie z normami PN-EN 1SO 10304-
1:2009 oraz PN-EN ISO 14911:2002. W procesie walidacji wykorzystano certyfiko-
wane matrycowe materiaty odniesienia, dane uzyskane w procesie sterowania
jakoscig oraz wyniki uzyskane w badaniach biegtosci. Na etapie szacowania nie-
pewnosci uwzgledniono etap pobieranie probek dla wszystkich analizowanych
matryc.

Liczne zalety jakimi charakteryzuje sie chromatografia jonowa sprawity, ze jest obecnie naj-
popularniejszg instrumentalng metoda oznaczania anionéw i kationow w wodach i sciekach.
Wsrod zalet tych mozna wymieni¢ m.in. mozliwos¢ jednoczesnego oznaczania kilkunastu
jonow, stosunkowo krotki czas analizy, niewielka ilos¢ prébki potrzebna do wykonania ozna-
czen oraz prosty sposdb przygotowania prébek, niskie granice wykrywalnosci i oznaczalno-
$ci, szeroki zakres roboczy, wysoka selektywnos$¢ w stosunku do oznaczanych parametrow
w probkach o ztozonej matrycy, mozliwos¢ petnej automatyzacji, stosowanie tanich i bez-
piecznych eluentéw. Metoda chromatografii jonowej ciagle sie rozwija, nowoczesna apara-
tura zwieksza mozliwosci analityczne, co pociaga za soba konieczno$¢ zmian dokumentéw
normatywnych. Ostatnie zmiany dotyczyly oznaczania anionéw. W 2007 roku ukazata sie
norma ISO 10304-1:2007, ktéra w 2009 roku zostata wydana przez PKN [1].

W Laboratorium Interdyscyplinarnego Zespotu Badawczego SALUBRIS od 2007 roku metoda
chromatografii jonowej stosowana jest do jednoczesnego oznaczania aniondéw i kationéw
w wodach pitnych, powierzchniowych, podziemnych, $ciekach oczyszczonych, surowych
i odciekach sktadowiskowych. Do tego celu wykorzystane sa dwa chromatografy jonowe
Dionex ICS-1000 pofaczone ze soba przez automatyczny podajnik probek. Oznaczanie ste-
zen aniondw i kationdw wykonywane jest wiec jednoczesnie z jednej probki. Aparatura ob-
stugiwana jest z poziomu oprogramowania Chromeleon®. Oznaczenia Br, Cl, F, NO*, NO?,
PO,*, SO,* wykonywane sg zgodnie z norma PN-EN ISO 10304-1:2009 [1], natomiast Li*, Na*,
NH,*, K*, Ca**, Mg** zgodnie z PN-EN ISO 14911:2002 [2]. Analiza chromatograficzna wyko-
nywana jest najszybciej jak to mozliwe, gdyz nie mozna utrwali¢ probki, w sposéb inny niz
schtodzenie.
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Przeprowadzenie procesu walidacji metody jednoczesnego oznaczania anionéw i kationéw
byto dos¢ szczegdlne ze wzgledu na réznorodnosc analizowanych matryc oraz ilos¢ ozna-
czanych parametrow, wsrod ktorych znajduja sie jony na réznych poziomach stezen. Pierw-
szym krokiem byto zdefiniowanie kryteriéw walidacji. Jako podstawowe kryteria przyjeto
obowiazujace wymagania prawne Ministra Zdrowia [3], Ministra Srodowiska [4] oraz wyma-
gania norm PN-EN ISO 10304-1:2009, PN-EN 1SO 14911:2002 oraz PN-EN ISO/IEC 17025:2005
[5]. Na podstawie posiadanego doswiadczenia oraz danych literaturowych [6, 7] uznano,
ze kluczowe parametry walidacyjne to: granica wykrywalnosci (ang. limit of detection, LOD)
i oznaczalnosci (ang. limit of quantification, LOQ), precyzja w warunkach powtarzalnosci
i odtwarzalnosci, poprawnos¢ (ang. bias), zakres pomiarowy, zaleznos¢ krzywej kalibra-
cyjnej, niepewnos¢ pomiaru. W trakcie badan walidacyjnych Laboratorium brato udziat
w licznych badaniach biegtosci (PT) i poréwnaniach miedzylaboratoryjnych (ILC), a uzyskane
wyniki byly na biezaco analizowane. Prébki matrycowe, ktére zostaty po PT/ILC byty wyko-
rzystywane w sterowaniu jakoscig badan. W procesie walidacji najwieksza uwage skupiono
na analizie wynikéw uzyskanych z analiz matrycowych materiatéw odniesienia, czyli prébek
najbardziej zblizonych do prébek badanych w laboratorium. W trakcie badan walidacyjnych
laboratorium dysponowato 11 takimi prébkami.

Ustalenie kluczowych parametréw walidacji jest sprawg indywidualng kazdego laborato-
rium. Ponizej przedstawiono sposéb w jaki laboratorium Interdyscyplinarnego Zespotu Ba-
dawczego SALUBRIS przeprowadzito proces walidacji metody oznaczania aniondw i katio-
now.

1. GRANICA WYKRYWALNOSCI | GRANICA OZNACZALNOSCI:

Granice wykrywalnosci LOD wyznaczono na dwa sposoby kierujac sie definicjami zawartymi
w Rozporzadzeniu Ministra Zdrowia [3] oraz danych literaturowych [6]. W pierwszym przy-
padku LOD jest definiowana jako warto$¢ trzykrotnego odchylenia standardowego s dla se-
rii analiz probek o niskim stezeniu analitu lub pieciokrotnego odchylenia standardowego
wyznaczonego dla serii analiz préb slepych. W drugim przypadku LOD obliczona jest jako
$rednia serii pomiarow probek Slepych x, powigkszonej o trzykrotna wartos¢ odchylenia
standardowego s, zgodnie z réwnaniem:

(1

LOD=x, +3s

W celu wyznaczenia granicy wykrywalnosci LOD oraz oznaczalnosci LOQ anionow i kationéw
metoda IC przeprowadzono analize kilkunastu niezaleznie przygotowanych prébek slepych
(woda dejonizowana) oraz serie analiz probek zawierajacych Br, CI, F, NO,,NO,, PO,* SO,%,
Li*, Na*, NH,*, K*, Ca**, Mg** o stezeniach od 0,01 mg/l do 0,1 mg/I. W wigkszosci przypad-
koéw wyniki obliczonej granicy wykrywalnosci byty zbiezne. Do dalszych obliczeh wybierano
zawsze wynik wyzszy. Granice oznaczania ilosciowego obliczono nastepnie jako trzykrotng
wartos$¢ granicy wykrywalnosci.

Otrzymane wyniki poréwnano z zatozonymi wczesniej kryteriami. Obliczone granice wy-
krywalnosci oznaczania aniondw i kationéw stanowia <10% najwyzszych dopuszczalnych
stezen jondw w wodzie do picia [3] oraz sg nizsze od najwyzszych dopuszczalnych stezen
w | klasie wéd podziemnych [4].



2. ZAKRES ROBOCZY ORAZ CHARAKTERYSTYKA KRZYWEJ KALIBRACYJNEJ

Jakjuz wyzej wspomniano za pomocg techniki IC mozna analizowac przerézne matryce m.in.
wody do picia, wody powierzchniowe, podziemne, morskie, $cieki oczyszczone i surowe.
W wymienionych matrycach jony znajduja sie na réznych poziomach stezen np. azotyny lub
jon amonowy w uzdatnionych wodach czesto znajduja sie ponizej granicy oznaczalnosci,
natomiast w $ciekach ich stezenie moze przekracza¢ gérng granice oznaczania ilosciowego.
Rozcienczanie probek zawierajagcych wysokie stezenia niektorych anionéw lub kationdw,
wigze sie z kolei z ryzykiem utraty innych analitdw. Oczywistym jest rowniez fakt, ze zakres
roboczy jest determinowany przez mozliwosci techniczne aparatury.

Stosowany w laboratorium zakres roboczy oznaczania aniondéw i kationdw obejmuje przede
wszystkim stezenia jondw spotykane w analizowanych rutynowo probkach oraz obejmu-
je najwyzsze dopuszczalne stezenia okreslone w odpowiednich przepisach i rozporzadze-
niach. Krzywe kalibracyjne przygotowane sg w oparciu o wykorzystanie materiatow od-
niesienia zawierajacych pojedyncze jony lub ich mieszaniny. Kazda krzywa sktada sie min.
z 5 punktéw, im zakres roboczy oznaczania danego anionu lub kationu jest wiekszy tym
ilos¢ punktow na krzywej wzrasta. Najistotniejsze w wykonaniu kalibracji jest sprawdzenie
poprawnosci wykonanej krzywej. Wykonywane sg analizy matrycowych materiatéw odnie-
sienia, ktore zawieraja jony na réznych poziomach stezen. Automatycznie z poziomu opro-
gramowania Chromeleon® obliczana jest poprawnos¢ wykonanego oznaczenia wzgledem
wartosci certyfikowanej (Rys.1). Wykorzystywane sg m.in. probki wody miekkiej i twardej,
wody podziemnej, powierzchniowej, wody wysoko zasolonej, etc. Krzywa kalibracyjna moze
by¢ wykorzystywana jezeli wyniki tych sprawdzen spetniaja zatozone kryteria.
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Rys.1. Rozdziat chromatograficzny kationéw w prébce CRM wody powierzchniowej (dane z Chromeleon®)

Aktualnie obowiazujace normy opisujace zarowno metode chromatografii anionowej [1],
jak i kationowej [2] pozwalajg na dowolno$¢ w wyborze rodzaju krzywej kalibracyjnej. Moz-
na stosowac krzywe kalibracji pierwszego stopnia lub drugiego stopnia. W warunkach pracy
naszego laboratorium, zauwazono ze stosowanie krzywych drugiego stopnia czesto pozwa-
la znacznie wydtuzy¢ zakres roboczy, zapewniajac jednoczesnie poprawnos¢ wykonywa-
nych oznaczenh.
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3. OBLICZANIE PRECYZJI

Precyzje okreslono na podstawie odchylenia standardowego rozktadu wynikéw pomiaréow
matrycowych materiatéw odniesienia od sredniej i wyrazono w % jako wspétczynnik zmien-
nosci CV (ang. coefficient of variation):

2
CV =2 +100%
gdzie: i
s - odchylenie standardowe powtarzalnosci s lub odtwarzalnosci s,
X, - Srednia pomiarow. '

Materiatami odniesienia poddanymi analizie byty matrycowe probki, ktore pozostaty po ba-
daniach biegtosci oraz wzbogacona prébka wody podziemnej przygotowana w laborato-
rium (ang. house reference material). Badane materiaty zawieraty aniony i kationy na réznych
poziomach stezen, spotykanych w probkach rzeczywistych.

Precyzje w warunkach powtarzalnosci obliczono na podstawie wynikéw zbieranych w krot-
kim okresie czasu, maksymalnie w ciaggu 3-4 dni. Istotniejsze informacje jednakze dostarcza-
ja wyniki zbierane w dtugim okresie czasu. Méwimy wtedy o precyzji w warunkach odtwa-
rzalnosci wewnatrzlaboratoryjnej. W tym przypadku wykorzystano wyniki z kilku miesiecy
(dane ze sterowania jakoscig badan). W zaleznosci od badanego materiatu byto to od 36 do
86 wynikow.

Zgodnie z oczekiwaniem wspoétczynniki zmiennosci CV% wyznaczone na podstawie ana-
liz wykonanych w warunkach powtarzalnosci sg nieco nizsze niz wyznaczone w warunkach
odtwarzalnosci. Najwyzsze wyniki obliczonej precyzji odtwarzalnosci dla oznaczanych anio-
néw i kationdw w badanych zakresach miescity sie w granicach 2%-8%, w zaleznosci od
danego jonu.

Otrzymane wyniki precyzji poréwnano z wybranymi danymi statystycznymi (wspotczynnik
zmiennosci powtarzalnosci CV % i odtwarzalnosci CV,%) zawartymi w normach PN-EN ISO
10304-1:2009 oraz PN-EN ISO 14911:2002. Analizowano dane z porownan miedzylabora-
toryjnych dotyczacych analiz probek syntetycznych oraz matrycowych (wody pitnej, po-
wierzchniowej, podziemnej, sciekéw). Zarowno CV oraz CV, obliczone w laboratorium dla
prébek na podobnych poziomach stezen jak zaprezentowano w normie sg nizsze.

4. OBLICZANIE POPRAWNOSCI | ODZYSKU

Obliczanie poprawnosci i odzysku oznaczania stezenia anionow i kationdw wykonano
w oparciu o badania certyfikowanych matrycowych materiatéw odniesienia (CRM). Wyko-
rzystanie do tego celu CRM jest najlepszym sposobem aby dowiedziec sie o obcigzeniu (ang.
bias) metody badawczej, aparatury, wptywie matrycy itp.

Poprawnos$¢ wyrazono jako btad wzgledny w % korzystajac ze wzoru:

A=2"H  100%
u



gdzie:

A - wzgledna réznica miedzy wartosciag Srednig zmierzong a wartoscia odniesienia,
X, - Srednia arytmetyczna serii pomiarow,

U - wartosc odniesienia.

Btedy systematyczne metody mozna tatwo wykry¢ dzieki badaniom odzysku. W przypadku
analiz wykorzystujacych CRM mozna korzysta¢ ze wzoru [8]:
. 4)
Reaw =11 * 100%
gdzie:
R - Wzgledny stosunek wartosci zmierzonej x do wartosci odniesienia.

W przypadku badania odzysku R polegajagcego na dodawaniu okreslonej ilosci analitu do
prébki rzeczywistej i porownaniu wartosci sygnatu dla probki bez i z dodatkiem analitu, po-
stuzono sie wzorem:

¢, C )

R
. C.A
gdzie:
Cy - stezenie analitu mierzone w prébce wzbogaconej,
C. stezenie analitu mierzone w prébce niewzbogaconej,

C, - stezenie dodanego analitu.

* 100%

Najwyzszy obliczony btad wzgledny dla oznaczanych anionéw i kationéw w badanych
zakresach nie przekracza 5%, R_,,, miesci sie¢ w granicach 98%-101%. Odzysk w probkach
wzbogaconych R miesci sie w granicach 90% —110%.

5.WALIDACJA PERSONELU

Analizy z wykorzystaniem chromatografii jonowej w laboratorium wykonuja 3 osoby. Wy-
dato sie wiec konieczne zweryfikowanie czy przygotowanie prébek przez rézne osoby ma
wptyw na koncowy wynik.

Analizom poddano prébki rzeczywiste pobrane przez personel i byty to: 2 wody pitne, 2
wody powierzchniowe, 2 wody podziemne, odciek sktadowiskowy. Osoby przygotowaty
niezaleznie kazda prébke w dwdch réznych rozcienczeniach. Wyniki jakie uzyskata osoba
o najwiekszym stazu na stanowisku chromatografii jonowej zostaty wybrane jako stanowigce
wartosc odniesienia. Na podstawie obliczonego btedu wzglednego oceniono czy wystepuja
istotne réznice w przygotowaniu prébek przez rézne osoby. Btad wzgledny nie przekroczyt
2%, a w wiekszosci przypadkéw stanowit <1%. Wyniki wskazuja, ze wptyw osoby przygo-
towujacej probke do analiz chromatograficznych w laboratorium ma niewielki wptyw na
koncowy wynik analizy

6. SZACOWANIE NIEPEWNOSCI METODY

Szacowanie niepewnosci wykonano w oparciu o wyniki analiz matrycowych materiatéw
odniesienia uzywanych w wewnetrznej kontroli jakosci. Zastosowane materiaty odniesienia
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reprezentujg typowe matryce prébek analizowanych w laboratorium. Obliczenia wykonano
zgodnie z wytycznymi zawartymi w ,Podreczniku obliczania niepewnosci w laboratoriach
srodowiskowych” - ttumaczenie NORDTEST TR537, wersja 3, 2008 [9].

Niepewnosc¢ rozszerzong obliczono jako pierwiastek kwadratowy sumy kwadratéw niepew-
nosci standardowych na podstawie wzoru:

U= k+VUA? + UB?
gdzie:

k- wspétczynnik rozszerzenia k=2, dla poziomu ufnosci 95%
U, - niepewnosc¢ standardowa zwigzana precyzja,
U, - niepewnosc zwigzana z obcigzeniem metody (ang. bias).

(6)

Niepewnos¢ zwigzana z obcigzeniem obliczono na podstawie wzoru:

_Alhincz (Sbias)? 2
. U, =|bias (Vﬁ) u(Cref)
gdzie:
bias - bfad wzgledny serii pomiarow materiatu odniesienia
S,..- odchylenie standardowe odtwarzalnosci serii pomiarow

u Cref- niepewnosc¢ standardowa wartosci certyfikowane;j

1(916*1*100%

u Cref =
gdzie:
n - liczba pomiaréw,
C- stezenie analitu mg/I

Zatozono, ze niepewnos¢ krzywej kalibracji, niepewnos¢ szkta miarowego, materiatow od-
niesienia uzytych do kalibracji zwigzane sa z niepewnoscia precyzji i obcigzenia metody.

Oszacowana niepewnos$¢ rozszerzona U (k=2, 95%) oznaczania aniondéw i kationdw miesci
sie w granicach od 10%-17% w zaleznosci od danego jonu. W niektérych przypadkach osza-
cowana niepewnos¢ dotyczy catego zakresu roboczego, w innych przypadkach oszacowane
wartosci U w dolnych czesciach zakreséw roboczych sg wyzsze. Wartosci U sa wyzsze réw-
niez dla wod zanieczyszczonych i sciekéw.

Otrzymane wyniki oszacowanej niepewnosci rozszerzonej U (k=2, 95%) poréwnano z dany-
mi zawartymi w normach PN-EN ISO 10304-1:2009 [1] oraz PN-EN ISO 14911:2002 [2]. War-
to$¢ odchylenia standardowego odtwarzalnosci miedzylaboratoryjnej przyjmowana jest
jako niepewnos¢ standardowa u s, i w zwigzku z tym niepewnosc rozszerzona wynosi:

9)

UPTILC = k* u SR

W niektérych przypadkach, w ktérych uznano, ze oszacowana niepewnos¢ jest zbyt mata
przyjeto wartos¢ niepewnosci rozszerzonej obliczonej na podstawie norm.

Oszacowana niepewnos¢ rozszerzona oznaczania anionow i kationow zostata potwierdzona
pozytywnymi wynikami w wielu badaniach biegtosci i poréwnaniach miedzylaboratoryjnych.
Naponizszymrysunkuzaprezentowano przyktadowytrend wskaznikazuzyskanegowPT/ILC.
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7. NIEPEWNOSC POBIERANIA PROBEK

Na etapie szacowania niepewnosci uwzgledniono réwniez pobieranie probek dla wszyst-
kich analizowanych matryc. Szacowanie niepewnosci wykonano zgodnie z podrecznikiem
+EURACHEM / CITAC Guide”[10] - podwdjne pomiary podwéjnych prébek (ang. split replicate
design), przy zastosowaniu jednoczynnikowej — wazonej analizy wariancji (Robust ANOVA).

Proces walidacji obejmowat cztery normy pobierania probek: wody podziemne PN-ISO
5667-11:2004; wody powierzchniowe PN-ISO 5667-4:2003, PN-ISO 5667-6:2003; scieki PN-
-1ISO 5667-10:1997; wody pitne PN-ISO 5667-5:2003. Pobrano prébki wody z piezometrow,
studni gospodarczych, ciekéw, rzek, stawodw, jezior, wody uzdatnione z kranu oraz $cieki
komunalne surowe i oczyszczone, $cieki przemystowe i odcieki sktadowiskowe. Oceniono
wptyw: poszczegolnych probkobiorcow, podziatu prébki w terenie, wykonano préby slepe
transportowania i sprzetu. Na potrzeby walidacji pobierania prébek, pobrano facznie 174
prébki, z ktérych uzyskano tacznie 3132 wynikéw pojedynczych oznaczen do dalszej obréb-
ki statystycznej. Analizowano parametry fizyczne, trwate i nietrwate parametry nieorganicz-
ne oraz parametry organiczne.

Wiele z wynikéw uzyskano przy pomocy chromatografii jonowej. Analizowane jony podzie-
lono na dwie grupy: cechujgce sie duza zmiennoscig w czasie np. NO,, NO_;, NH,* oraz pozo-
state trwate jony. Niepewnosci rozszerzone wyznaczono dla przedziatu ufnosci 95% i wspét-
czynnika k=2. Na podstawie uzyskanych wynikow mozna stwierdzi¢, ze najmniejsza niepew-
noscia jest obarczone pobieranie probek wody pitnej, U (95%, k=2) wynosi zaledwie 2% dla
nietrwatych anionéw i kationdéw oraz 0,2% dla trwatych jonéw. W przypadku pozostatych
wad i sciekdbw oszacowana niepewnos¢ pobierania wynosi od 8%-22% dla nietrwatych jo-
now i od 3%-11% dla trwatych.

8. PODSUMOWANIE

Metoda jednoczesnego oznaczania aniondw i kationdéw w tej samej prébce ma wiele zalet.
W ciagu kilkunastu minut uzyskuje sie informacje o sktadzie probki — w tym przypadku 13
parametréw: Br, CI, F, NO,, NO,, PO,*, SO,*, Li*, Na*, NH,*, K*, Ca**, Mg**. Dysponujac do-
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datkowa informacja jaka jest stezenie jonéw wodoroweglanowych mozna w sposéb szybki
obliczy¢ bilans jonowy. Jest to przyktad idealnej kontroli jakosci badan, w ktérej w jednym
momencie ,sprawdzaja sie” nawzajem trzy techniki analityczne: chromatografia anionowa,
kationowa i metoda miareczkowa.

W procesie walidacji najwieksza wage przytozono do analizy wynikéw uzyskanych przy uzy-
ciu matrycowych materiatéw odniesienia, przypominajacych prébki analizowane rutynowo
w laboratorium. W czasie trwania badan walidacyjnych laboratorium wzieto udziat w licz-
nych krajowych i miedzynarodowych PT/ILC. Réznice miedzy wynikami uzyskanymi w la-
boratorium, a wartosciami odniesienia ustalonymi przez organizatoréw PT/ILC, miescity sie
w granicach oszacowanej niepewnosci rozszerzonej.
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PKN, KT nr 3 ds. Mikrobiologii Zywnosci

Omoéwiono zasady szacowania niepewnosci pomiaru w ilosciowych metodach
mikrobiologicznych wg IS/TS 19036:2006 + Amd.1:2009. Przedstawiono przykta-
dy oszacowania niepewnosci pomiaru w oznaczaniu liczby drozdzy i plesni wg
PN-ISO 21527-1:2009 oraz sposéb przedstawiania wynikéw badan wraz z nie-
pewnosciq. Zaprezentowano wyniki uzyskiwane przez laboratorium w PT i spo-
s6b ich analizy.

Badania mikrobiologiczne nalezg do kategorii, ktéra w zasadzie uniemozliwia stosowanie
$cistego, metrologicznie i statystycznie uzasadnionego wyliczenia niepewnosci pomiaru.
Zgodnie z dokumentem EA-4/10:2002 ,Akredytacja laboratoriéw mikrobiologicznych” pkt.5
wiasciwe jest oparcie oszacowania niepewnosci na samej powtarzalnosci i odtwarzalnosci,
ale najlepiej wtaczajac obcigzenie (bias) z wynikow programéw badania biegtosci. Doku-
ment zaleca okreslenie poszczegdlnych skfadnikow niepewnosci, ocene ich wptywu na
zmiennos$¢ wynikdéw oraz wykazanie, ze sa one nadzorowane.

Komitety ISO/TC 34 Produkty spozywcze /SC 9 Mikrobiologia i CEN/TC 275 Analiza zywno-
$ci /WG 6 Zanieczyszczenia mikrobiologiczne, w swoich pracach coraz czesciej podejmuja
tematyke zwigzang z akredytacjg laboratoriéw mikrobiologicznych badajacych zywnos¢
i srodki zywienia zwierzat. Aktualnie prowadzone sg prace zwigzane z opracowaniem badz
nowelizacja norm dotyczacych badan biegtosci, walidacji metod mikrobiologicznych, w tym
takze na poziomie laboratorium, zastosowania statystyki w sterowaniu jakoscig badan mi-
krobiologicznych, szacowania niepewnosci metod jakosciowych, kontroli jakosci pozywek.

W 2006 roku ukazata sie dtugo oczekiwana Specyfikacja Techniczna ISO/TS 19036 Micro-
biology of food and animal feeding stuffs - Guide on estimation of measurment uncer-
tainty for quantitative determinations a nastepnie Amd.1:2009 Measurement uncerta-
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inty for low counts. Oba te dokumenty przettumaczono na jezyk polski jako Specyfikacje
Techniczng PKN Mikrobiologia zywnosci i pasz. Przewodnik do szacowania niepewno-
$ci pomiaru w metodach ilosciowych.

We wprowadzeniu do tej specyfikacji znajduje sie stwierdzenie, ze ISO/TC/SC 9 bierze pod
uwage, ze w przypadku analiz mikrobiologicznych podejscie "krok po kroku” (podejscie EU-
RACHEM/CITAC do szacowania niepewnosci) nie jest zadawalajace, poniewaz trudno jest
stworzy¢ uniwersalny model procesu pomiaru. Poniewaz istnieje prawdopodobienstwo
przeoczenia znaczacego zrodta niepewnosci, istnieje duze ryzyko zanizania prawdziwej nie-
pewnosci pomiaru (MU). Ponadto w mikrobiologii wydaje sie trudnym doktadne okreslenie
udziatu kazdego z indywidualnych krokéw procesu analitycznego, gdzie:

— analitem jest zywy drobnoustrdj, ktérego stan fizjologiczny moze by¢ bardzo zmienny,

- docelowy analit zawiera rézne szczepy, r6zne rodzaje i gatunki drobnoustrojéw.

Innymi stowy, analizy mikrobiologiczne nie pozwalaja na szacowanie niepewnosci w sposéb
zgodny z zasadami metrologii i w sposéb statystycznie istotny.

Dlatego ISO/TC/SC 9 do szacowania niepewnosci (MU) wybrato podejscie okreslane jako
,gora — dot”lub ,catosciowe’, ktore oparte jest na odchyleniu standardowym odtwarzalnosci
wyniku koncowego w procesie pomiaru. Takie podejscie bazujace na uzyskanych wynikach
z powtdrzonych analiz tej samej prébki, w przypadku analiz mikrobiologicznych wydaje sie
by¢ bardziej wiasciwe niz podejscie krok po kroku”.

Przedstawiony w przewodniku sposob szacowania niepewnosci pomiaru moze by¢ stoso-
wany w metodzie ptytkowej oraz w alternatywnych metodach instrumentalnych w bada-
niach produktow przeznaczonych do spozycia przez ludzi i w zywieniu zwierzat oraz w ba-
daniach prébek srodowiskowych z obszaru produkgji i obrotu zywnoscia. Nie powinien by¢
natomiast stosowany do metod NPL.

Przewodnik identyfikuje gtéwne sktadowe niepewnosci i prezentuje podejscie ,czarnej
skrzynki” (Rys. 1), w ktorej kumulujg sie wszystkie zmiennosci dajac w efekcie niepewnos¢
zlozona.

Pobieranie prébek Podprobki/zawiesina wyjsciowa
Sprzet, pozywki i odczynniki B
Probka .

Matryca Analityk/czas

Resztowe btedy przypadkowe

Rys. 1. Gtéwne Zrédta niepewnosci pomiaru w analizach mikrobiologicznych - podejscie,czarnej skrzynki” oraz
elementy wytaczone z doswiadczenia w wewnatrzlaboratoryjnym szacowaniu odtwarzalnosci



Preferowanym przez autoréw sposobem oszacowania niepewnosci pomiaru w ilosciowych
metodach mikrobiologicznych jest odchylenie standardowe odtwarzalnosci oszacowane
w laboratorium. Mozliwe jest rowniez, przy pewnych ograniczeniach, wykorzystanie odchy-
lenia standardowego uzyskanego w miedzylaboratoryjnych badaniach poréwnawczych lub
programach badania biegtosci.

Przewodnik podaje ogdlne zasady przeprowadzenia doswiadczenia, zmierzajgcego do osza-
cowania odchylenia standardowego odtwarzalnosci w laboratorium (Rys. 2).

Dla kazdego mikroorganizmu (lub grupy mikroorganizmow) oraz dla okreslonego typu ma-
trycy, nalezy zbada¢, co najmniej 10 probek. Liczba typow matryc do badan zalezy od zréz-
nicowania matryc analizowanych rutynowo przez laboratorium. Jezeli to mozliwe powinno
sie stosowac probki naturalnie zanieczyszczone. Zréznicowanie warunkdédw mozna osiggna¢
poprzez wykonywanie badan poszczegdlnych par prébek w réznych porach dnia lub w ko-
lejnym dniu, zréznicowanie analitykow lub zespotéw analitykdw, wykorzystanie innych wag,
innych partii rozcieniczalnikow, innych partii pozywek, réznych pipet, réznego czasu inkuba-
¢ji (mozliwie najkrotszy i mozliwie najdtuzszy w ramach danej metody), ré6znej temperatury
inkubacji (mozliwie najnizsza i mozliwie najwyzsza w ramach danej metody). Dziesie¢ lub
wiecej par wynikéw powinno by¢ zbadanych w rozciggnietym przedziale czasowym, aby
uwzglednic jak najwieksza zmiennos¢ warunkow.

Przewodnik zaleca, aby tam gdzie jest to mozliwe, stosowac prébki naturalnie zanieczysz-
czone, poniewaz pozwalaja one na bardziej prawdziwe oszacowanie niepewnosci pomiaru
(MU). Jesli konieczne jest sztuczne zanieczyszczanie zaleca sig, aby byto zaplanowane w spo-
sob, jak tylko jest to mozliwe, imitujacy rzeczywiste zanieczyszczenie (np. przez wykorzysta-
nie drobnoustrojow poddanych stresowi tacznie z konkurencyjng mikroflorg tta).

Niezbedny jest staty monitoring szacowania niepewnosci (MU), aby wykaza¢, ze to szacowa-
nie pozostaje istotne oraz, ze wyniki badan znajduja sie pod kontrola. Ponowne oszacowa-
nie niepewnosci pomiaru (MU) jest wymagane po wprowadzeniu zmian do jakiegokolwiek

Podprobka zywnosci

I Analityk / warunki A [l Analityk / warunki B

Zaszczepienie

Zawiesi
el paiing awiesina wyjsciowa

Zawiesina wyjsciowa

Analiza Analiza

Rézne warunki

Rys. 2. Gtéwne Zrédta niepewnosci pomiaru w analizach mikrobiologicznych - podejscie,,czarnej skrzynki” oraz
elementy wytagczone z doswiadczenia w wewnatrzlaboratoryjnym szacowaniu odtwarzalnosci
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czynnika krytycznego zwigzanego z metoda lub z laboratorium. Przyktadami takich krytycz-
nych czynnikéw s pochodzenie i rodzaj pozywki i innych odczynnikéw (np. stosowanych
do potwierdzen), techniki liczenia (reczne lub zautomatyzowane), operator lub grupa ope-
ratorow.

W Zataczniku A do przewodnika ISO/TS 19036:2006 +Amd.1:2009 przedstawiono nastepu-

jace typy matryc:

1. Produkty ptynne i sypkie (mleko, mleko kokosowe, mleko w proszku itp.)

2. Dobrze rozdrobnione produkty state (mieso mielone, mieso oddzielane mechanicznie,
lody, mleko sojowe, bita Smietana itp.)

3. Drobne lub bardzo drobne czastki produktéw statych (suszona pietruszka, suszone pie-
czarki, starta marchewka/seler, satatki, krewetki, zboza, pasze, siekane orzechy itp.)

4.Inne produkty state (kawatki miesa, sery, ciasta itp.).

Wiekszos¢ produktéw reprezentujacych matryce typu 3. i 4. moze by¢ rozdrobniona i rozpa-
trywana jako matryca 2. typu.

Odchylenie standardowe obliczamy po przeksztatceniu wynikéw w postac logarytmiczna,
co stabilizuje zmienno$¢ odtwarzalnosci w catym zakresie pozioméw zanieczyszczenia, za-
ktadajac, ze wyniki stanowigce mate liczby nie sg brane do obliczen.

Do obliczen nie nalezy bra¢ wynikéw opartych o mniej niz 10 wyrostych kolonii. Wyniki uzy-
skane z 10-30 kolonii mozna wiaczy¢ do obliczen tylko wtedy, gdy spodziewamy sie ze od-
chylenie standardowe odtwarzalnosci bedzie wieksze niz 0,2 w log (jtk/ml lub jtk/g).

Generalnie niepewnos¢ obliczamy z ponizszego wzoru:
(1
1/ 0,18862
U=2\[st+>=—
R ZC
Gdzie wyrazenie:

0,18862 / 3C - jest sktadowg wariancji wynikajacg z rozktadu Poissona,
>C - jest suma koloni wyrostych na ptytkach wybranych do liczenia,
s, - jest odchyleniem standardowym odtwarzalnosci.

Dla duzych liczb, kiedy 3C > C_, drugi czton réwnania pod pierwiastkiem moze by¢ pomi-
niety i rGwnanie (1) upraszcza sie do:
(2)
U=2s,
Wartosci C, , dlaréznych wartosci s, s podane w tabelach stanowigcych zataczniki do prze-
wodnika.

1. PRZEDSTAWIANIE NIEPEWNOSCI POMIARU W SPRAWOZDANIACH Z BADAN

Wynik badania moze by¢ przedstawiony jako jedna z nastepujacych mozliwosci:
« przedziat dla wyniku wyrazonego jako log:
yxUllog,, (jtk/g)]



« wynik wyrazony jako log z oszacowanymi granicami:
yllog,, (jtk/g)l [y-U,y+Ul
« wynik w liczbach bezwzglednych z oszacowanymi granicami:
x jtk/g [107°Y,107+Y]
« wynik z oszacowanymi granicami wzglednymi:
xjtk/g [- (1-10Y) x 100 %, +(-1 + 10Y) X 100 %]
2. PRZYKLADOWE OSZACOWANIE NIEPEWNOSCI POMIARU W METODZIE
WG PN-ISO 21527-1: 2009

Mikrobiologia zywnosci i pasz. Horyzontalna metoda oznaczania liczby drozdzy i plesni. Me-
toda liczenia kolonii w produktach o aktywnosci wody wyzszej niz 0,95.

Odchylenie standardowe odtwarzalnosci dla matrycy typu 1 oszacowano z wynikow ba-
dan prébek niepasteryzowanych sokéw owocowych i warzywnych (zakupionych w obro-
cie) zawierajacych drobnoustroje docelowe i mikroflore konkurencyjna. Prébki byty badane,
w warunkach odtwarzalnosci przez 2 lub 4 analitykéw, pomiedzy lutym a czerwcem 2009 .
a uzyskane wyniki przedstawiono w ponizszych tabelach.

Szacowanie niepewnosci w oznaczaniu liczby drozdzy w produktach ptynnych
oa_ >0,95wgPN-ISO 21527-1:2009

wynik | wynikll log wynikul logwynikull réznicalogarytmow s?
4200 3700 3,623 3,568 0,055 0,00125
11000 10000 4,041 4,000 0,041 0,00086
80000 80000 4,903 4903 0,000 0,00000
80000 70000 4,903 4,845 0,058 0,00168
80000 70000 4,903 4,845 0,058 0,00156
61000 88000 4,785 4,944 -0,159 0,01266
61000 65000 4,785 4,813 -0,028 0,00038
88000 65000 4,944 4,813 0,132 0,00866
3000 3100 3,477 3,49 -0,014 0,00010
3600 3300 3,556 3,519 0,038 0,00071
23000 34000 4,362 4,531 -0,172 0,01441
19000 35000 4,279 4,544 -0,265 0,03520

SUMA 0,07785
SREDNICA 0,00649
S 0,081

U=2xS, 0,161
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Szacowanie niepewnosci w oznaczaniu liczby plesni w produktach ptynnych
oa, > 0,95 wgPN-ISO 21527-1:2009

wynik | wynikll log wynikul logwynikull réznicalogarytmow S?
8000 7500 3,903 3,875 0,028 0,00039
3550 3600 3,550 3,556 -0,006 0,00002
3550 5700 3,550 3,756 -0,206 0,0215
3600 5700 3,556 3,756 -0,200 0,01991
2400 6100 3,380 3,785 -0,405 0,08206
2400 6000 3,380 3,778 -0,398 0,07918
6100 6000 3,785 3,778 0,007 0,00003
3600 6200 3,556 3,792 -0,236 0,02787
4100 6700 3,613 3,826 -0,213 0,02275
2900 2200 3,462 3,342 0,120 0,00720
1900 1400 3,279 3,146 0,133 0,00879

SUMA 0,26934

SREDNICA 0,02449
S. 0,156
U=2xS, 0,313

W laboratorium, w ramach kontroli jakosci, prowadzony jest monitoring rozstepu wynikow
uzyskiwanych w analizach wykonywanych réwnolegle przez dwoch analitykow. Wykorzy-
stujac te wyniki aktualizuje sie oszacowanie niepewnosci na koniec danego roku. Aktualiza-
cje oszacowania w 2010 r. przedstawia ponizsza tabela.

Aktualizacja 2010 szacowania niepewnosci w oznaczaniu liczby drozdzy
w produktach ptynnych o a > 0,95 wg PN-ISO 21527-1:200

wynik | wynikll log wynikul logwynikull réznicalogarytmow S?
8200 6200 3,914 3,792 0,121 0,00737
5400 7400 3,732 3,869 -0,137 0,00936
4900 4100 3,690 3,613 0,077 0,00300
3300 4000 3,519 3,602 -0,084 0,00349

190000 20000 5,279 5,301 -0,022 0,00025

20000 21000 5,301 5,322 -0,021 0,00022
29000 22000 5,462 5,342 0,120 0,00720
29000 20000 5,462 5,301 0,161 0,01302
SUMA 0,04391
SREDNICA 0,00549

S 0,074

U=2xS, 0,148
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3. PRZEDSTAWIANIE NIEPEWNOSCI POMIARU W SPRAWOZDANIACH Z BADAN

Z posiewow probki soku buraczkowo-jabtkowego w kierunku oznaczania liczby drozdzy
uzyskano nastepujace wyniki:

102ml - 50, 52 jtk
103 ml - 3,4jtk
> C=109jtk

Clim dla s, = 0,074 odczytane z tablic wynosi 356 jtk, a wiec do obliczenia niepewnosci sto-
sujemy wzor (1)

Wynik:

3,7 £ 0,1 [log (jtk/ml)]

lub 3,7 [log (jtk/ml)] [3,5; 3,8]

lub 5,0 x 102 jtk/ml [3,5 x 103; 6,9 x 103]
lub 5,0 x 102 jtk/ml [-29%; +41%]

Z posiewow prébki soku buraczkowo-jabtkowego w kierunku oznaczania liczby plesni uzy-
skano nastepujace wyniki:

102 ml - 28,24 jtk
103 ml - 4,9jtk
> C =65 jtk

C,., dlas, = 0,156 odczytane z tablic wynosi 68 jtk, a wiec do obliczenia niepewnosci stosu-
jemy wzor (1).

Wynik:

3,5+ 0,3 [log (jtk/ml)]

lub 3,5 [log (jtk/ml)] [3,2; 3,8]

lub 3,0 x 102 jtk/ml [1,4 x 103; 6,1 x 103]
lub 3,0 x 102 jtk/ml [-51%; +104%]

4.SZACOWANIE OBCIAZENIA - ROZNICY POMIEDZY WARTOSCIA OCZEKIWANA
WYNIKOW BADANIAA PRZYJETA WARTOSCIA ODNIESIENIA Z PT

Laboratorium uczestniczy systematycznie, od roku 2004, w badaniach biegtosci organizo-
wanych przez LGC Promochem (UKAS 0001), dawniej Quality Management (UKAS 0008). Po-
nizej przestawiono wartosci z-score uzyskane przez laboratorium w oznaczaniu liczby plesni
w sokach metoda zgodna z PN-ISO 21527-1:2009.

Dane otrzymane z PT moga stanowi¢ podstawe do wiarygodnego oszacowania obcigzenia,
jezeli spetnione sg nastepujace warunki: badane obiekty powinny reprezentowac rutynowe
obiekty badan (np. rodzaj materiatu i zakres wielkos$ci mierzonej), wartosci przypisane maja
odpowiednie niepewnosci, laboratorium dysponuje wynikami z co najmniej szesciu rund
badan [2].



Liczba plesni wg PN-I1SO 21527-1:2009 w skokach
(matryca typu 1)

Banlit |
E o | [ Basalifyk 2
v Bajahibk 3
Lo 2008 2010

Aby upewnic¢ sie czy rzeczywiscie wystepuje bfad systematyczny i ma istotne znaczenie, czy
tez mozna go zaniedba¢, nalezy przeprowadzi¢ testowanie dwdch serii pomiarowych [3].
Jedna z tych serii to wartosci uzyskiwane przez laboratorium a druga to wartos¢ przypisana
wyznaczona w danym programie badania biegtosci.

Ip mediana wynik bias (log) (d-d,)?
1 140 167 0,07659 0,00064
2 140 147 0,02119 0,00651
3 140 180 0,10914 0,00005
4 517 730 0,14983 0,00230
5 517 670 0,11258 0,00011
6 517 660 0,10605 0,00002
7 517 710 0,12777 0,00129

bias sr=0,1019
5(d-d,)>=0,0109
s,=0,0427
t=6,3175>1t_ =245
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1. PODSTAWY TECHNIKI PCR

Reakcja fancuchowa polimerazy, PCR (ang. Polymerase Chain Reaction). Typowym zasto-
sowaniem PCR jest powielanie fragmentu DNA, zawierajacego gen wystepujacy w jednym
egzemplarzu na genom, bez koniecznosci jego klonowania w warunkach laboratoryjnych.
Technika zostata wynaleziona w 1985 roku przez Kary'ego Mullisa i wspotpracownikow
z kalifornijskiej firmy Cetus. Za prace w tej dziedzinie Kary Mullis otrzymat Nagrode Nobla
w1993 r.

Do przeprowadzenia reakcji PCR niezbedne s nastepujace czynniki:

» matryca DNA, zawierajaca powielang sekwencje;

« przynajmniej para tzw. starterow (ang. primer) (zdefiniowane sekwencje DNA (oligonukle
otydy), komplementarne do koncéw powielanego fragmentu);

« trifosforany deoksynuleozydéw dNTP jako substraty reakcji polimeryzacji (dATP, dGTP, dCTP,
dTTP)

- termostabilna polimeraza DNA (np. Tag wyizolowana z Thermus aquaticus lub inne);

- bufor (10 x Taq bufor+KCl bez MgCl,, 10 x Taq bufor+(NH,),SO, bez MgCL);

«MgCl;

- termocykler, tzn. wyspecjalizowany reaktor z termostatem.

Jednoniciowa matryce DNA otrzymuje sie przez denaturacje termiczna (topnienie) podwoj-
noniciowego DNA.

Reakcja PCR wymaga trzech etapow:

« denaturacji dupleksu DNA w temp. 92-96°C;

« dotaczania primeréw do miejsca komplementarnego matrycy w temp. 37-72°C (ang. an-
neling);

« wydtuzanie primera od konca 3’-OH przez sukcesywne dosyntetyzowanie dNTP w temp.
72°C, proces ten katalizowany jest przez polimeraze DNA.

Te trzy etapy reakgcji, trwajace przez okreslony czas nazywa sie cyklem. Powtorzenie takich
cykli prowadzi w efekcie do amplifikacji DNA.

Jesli dwa primery — kazdy selektywnie wigzacy sie do jednej z komplementarnych nici — sg
wydtuzane w cyklu amplifikacji, to nowo syntetyzowana ni¢ DNA bedzie zawiera¢ miejsce
wigzania dla nastepnego primera. W ten sposdb, kazda nowa ni¢ DNA staje sie matryca w
nastepnym cyklu amplifikacji i teoretycznie prowadzi do wzrostu ilosci odpowiednich frag-
mentéw DNA w postepie wyktadniczym.
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,_.!i,l,i,l,ilﬂﬂililIlﬂﬂililill LIL duble-stranded DNA

l denaturation: T = 94-95°C
t=30-60s

primer annealin:

T = about 5°C below the lowes
T,y of the primers to be used
t=30-60s

primer extension: T =72°C

S T t in min = equal to the number of kb
| .L .L | i of the product to be amplified

dubled DNA

I Standart PCR reaction mixture:
DNA: genomic DNA 4 - 20 ng L™
number of cycles: plasmid DNA 4 - 10 pg pL”
max. 45 Mg?2+: 1,5 nmol pL™’
dNTP - mix: 0,2 nmol pL" each nucleotide
primers: 0,4 pmol uL ™" each primer

polymerase: 40 mU pL™’

2.WYBOR METODY

Nie ma uniwersalnej metody na oznaczanie poszczegdélnych patogenéw. Metode, ktora
chcemy zastosowac dla okre$lonych patogenow np. Salmonella spp., Listeria monocytoge-
nes, Campylobacter spp., E. coli O157:H7 czy Yersinia enterocolitica musimy zaadaptowac do
naszych warunkéw na podstawie publikacji lub innych dostepnych materiatow. Nalezy pa-
mieta¢, ze w publikacjach poszczegolne odczynniki podane sg w stezeniach i trzeba przeli-
czyc¢je na pl.

3. EKSTRAKCJA DNA | WYKONANIE PCR

Listeria monocytogenes:

« Jednga kolonie (klon) wyrostg na podtozu selektywnym, przenies¢ do 5 ml bulionu BHI
i inkubowa¢ w temperaturze 37+1°C od 18 do 24 godz. Po inkubacji pobra¢ 1 ml hodowli
i przenies¢ do probéwki Eppendorf o poj. 1,5 ml.

« Wyptukac z ptytki z selektywnym podtozem wyroste charakterystyczne kolonie przy pomo-
cy 1,5ml 0,01M Trizma® - HCl i przenies¢ do probéwki Eppendorf o poj. 1,5 ml.

» Wykonac ekstrakcje DNA — 1 ml hodowli bulionowej lub 1T ml poptuczyn odwirowaé w wi-
rowce z chtodzeniem przez 5 min. przy 7000 obr/min (4000 x g). Po wirowaniu zla¢ ostroznie
ptyn z nad powstatego osadu. Do osadu dodac 100 ul 0,01M Trizma® - HCl i 400 ul 2,5% Che-



lex® 100. Rozpusci¢ osad przez vortexowanie. Probowki przenies¢ do termostatu i ogrzewac
w temperaturze 99°C przez 10 min. Nastepnie odwirowa¢ w wiréwce z chtodzeniem przez
10 sek. przy 13000 obr/min (15 000 x g). Ostroznie pobra¢ 100 ul supernatantu, ktéry jest
chromosomalnym DNA i przenie$¢ do sterylnych probéwek Eppendorf o poj. 0,5 ml. Prze-
chowywac w zamrazarce w -20°C.

Primery zastosowane w reakcji multiplex PCR dla oznaczenia genu iap (invasion association
protein) L. monocytogenes:

Oligonulkeotyd Lis1B (5'TTA TAC GCG ACC GAA GCC AAC3))
Oligonulkeotyd Siwi2 (5'TAA CTG AGG TAG CGA GCG AA 3))
Oligonulkeotyd Ino2 (5"ACT AGC ACT CCAGTT GTTAAAC3))
Oligonulkeotyd MonoA (5" CAA ACT GCT AAC ACA GCT ACT 3)
Oligonulkeotyd Murgal (5" CCA GCA GTTTCT AAA CCT GCT 3")

Tabela 1: Przyktad przygotowania prébki do reakcji multiplex PCR dla L. monocytogenes (25 pl/probéwke)

Odczynniki i kolejnos¢ Roztwor Koncowe L. .
dodawania podstawowy stezenie llos¢ odczynnika w pl

H,O - - 3,7 ul
Bufor reakcyjny 10 x stezony 1 x stezony 2,5l
MgCI2 25 mM 1,5 mM 1,5 pl
dNTP mix 1T mM 200 uM 50ul
Primer Lis1B 10 uM 0,8 UM 2,0 ul
Primer Siwi2 10 uM 0,8 uM 2,0 ul
Primer Ino2 10 uM 0,8 UM 2,0 ul
Primer Mono 10 uM 0,8 uM 2,0 ul
Primer Murgal 10 uM 0,8 UM 2,0 ul
DNA polimeraza Taq 5U/ pl 1,5U/ pl 03 ul
Mastermix - - 23,0 ul
DNA - - 2,0 ul
Razem - - 25,0 ul

Wstepna denaturacja 94°C/ 2 min

Denaturacja 94°C/ 30 sek }

Przytgczanie oligonukleotydéw (annealing) 56°C/ 30sek 30 cykli

Wydtuzanie 72°C/ 30 sek

Koncowe wydtuzanie 72°C/5 min

Probki po reakcji w termocyklerze mozna przechowywaé w temperaturze 4°C w nieskon-

czonosc.

- Przygotowac zel agarozowy 1,5%, osadzajac w nim grzebien. Po zestaleniu grzebien usu-
na¢, a zel umiesci¢ w komorze do elektroforezy zawierajacej ok. 1,5 L buforu 1x TBE.

« Nanie$¢ do pierwszego i ostatniego dotka 10 ul markera wielkosci, a do pozostatych dot-
kow 10 lub 20 pl (w zaleznosci od wielkosci dotka) prébki po reakcji PCR, uprzednio doda-
jac 5 ul buforu obcigzajacego.
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Wyniki badania przedstawiane sa w postaci zdjecia zelu na ktérym uzyskane produkty PCR
poréwnuje sie do produktu PCR DNA pochodzacego ze szczepdw wzorcowych w odniesie-
niu do markera wielkosci. Produkt PCR dla:

L. seeligeri / ivanovii / welshimeri 1,2 kpz, L. innocua 870 pz, L. monocytogenes 660 pz, L.
grayi 480 pz

Sciezka 1: marker wielkoéci 100-pz, 2: Lm., 3: L. m,, 4: L. m,, 5: Lm.,, 6: Lm., 7: Liin,, 8: L.in., 9: Liin,, 10: L.in., 11:
L.in., 12: Liin,, 13: L.m., 14: L.m. (zanieczyszczona), 15: L.grayi wzorzec, 16: L. monocytogenes wzorzec, 17: L.in-
nocua wzorzec, 18: L.ivanovii wzorzec, 19: kontrola negatywna, 20: marker wielkosci 100-pz.

Salmonella spp.

1 ml hodowli na WP odwirowac przy 10.000 obr/min przez 5 min. Usuna¢ ptyn znad osadu.
Osad rozpusci¢ w 300 pl 6% roztworu Chelex100 - wymieszac (Vortex). Inkubowac w temp.
56°C przez 15-20 min., nastepnie inkubowac¢ przez 8 min w 100°C (termoblok). Wmieszac
przez vortexowanie i schtodzi¢ w lodzie. Odwirowac przy 14,000 obr/min przez 5 min. Super-
natant (100 pl) przenies¢ do nowej probdéwki. Uzywac 5 pl supernatantu (DNA) do reakcji PCR.

Tabela 2: Przyktad przygotowania prébki do reakcji pojedynczego PCR dla Salmonella spp. (25 pl/probéwke)

Odczynniki i kolejnos¢ Roztwor Koncowe i .
dodawania podstawowy stezenie llos¢ odczynnika w pl

H,O - - 8,85 pl
Bufor reakcyjny — 10 x stezony 1 x stezony 2,5l
MgCI2 25 mM 1,5 mM 1,5 pl
dNTP mix 1 mM 200 pM 50ul
Primer 139 10 uM 04 uM 1,0 ul
Primer 141 10 uM 0,4 uM 1,0 ul
DNA polimeraza Taq 5U/ul 0,75 U/ ul 0,15 ul
Mastermix - - 20,0 pl
DNA - - 50ul

Razem - - 25,0 pl



Reakcja PCR

Denaturacja wstepna  95°C -1 min

Denaturacja 95°C-30s

Przytaczanie 64°C-30s } 38 cykli
Wydtuzanie 72°C-30s

Koncowe wydtuzanie 72°C -4 min

Elektroforeza - 1,8% zel agarozowy, napiecie 5V/cm
Produkt PCR - 284 pz

Primer 139 5" GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA 3’
Primer 141 5’ TCATCGCACCGTCAAAGGAACC 3’

Sciezka 2: marker wielkosci 100-pz, 2: S. Seftenberg, 3: S. Dublin. 4: S. Typhimurium, 5: S. Agona, 6: S. Braende-
rup H9812, 7: Kontrola negatywna, 8: marker wielkosci 100-pz.

4. WALIDACJA TECHNIKI PCR

Walidacje (sprawdzenie) przeprowadzi¢ zgodnie z PN-EN I1SO 16140:2004 Mikrobiologia
zywnosci i pasz. Protokot walidacji metod alternatywnych.

Badanie nalezy wykonac¢ zaréwno na probkach rzeczywistych, jak i kontaminowanych. Kon-
taminacja powinna by¢ na trzech poziomach: préba slepa, niskim (5 do 10 jtk) i wysokim (50
do 100 jtk). Réwnolegle prowadzimy badania metoda referencyjna, dla danego patogenu
docelowego. Na kazdym poziomie powinno by¢ zbadanych minimum 30 prébek, najlepiej
50 probek. Nastepnie oceniamy zebrane wyniki obliczajac zgodnie z Tabelg 3:

Tabela 3.
Reakcje Metoda referencyjna - Metoda referencyjna -
pozytywne negatywne
Metoda alternatywna-  +/+ pozytywna zgodnos¢  -/+ pozytywne odchylenie
pozytywne (PA) (PD)

Metoda alternatywna -
negatywne

+/- negatywne odchylenie
(ND)

-/- negatywna zgodnos¢
(NA)
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Wzgledna doktadnos¢:

PA + NA)

AC=( x 100%

Wzgledna specyficznos¢:

SP=%X1OO%

Wzgledna czutos¢:

_PA 0
SE =X 100%

Powtarzalnosé, w %, - (zgodnos¢ wynikow badania tej samej probki w warunkach powta-
rzalnosci)

Odtwarzalnos¢, w % - wewnatrz laboratoryjna (zgodnos¢ wynikéw badania tej samej prob-
ki w warunkach odtwarzalnosci)

Precyzja metody

Powtarzalnos¢ i odtwarzalnos¢ w %, wyliczona ze stosunku par wynikéw zgodnych / do
liczby wszystkich podwdjnie wykonanych badan (zgodnych i niezgodnych) x 100%.

5.WEWNETRZNE STEROWANIE JAKOSCIA BADAN

Na program sterowania sktada sie:

« Kontrola pozytywna procesu: negatywna probka zanieczyszczona patogenem docelowym.
Probka przetwarzana jest przez caty proces.

« Kontrola negatywna procesu: negatywna prébka zanieczyszczona organizmem niedocelo-
wym. Prébka jest przetwarzana przez caly proces.

« Kontrola negatywna PCR: wszystkie odczynniki PCR, ale nie kwasy nukleinowe poza prime-
rami.

« Kontrola pozytywna PCR: wszystkie odczynniki PCR i dodatkowo wyizolowane DNA pato-
genu docelowego.
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Andrzej Hantz
RADWAG WAGI ELEKTRONICZNE, Radom
Laboratorium Pomiarowe

W referacie przedstawiono role, jakq odgrywa kwalifikacja wyposazenia po-
miarowego w laboratorium na wiarygodnos¢ otrzymywanych wynikdw badan.
Nawiqzano do wymagan normy PN-EN ISO/IEC 17025:2005 Ogdlne wymagania
dotyczqce kompetencji laboratoriow badawczych i wzorcujqcych, w zakresie
wymagan dotyczqcych wyposazenia pomiarowego. Odniesiono sie réwniez do
wymagan prawnych i procedur w zakresie kwalifikacji wyposazenia pomiarowe-
go obowiqzujqcych producentéw farmaceutycznych, ktdry to przyktad mozna
odnies¢ do doskonalenia procedur wdrazania wyposazenia pomiarowego przez
laboratoria.

Podkreslono réwniez istote wzorcowania w procesie kwalifikacji jako element
potwierdzajqcy zachowanie spbéjnosci pomiarowe;.

1. WPROWADZENIE

Procesy badawcze w laboratoriach, procesy kontroli wyrobéw w przedsiebiorstwach jak
i rowniez wszelkie inne pomiary, wykonywane nawet w warunkach domowych, zwigzane
sq z wykorzystaniem odpowiedniego wyposazenia pomiarowego. Méwigc odpowiedniego
mamy na mysli takiego, ktore spetnia okreslone wymagania metrologiczne, bezposrednio
zwigzane z wykonywang procedurg badawcza lub pomiarowa.

Wyposazenie pomiarowe znajdujace sie w jakimkolwiek kompetentnym (co nie musi wcale
oznaczac akredytowanym, jednak akredytacja jest najlepszym dowodem posiadania kom-
petencji) laboratorium, podlega na ré6znym poziomie odpowiedniemu nadzorowi. Nadzér
nad wyposazeniem pomiarowym obejmuje zaréwno przyrzady bedace w uzytkowaniu, ale
rowniez te, ktére aktualnie sa wytaczone z eksploatacji. Nadzorowi podlegaja tez przygoto-
wywane specyfikacje zamdéwien wyposazenia pomiarowego, ktére beda dopiero zaméwio-
ne i dostarczane do laboratorium.

Jedna z pierwszych czynnosci zwigzana z projektowaniem nowego stanowiska badawczego
lub pomiarowego jest wybor odpowiedniego przyrzadu, ktéry spetni oczekiwane wyma-
gania. Wymagania sa w niektorych przypadkach okreslone w odpowiednich dokumentach
normatywnych opisujgcych dang procedure badawcza lub pomiarowa. W wielu jednak przy-
padkach wybor odpowiedniego wyposazenia pomiarowego spoczywa na osobie projektu-
jacej stanowisko badawcze lub pomiarowe.
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Po dostarczeniu wyposazenia niezbednym jest sprawdzenie, czy dany przyrzad, uktad po-
miarowy jest zgodny z zamodwieniem, czy spetnia nasze oczekiwania i dziata poprawnie.
Proces ten nazwany jest czesto kwalifikacjg wyposazenia pomiarowego. Dopiero po odpo-
wiednio przeprowadzonym procesie kwalifikacji moZliwe jest wtqczenie wyposazenia pomia-
rowego do realizacji okreslonej procedury badawczej lub pomiarowe;j.

Przygotowanie .
e Dopuszczenie

specyfikacji ’ zen
zamowienia Wybor oferty Kwalifikacja wyposazenia
zgodnie spetniajacej wyposazenia pomiarowego
z wymaganiami e R pomiarowego do realizacji
procedury

procesu

Rysunek 1: Postepowanie z wyposazeniem pomiarowym przed rozpoczeciem uzytkowania (opr. wiasne)

2. PRZYGOTOWANIE SPECYFIKACJI WYPOSAZENIA POMIAROWEGO
IWYBOR DOSTAWCY

Norma PN-EN ISO/IEC 17025:2005, na ktdrej opierajg swojq dziatalnos¢ kompetentne labo-
ratoria, poswieca punkt 5.5 bezposrednio wyposazeniu pomiarowemu. Norma wymaga, aby
laboratorium byto wyposazone w odpowiednie wyposazenie pomiarowe niezbedne do pra-
widtowego wykonywania badan lub wzorcowan. Norma podkresla, ze wyposazenie i jego
oprogramowanie powinno zapewnia¢ wymagang doktadnos¢ oraz spetnia¢ odpowiednie
specyfikacje dotyczace badan lub wzorcowan.

Aby przygotowac odpowiednia specyfikacje zamdwienia przyrzadu pomiarowego nalezy

przede wszystkim uwzgledni¢ nastepujace czynniki:

« odzaj wykonywanych pomiardw, czyli co i jak bedziemy mierzy¢;

« warunki eksploatacji, czyli jakie sa potrzebne warunki bezposrednio na stanowisku badaw-
czym lub pomiarowym oraz jakie sg warunki eksploatacji przyrzadu;

- charakterystyki metrologiczne, czyli informacje od producenta w zakresie podstawowych
parametréw metrologicznych danego przyrzadu pomiarowego w zaleznosci od naszych
potrzeb (moze bedzie potrzeba okresli¢ dodatkowe parametry, ktorych standardowo pro-
ducent nie dostarcza);

- dokumentacja producenta, czyli sprawdzenie, czy dokumentacja dostarczana przez produ-
centa jest dla nas wystarczajaca — instrukcje obstugi, dokumentacja sprawdzenia przyrza-
du, Swiadectwa wzorcowania itp.;

- dostepnos¢ i czas reakgji serwisu w przypadku awarii lub rutynowych przegladéw;

+ zgodno$¢ z wymaganiami prawnymi (jesli istotne), czyli czy przyrzad posiada stosowane
zatwierdzenie typu oraz odpowiednie oznaczenia, potwierdzajace spetnieni wymagan sto-
sownych Dyrektyw Unii Europejskiej lub krajowych przepiséw prawnych;

- inne czynniki (referencje, cena itp.).

Bardzo istotnym elementem zwigzanym z wyposazeniem pomiarowym sg warunki srodowi-
skowe w jakich wyposazenie bedzie eksploatowane. Nalezy pamietac o tym, aby przyrzady
pomiarowe, ktore zostaty zamowione byly eksploatowane w warunkach okreslonych przez



dostawce. Jest to niezmiernie wazny element, poniewaz producent danego urzadzenia
gwarantuje jego poprawne dziatanie, czyli spetnienie deklarowanych charakterystyk metro-
logicznych w okreslonych warunkach srodowiskowych.

Najczesciej podawany jest zakres temperatur w jakich producent deklaruje poprawnosc
dziafania przyrzadéw, czasami zakres wilgotnosci.

Bardzo czesto popetniany jest btad na etapie projektowania stanowiska polegajacy na braku
zapisu dotyczacego warunkéw srodowiskowych dotyczacych wyposazenia w odniesieniu
do procedur badawczych. Audytorzy dopatruja sie niezgodnosci, kiedy producent deklaruje
warunki eksploatacji, a procedury badawcze wymagaja innych zakreséw. Przyktadem moze
by¢ sytuacja, kiedy specyfikacja producenta na przyrzad pomiarowy okresla zakres pracy
temperatur od 18°C do 25°C, natomiast procedura badawcza okres$la temperature, w jakiem
ma by¢ przechowywana probka na 15°C + 0,5°C. W tym przypadku przyrzad pomiarowy
nie zostat dobrany prawidtowo. Mozna oczywiscie wywzorcowa¢ dany przyrzad pomiarowy
w tych warunkach i przyjmowac w obliczeniach odpowiednie poprawki, ale w takim przy-
padku nalezatoby bardzo doktadnie monitorowa¢ wskazania przyrzagdu opracowujac spe-
cjalny harmonogram sprawdzen. Nalezatoby réwniez zwrdéci¢ sie do dostawcy o opinie lub
wyniki testow w innych zakresach temperatury lub poprosi¢ o wyniki takich badan przepro-
wadzonych przez producenta.

Po przygotowaniu specyfikacji zamoéwienia i przeprowadzeniu przegladu ofert dokonujemy
wyboru dostawcy wyposazenia pomiarowego. Kompetentne laboratoria musza pamietag,
aby zgodnie z wymaganiami punktu 4.6 normy PN-EN ISO/IEC 17025:2005 proces wybo-
ru dostawcy zostat przeprowadzony zgodnie z obowigzujacag w laboratorium procedury,
z uwzglednieniem zapisow normy o zapewnieniu, ze nabywane dostawy, ktére wptywaja
na jakos¢ badan lub wzorcowan, nie beda uzyte zanim nie zostang sprawdzone lub w inny
sposéb zweryfikowane na zgodnos$¢ ze specyfikacja podang w normie, lub wymaganiami
okreslonymi w metodach dotyczacych odnosnych badan lub wzorcowan.

Wybér dostawcy powinien odby¢ sie po jego wczesniejszej ocenie i umieszczeniu na liscie
zatwier dzonych dostawcow.

3. KWALIFIKACJA WYPOSAZENIA POMIAROWEGO

Problem kwalifikacji wyposazenia pomiarowego dotyczy wielu dziedzin z obszaru badan,
pomiaréw czy produkgji. Zwigzany jest on z procesem walidacji procedur badawczych, po-
miarowych czy kontrolnych.

Analizujagc dokumenty normatywne czy prawne mozemy spotkac kilka definicji walidacji.
Miedzynarodowy stownik metrologii; Pojecia podstawowe i ogdélne oraz terminy z nimi
zwigzane (PKN-ISO/IEC Guide 99:2010) w punkcie 2.45 definiuje nam, ze walidacja jest to
weryfikacja, gdzie okreslone wymagania sq adekwatne do zamierzonego zastosowania. Wery-
fikacja natomiast jest to zapewnienie obiektywnego dowodu, ze dany przedmiot spetnia okre-
slone wymagania.

W punkcie 5.4.5.1 normy PN-EN ISO/IEC 17025:2005 mozemy sie dowiedzie¢, ze walidacja
jest potwierdzeniem, przez zbadanie i przedstawienie obiektywnego dowodu, ze zostaty spetnio-
ne szczegdlne wymagania dotyczqce konkretnie zamierzonego zastosowania.

Z kolei w punkcie 3.8.5 normy PN-EN ISO 9000:2006,Systemy zarzadzania jakoscig Podstawy
i terminologia” mozemy przeczyta¢, ze walidacja jest to potwierdzenie przez przedstawienie
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dowodu obiektywnego, Ze zostaty spetnione wymagania dotyczqce konkretnego zamierzonego
uzycia lub zastosowania. Norma dopowiada nam réwniez, ze proces walidacji mozemy prze-
prowadzi¢ w warunkach rzeczywistych lub symulowanych.

Analizujac tylko te trzy definicje mozemy stwierdzi¢, ze kazda z nich sprowadza sie do tego
samego czyli potwierdzenia i dostarczenia dowodu, ze zastosowana procedura badawcza,
pomiarowa lub kontrolna w okreslonych warunkach (Srodowisko, personel, wyposazenie
pomiarowe) spetnia okre$lone wymagania.

Jak juz podkreslano, wyposazenie pomiarowe ma bardzo duzy wptyw na poprawnos¢ po-
miaréw, dlatego tez tak waznym elementem procedury walidacji w laboratorium jest kwali-
fikacja wyposazenia pomiarowego.

Pojecie kwalifikacji nie jest zdefiniowane w dokumentach normatywnych czy stownikach
metrologicznych. Kiedy jednak dokonamy analizy aktéw prawnych dotyczacych przemystu
farmaceutycznego mozemy znalez¢ definicje jak i koniecznos¢ przeprowadzenia procesu kwali-
fikacji wyposazenia pomiarowego i instalacji jakie obowigzuja w firmach farmaceutycznych.
Obowiagzujace Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 1 pazdziernika 2008 r. w sprawie
wymagan Dobrej Praktyki Wytwarzania definiuje nam walidacje jako udokumentowany
program dajacy wysoki stopien pewnosci, ze okreslony proces, metoda lub system bedzie
w sposdb powtarzalny prowadzi¢ do otrzymania wynikéw spetniajacych okreslone kryteria
akceptacji. Rozporzadzenie réwniez definiuje i dokonuje podziatu kwalifikacji.

Kwalifikacja — zgodnie z Rozporzadzeniem Ministra Zdrowia z dnia 1 pazdziernika 2008 r.
w sprawie wymagan Dobrej Praktyki Wytwarzania jest to dziatanie majace na celu wykaza-
nie i udokumentowanie, ze urzadzenia lub instalacje pomocnicze s odpowiednio zainsta-
lowane, pracujg wtasciwie, a ich dziatanie rzeczywiscie prowadzi do uzyskania oczekiwa-
nych wynikéw. Rozporzadzenie dodaje rowniez, ze kwalifikacja jest czescig walidacji, lecz
poszczegoblne, pojedyncze etapy kwalifikacji nie stanowia procesu walidacji.

W przemysle farmaceutycznym obowiazujg trzy rodzaje kwalifikacji: kwalifikacja instalacyj-
na, operacyjna i procesowa.

Kwalifikacja instalacyjna - oznacza udokumentowang weryfikacje stwierdzajaca, ze obiek-
ty, systemy i urzadzenia, zainstalowane lub zmodyfikowane, sg zgodne z zatwierdzonym
projektem i zaleceniami producenta.

Kwalifikacja instalacyjna (IQ) jest pierwszg w kolejnosci postepowania. W przypadku wypo-
sazenia pomiarowego obejmuje ona takie czynnosci instalacyjne jak:

« rozpakowanie urzadzenia — zgodnie z zaleceniami dostawcy;

« prawdzenie urzadzenia za zgodnos¢ z zamdwieniem (typ, model, nr fabryczny itp.);

- dokumentacja producenta (instrukcje, certyfikaty itp.);

« sprawdzenie warunkow srodowiskowych na stanowisku badawczym;

- instalacja urzadzenia na stanowisku.

Kwalifikacja instalacyjna konczy sie sporzadzeniem odpowiedniego protokotu.

Kwalifikacja operacyjna - oznacza udokumentowang weryfikacje stwierdzajaca, ze obiek-
ty, systemy i urzadzenia, zainstalowane lub zmodyfikowane, funkcjonuja tak, jak zamierzono
w przewidywanych zakresach operacyjnych.

Kwalifikacja operacyjna (OQ) jest drugim etapem postepowania. Ze wzgledu na mozliwos¢
prawna i wzgledami praktycznymi, kwalifikacja operacyjna zazwyczaj jest potaczona z kwa-
lifikacja procesowa.



Kwalifikacja procesowa - oznacza udokumentowang weryfikacje stwierdzajaca, ze obiek-

ty, systemy i urzadzenia, jako catos¢, dziatajg skutecznie i w sposob powtarzalny w odniesie-

niu do zatwierdzonego procesu i specyfikacji produktu.

Kwalifikacja procesowa (PQ) jest ostatnim etapem postepowania kwalifikacyjnego w od-

niesieniu do wyposazenia pomiarowego. W pofaczeniu z kwalifikacja operacyjna obejmuje

takie czynnosci jak:

« uruchomienie urzadzenia;

« przeszkolenie uzytkownikéw;

- testy i poréwnanie wynikow z przyjetymi kryteriami akceptacji;

- wspotpraca z urzadzeniami peryferyjnymi (np. komputer, drukarka, czytnik kodéw kresko
wych itp.);

« wzorcowanie przyrzagdu pomiarowego w celu zachowania spéjnosci pomiarowej;

- okresowe przeglady (sprawdzanie) i konserwacja.

Postepowanie kwalifikacyjne konczy sie sporzagdzeniem odpowiedniego protokotu.

Kwalifikacja instalacyjna 1Q

Kwalifikacja - rozpakowanie
wyposazenia + zgodno$¢ z zamoéwieniem
pomiarowego - dokumentacja producenta

« warunki srodowiskowe
- instalacja urzadzenia
» podsumowanie kwalifikacji

Kwalifikacja operacyjna OQ
Kwalifikacja procesowa PQ
« uruchomienie urzadzenia
- szkolenie uzytkownikow
= ommommommommomm ==L testy i poréwnanie wynikow
z przyjetymi kryteriami akceptacji
» wspotpraca z urzadzeniami
peryferyjnymi
- okresowe przeglady (sprawdzanie)
= mm omm owmm o= == == | KONSErwacja
« podsumowanie kwalifikacji

Walidacja procedury badawczej
lub
pomiarowej

Potrzeba - wymaganie normy i/lub prawa

Rysunek 2: Kwalifikacja wyposazenia pomiarowego w procesie walidacji procedury badawczej (opr. wtasne)

Jak juz wspomniano wczesniej, przedstawiony sposdb postepowania jest obligatoryjny
w przemysle farmaceutycznym. Nalezy jednak pamieta¢, ze cytowana juz wczesniej norma
PN-EN ISO/IEC 17025:2005 w punkcie 4.6 wymaga aby nabyte wyposazenie pomiarowe,
ktére wptywa na jakos¢ badan lub wzorcowan, nie bedzie uzyte zanim nie zostanie spraw-
dzone lub w inny sposéb zweryfikowane na zgodnos¢ ze specyfikacja podang w normie, lub
wymaganiami okreslonymi w metodach dotyczacych odnosnych badan lub wzorcowan.
Analizujac punkt 4.10 przytoczonej wyzej normy, implementowanie dobrych praktyk obo-
wigzujacych w innych dziedzinach (w tym przypadku farmacja) jest klasycznym przyktadem
doskonalenia wiasnego systemu kwalifikacji wyposazenia obowigzujagcego w laborato-
rium.

Dopetnieniem dokumentacji procesu kwalifikacji jest zapewnienie spdjnosci pomiarowe;j
poprzez wzorcowanie wyposazenia pomiarowego.
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4. DOKUMENTACJA PROCESU KWALIFIKACJI

Kwalifikacja wyposazenia pomiarowego jest potwierdzona protokotem z kwalifikacji, ktéry
moze, a w zasadzie powinien by¢ integralng czescig protokotu walidacji procedury badaw-
czej lub pomiarowej.
Pierwszym elementem przed rozpoczeciem procesu jest jednak sporzadzenie planu kwalifi-
kacji okres$lonego przyrzadu pomiarowego ktéry powinien zawiera¢:
1. Cel i zakres kwalifikacji;
2. Wykaz os6b wykonujacych kwalifikacje;
3. Sposdb postepowania (szczegdétowy opis czynnosci oraz ustalenie kryteriéw akceptacji);
3.1 Kwalifikacja instalacyjna;
3.2 Kwalifikacja operacyjna i procesowa;
4. Wzorcowanie.

Po zakonczeniu prac w ramach kwalifikacji i zakonczeniu ewentualnych dziatan wyjasniaja-
cych, nalezy przeprowadzi¢ kocowy i kompletny przeglad dokumentacji w celu skontro-
lowania czy zostaty zrealizowane wszystkie zatozenia planu i czy przebieg kwalifikacji prze-
biegat bez zaktécen. Po zakonczonej weryfikacji wynikéw, przygotowuje sie podsumowanie
kwalifikacji (streszczenie) oraz wnioski koncowe o pozytywnym lub negatywnym zakon-
czeniu kwalifikacji. Dodatkowym dokumentem jest Swiadectwo wzorcowania wyposazenia
pomiarowego. W niektorych przypadkach elementem weryfikacji metrologicznej moze by¢
$wiadectwo wzorcowania, na podstawie ktérego mozna przeprowadzi¢ ocene spetnienia
kryteriow akceptacji. Nalezy jednak pamietac, ze nie zawsze laboratorium wzorcujgce moze
okresli¢ wszystkie charakterystyki metrologiczne danego przyrzadu pomiarowego Wéwczas
laboratorium wzorcujace okresli podstawowe btedy wskazan wraz z niepewnoscia pomiaru
tym samym zapewniajac spojnos¢ pomiarowg urzadzenia.

« Na zakonczenie catego procesu kwalifikacji i przeprowadzeniu wzorcowania przyrzadu
pomiarowego, stuzby metrologiczne w organizacji (zazwyczaj w laboratorium kierownik
techniczny) zgodnie z wymaganiami punktu 5.5 normy PN-EN ISO/IEC 17025:2005 doko-
nuje identyfikacji wyposazenia w organizacji oraz przygotowuje Karte przyrzadu (jakkol-
wiek nazwana).

logo Nazwa organizacji
LABORATORIUM KARTA PRZYRZADU
Numer w Rejestrze: Nazwa przyrzadu: Typ: Rok produkgji: |Kod: Producent:
Miejsce przechowywania: Nr fabryczny seryjny: | Wyposazenie dodatkowe:
Lp. DATQ‘;::?&:‘S-?:IA RODZAJ CZYNNOSCI WYKONUJACY TERMIN KOLEJNEJ CZYNNOSCI UWAGI (uszkodl.enia, nap!‘a\_ﬂv, wiaczanie do
METROLOGICZNE) METROLOGICZNEJ METROLOGICZNEJ*) uzytkowania itp.)
1 WZORCOWANIE WZORCOWANIE
SPRAWDZENIE SPRAWDZENIE
WZORCOWANIE WZORCOWANIE
2 SPRAWDZENIE
3 WZORCOWANIE WZORCOWANIE
SPRAWDZENIE
a WZORCOWANIE WZORCOWANIE
SPRAWDZENIE SPRAWDZENIE
WZORCOWANIE WZORCOWANIE
5 SPRAWDZENIE
6 WZORCOWANIE WZORCOWANIE
SPRAWDZENIE SPRAWDZENIE
WZORCOWANIE WZORCOWANIE
SPRAWDZENIE
16 WZORCOWANIE WZORCOWANIE
SPRAWDZENIE SPRAWDZENIE

*) Zgodnie z harmonogramem czynnosci opracowanym przez Kierownika ds. Technicznych

Formularznr...................... ydani z dnia zatqcznik do

Rysunek 3: Przyktad Karty przyrzadu (opr. wiasne)



Karta przyrzadu powinna zawiera¢ co najmniej:

- identyfikacje obiektu wyposazenia i jego oprogramowania;

« nazwe producenta, oznaczenie typu oraz numer seryjny lub inne indywidualne oznacze-
nie;

- sprawdzenia wskazujace, czy wyposazenie jest zgodne ze specyfikacja;

- aktualng lokalizacje, jezeli jest to wtasciwe;

- instrukcje producenta, jezeli s3 dostepne, lub informacje o miejscu ich przechowywania;

- daty, wyniki i kopie sprawozdanh oraz Swiadectw wszystkich wzorcowan, regulacje, kryteria
przyjecia oraz stosownga date kolejnego wzorcowania;

- plan konserwacji, gdy jest to wtasciwe, oraz konserwacje wykonane dotychczas, kazde
uszkodzenie, wadliwe dziatanie, modyfikacje lub naprawy wyposazenia.

Dodatkowo, jesli to mozliwe, wyposazenie pomiarowe nadzorowane przez laboratorium

oraz wyma gajace wzorcowania powinno byc¢ opatrzone etykietami, oznaczeniem kodowym

albo w inny sposéb zidenty fikowane w celu wskazania statusu wzorcowania obejmujacego

date ostatniego wzorcowania oraz date lub kryteria ponownego wzorcowania, gdy jest ono

przewidziane w planie wzorcowania.

5.ZESPOL KWALIFIKACYJNY

Znajac metody postepowania przy procesie kwalifikacji nalezy sie zastanowic jak sprawnie
i poprawnie przeprowadzi¢ caty proces kwalifikacji okreslonego wyposazenia pomiarowe-
go. Praktyka podpowiada, ze najbardziej odpowiednig formg przeprowadzenia komplek-
sowej kwalifikacji jest powotanie tzw. zespotu kwalifikacyjnego w sktad ktérego powinien
wejs¢ przedstawiciel wiasciciela danego procesu (uzytkownika) oraz przedstawiciel produ-
centa danego wyposazenia pomiarowego. Dodatkowym cztonkiem zespotu powinien by¢
upowazniony przedstawiciel (akredytowany pracownik) akredytowanego laboratorium
wzorcujgcego.

ZESPOL KWALIFIKACYJNY

Wiasciciel procesu (uzytkownik): Producent:

+ znajomos$¢ wymagan branzowych  znajomos¢ charakterystyki pracy

« Zznajomos¢ procedur produkgji / badan urzadzenia

» znajomos¢ procedur kontroli + dobdér optymalnych parametréw pra
« znajomos¢ procedur analizy ryzyka cy urzadzenia odnosnie specyfiki po-

miaréw i warunkow sroclowiskowych

Akredytowane laboratorium
wzorcujace

KOMPLEKSOWA KWALIFIKACJA WYPOSAZENIA POMIAROWEGO

Rysunek 4: Zespot kwalifikacyjny (opr. whasne)
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Przedstawiciel witasciciela procesu posiada niezbedna wiedze teoretyczng i praktyczng

z zakresu:

« konkretnych wymagan danej branzy;

« procedur badan, pomiaréw, produkgcji lub kontroli;

« procedur analizy ryzyka zwigzanych z danym procesem badawczym, pomiarowym czy pro-
dukcyjnym.

Przedstawiciel producenta posiada niezbedng wiedze teoretycznga i praktyczna z zakresu:

« charakterystyki pracy danego przyrzadu pomiarowego;

« doboru optymalnych parametréw pracy urzadzenia w odniesieniu do specyfiki wykonywa-
nych pomiaréw;

« warunkéw srodowiskowych, ktére wptywaja na proces pomiarowy i mozliwos¢ kompensa-
¢ji ewentualnych btedéw lub mozliwos¢ sugestii w celu optymalizacji warunkéw Srodowi-
skowych.

Akredytowane laboratorium wzorcujgce posiada potwierdzone kompetencje do przepro-

wadzenia procedury wzorcowania wyposazenia pomiarowego w celu zachowania spéjnosci

pomiarowej.

Potaczenie wiedzy obu przedstawicieli oraz laboratorium wzorcujacego jaka daje powotany
zespot kwalifikacyjny gwarantuje sprawne i poprawne przeprowadzenie procesu kwalifika-
Cji wyposazenia pomiarowego.

6. KWALIFIKACJA WYPOSAZENIA, A SPOJNOSC POMIAROWA

Uzytkownicy przyrzadéw pomiarowych w laboratoriach zobowiazani sg do zachowania
spojnosci pomiarowej. Wedtug Przewodnika PKN-ISO/IEC Guide 99:2010, ktory stanowi Mie-
dzynarodowy stownik metrologii, spojnos$¢ pomiarowa jest to wiasciwos¢ wyniku pomiaru,

BIPM

Wzorce panstwowe NMI lub instytucje desygnowane
NMI, akredytowane laboratoria
Wzorce odniesienia wzorcujace
NMI, akredytowane laboratoria
Wzorce robocze wzorcujace

Przyrzady pomiarowe laboratoria badawcze

Niepewnos¢ pomiaru

Rysunek 5: Ogoélny schemat spojnosci pomiarowej [1]



przy ktérej wynik moze by¢ zwigzany z odniesieniem poprzez udokumentowany, nieprze-
rwany fancuch wzorcowan, z ktérych kazde wnosi swoj udziat do niepewnosci pomiaru.
Wyniki pomiaréw tych samych wielkosci lub parametréw wyrazonych w tych samych jed-
nostkach otrzymywanych w réznych laboratoriach przy zachowanej spéjnosci pomiarowej
sg ze soba poréwnywalne. Dzieki spéjnosci pomiarowej wynik pomiaru tej samej wielkosci
w laboratorium 1 bedzie poréwnywany (w zakresie niepewnosci pomiaru) z wynikiem otrzy-
manym w laboratoriach 2, 3 i 4 (przyktad rysunek 6).

Norma PN-EN ISO/IEC 17025:2005 wymaga, aby cate wyposazenie uzywane do badan i/lub
wzorcowan, w tym wyposazenie do pomiaréw pomocniczych (np. warunkéw $rodowisko-
wych), ktére ma znaczacy wptyw na doktadnos¢ lub miarodajnos¢ wynikéw badania, wzor-
cowania lub pobierania prébki, powinno by¢ wzorcowane przed oddaniem do uzytkowa-
nia.

Dlatego tez wskazane jest, aby proces kwalifikacji wyposazenia pomiarowego przed wtgcze-
niem do eksploatacji zakonczyt sie wzorcowaniem.

7OR
Ny N
© @

Rozwdéj przemystu pocigga za soba konieczno$¢ wykonywania coraz doktadniejszych po-
miaréw, a przyrzady pomiarowe muszg spetnia¢ okreslone wymagania metrologiczne.
Zgodnie z powszechnie obowigzujacymi wymaganiami dotyczacymi systemow jakosci, ale
przede wszystkim zdrowym rozsadkiem, przyrzady pomiarowe musza réwniez zapewniac
odniesienie do miedzynarodowego uktadu jednostek SI — zachowa¢ spéjnos¢ pomiarowa,
poprzez narodowe wzorce miar (w Polsce najczesciej przez wzorce utrzymywane przez
Gtowny Urzad Miar).

%
)

Rysunek 6: Sp6jnos¢ pomiarowa a porownywalnos¢ wynikéw [1]

7. PODSUMOWANIE
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Podstawowym celem wykonywania pomiaréw jest uzyskiwanie wiarygodnych wynikéw.
Podczas wykonywania badan potwierdzeniem, ze opracowana i przyjeta do stosowania
w laboratorium okreslona procedura badawcza cechuje wiarygodnos¢, jest walidacja proce-
dury badawczej. Przeprowadzona walidacja utwierdza nas, ze caty proces pomiarowy prze-
biega zgodnie z zamierzeniami, a uzyskane wyniki sg rzetelne i precyzyjne.

Norma PN-EN ISO/IEC 17025:2005 wymaga przeprowadzenia walidacji w odniesieniu do
procedur:

« whasnych, nieznormalizowanych;

« opisanych w literaturze naukowej, ale nieznormalizowanych;

« znormalizowanych ale poddanych modyfikacji przez uzytkownika;

« znormalizowanych ale stosowanych poza zakresem.

W przypadku realizacji przez laboratorium procedur znormalizowanych przytoczona wyzej
norma nie wymaga procesu walidacji, jednak powszechnie obowigzuje w takim przypadku
przeprowadzenie tzw. potwierdzenia, ze metoda w laboratorium zostata poprawnie wdro-
zona i zostata oszacowana niepewnos$¢ pomiaru metody, ktéra spetnia okreslone kryteria.

W obu tych przypadkach konieczne jest przeprowadzenie kwalifikacji wyposazenia pomia-
rowego przed wdrozeniem do uzytkowania danej procedury badawczej, pomiarowej, pro-
dukcyjnej lub kontrolne;j.
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Beata Witkowska

Instytut Widkiennictwa
todz

Szacowanieniepewnoscipomiaru dlawielkosciwtdékienniczychzuwaginaich spe-
cyficzne cechy oraz liczne wystepowanie metod subiektywnej oceny z zastosowa-
niem wzorcéw wymaga indywidualnego podejscia. W referacie zaprezentowano
dokumenty stosowane przez akredytowane laboratoria badawcze w zakresie sza-
cowania niepewnosci pomiaru. Ponadto scharakteryzowano wtasciwosci obiek-
tow widkienniczych, ktére odrdzniajq je od innych obiektéw badan, a takze przed-
stawiononajczesciejwystepujqceproblemyzwiqzanezszacowaniemniepewnosci
pomiaru typu A i typu B, w pomiarach wielkosci wtdkienniczych oraz podawa-
niem tej niepewnosci. W ostatniej czesci referatu zaprezentowano sposéb wdro-
zenia wymagari normy PN-EN ISO/IEC 17025 i innych omawianych dokumentdw
w zakresie szacowania niepewnosci pomiaru na przyktadzie Laboratorium Ba-
dan Surowcow i Wyrobdw Wtdkienniczych Instytutu Wtdkiennictwa w todzi.

1. WPROWADZENIE

Wszystkie pomiary, jakkolwiek staranne i naukowe sg narazone na wystepowanie réznych
niepewnosci. Rachunek btedéw polega na badaniu i okreslaniu tych niepewnosci, a jego
podstawowe zadanie to uswiadomienie eksperymentatorowi, jak duze sa niepewnosci
i wskazanie sposobu ich zmniejszania, gdy jest to niezbedne. Stwierdzenie to znajdujace sie
na poczatku rozdziatu pierwszego ksigzki J.R Taylora pt. Wstep do analizy btedu pomiarowe-
go i moze stanowi¢ pewnego rodzaju motto dla wszystkich, ktérzy zajmujg sie przeprowa-
dzaniem pomiaréw i opracowywaniem wynikow pomiaréw [1].

Pierwsze préby wdrazania problematyki zwigzanej z wyznaczaniem niepewnosci pomiaru
rozpoczety sie wraz z opublikowaniem Przewodnika Wyrazanie Niepewnosci Pomiaru (ang.
Guide to the Expression of Uncertainty in Measurement, GUM, ISO, 1993; popr. 1995, zwanym
dalej Przewodnikiem GUM) [2], ktory jest podstawowym dokumentem dotyczacym szaco-
wania (wyznaczania) niepewnosci pomiaru. Zgodnie z GUM wymaga sie, tam gdzie jest to
mozliwe, aby akredytowane laboratoria badawcze szacowaty i przedstawiaty niepewnosc
zwigzang z wynikami ilosciowymi. Podstawowym wymaganiem GUM jest stosowanie mo-
delu dotyczacego wyznaczania niepewnosci. Model ten powinien obejmowac wszystkie
sktadowe, ktére mogg wptywacé na niepewnos¢ zwigzang z wynikiem badania. Kolejnym
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krokiem byto zobligowanie akredytowanych laboratoriéw badawczych do wdrazania pro-

blematyki niepewnosci wraz z wejsciem do stosowania normy ISO/IEC 17025:1999 General

Requirements for the Competence of Testing and Calibration Laboratories (aktualnie w Polsce

PN-EN ISO/IEC 17025:2005 wraz z poprawka Ap1:2007) [3]. Dokument ILAC-G17:2002 [4]

opisywat postepowanie dotyczace wdrazania pojecia niepewnosci pomiaru z uwzglednie-

niem éwczesnego stanu wiedzy w tym zakresie.

Norma PN-EN ISO/IEC 17025 w punkcie 5.4.6 Szacowanie niepewnosci pomiaru dopuszcza

rézne podejscia do szacowania niepewnosci pomiaru w badaniach [4]:

- laboratoria powinny stosowac¢ odpowiednie metody szacowania,

- powinny by¢ brane pod uwage wszystkie sktadniki, ktore moga wptywac na niepewnosci
pomiaru,

- nalezy dokonywa¢ racjonalnego oszacowania opartego na aktualnej wiedzy dotyczacej
metody,

- nie wymaga sie specjalnych dziatan ze strony laboratorium w sytuacjach, kiedy wykonuje
sie badania wedtug dobrze znanej metody, w ktorej okreslono graniczne wartosci gtéw-
nych zrédet niepewnosci,

- zgromadzone doswiadczenie dotyczace metody i zakresu pomiaru moze stuzy¢ jako pod-
stawa do szacowania niepewnosci,

- nie jest konieczne wykorzystywanie metrologicznie Scistych i statystycznie uzasadnionych
obliczen.

Omawiana norma sankcjonuje w punkcie 5.10.3 Sprawozdanie z badan zasady podawania
niepewnosci pomiaru. Punkt 5.10.3c podaje co nastepuje: ,stwierdzenie, gdy ma to zastoso-
wanie, dotyczqce oszacowanej niepewnosci pomiaru; informacja dotyczqca niepewnosci jest
niezbedna w sprawozdaniach z badan, wéwczas gdy ma to znaczenie dla miarodajnosci wy-
nikoéw badania lub ich zastosowania, gdy takie wymaganie jest w wytycznych klienta lub gdy
niepewnos¢ ma znaczenie dla zgodnosci z wyspecyfikowanymi wartosciami granicznymi.”
Zapis ma istotne znaczenie, z uwagi na to, ze w akredytowanych laboratoriach badawczych
o profilu wtékienniczym odnoszenie wynikéw badan do wymagan specyfikacji wystepuje
w wiekszosci przypadkéw. W tym miejscu nalezy jednak podkresli¢, ze zainteresowanie
klientéw wyznaczaniem i podawaniem niepewnosci pomiaru ksztattuje sie na zréznicowa-
nym poziomie. W wiekszosci przypadkoéw zwigzane jest to z niepetng wiedzg w tym zakresie,
ale czesciej z faktem, ze podanie niepewnosci pomiaru na sprawozdaniu z badan moze skut-
kowac nie spetnieniem wymagan specyfikaciji.

W grudniu 2003 roku ukazato sie ttumaczenie polskie dokumentu EA-04/16 [5], a celem jego

wprowadzenia byto ujednolicenie postepowania przy wyznaczaniu niepewnosci pomiaréw

i wynikow badan w ramach EA (ang. European co-operation for Accreditation). Zamieszczono

w nim wskazoéwki oraz zalecenia odnosnie wyznaczania niepewnosci pomiaréw i wynikéw

badan. Dokument EA-04/16 odwotuje sie do Przewodnika GUM oraz normy ISO/IEC 17025.

Opisuje miedzy innymi wykorzystanie danych z walidacji i parametréw metody do wyzna-

czania niepewnosci zwigzanej z wynikami. Informacje dotyczace parametréw metody ba-

dawczej mozna uzyska¢ na podstawie:

- danych gromadzonych podczas walidacji i weryfikacji metod badawczych przed wdroze
niem ich do stosowania w laboratorium,

- porownan miedzylaboratoryjnych zgodnie z norma ISO 5725 [6],

- danych gromadzonych podczas sterowania jakoscia badan,

- programow badania biegtosci jak opisano w EA-3/04 [71].



2. SZACOWANIE NIEPEWNOSCI POMIARU

2.1. Definicje
Omoéwienie modelu szacowania niepewnosci pomiaru wymaga przypomnienia kilku defini-
¢ji. Definicje te zaczerpnieto z PKN-ISO/IEC Guide 99:2010 [8] oraz z Przewodnika GUM.

2.1.1. Pomiar (2.1 [8]) - proces doswiadczalnego wyznaczania jednej lub wiecej wartosci
wielkosci, ktére w zasadny sposdb moga by¢ przyporzadkowane wielkosci.

2.1.2. Menzurand (2.3 [8]) — wielko$¢, ktéra ma by¢ zmierzona.

2.1.3. Wynik pomiaru (2.9 [8]) — zbiér wartosci wielkosci przyporzadkowany menzurandowi
wraz z kazda dostepna informacjg mogaca miec znaczenie.

2.1.4. Niepewnos¢ pomiaru (2.26 [8]) - nieujemny parametr charakteryzujacy rozproszenie
wartosci wielkosci przyporzadkowany do menzurandu, obliczony na podstawie uzyskanej
informacji.

2.1.5. Niepewnos¢ standardowa (Przewodnik GUM, 2.3.1) - niepewnos$¢ wyniku pomiaru
wyrazona w formie odchylenia standardowego.

2.1.6. Obliczanie niepewnosci — metoda typu A (Przewodnik GUM 2.3.2) — metoda oblicza-
nia niepewnosci droga analizy statystycznej serii pojedynczych obserwacji.

Niepewnosc¢ standardowa typu A moze by¢ obliczana jako odchylenie standardowe warto-
$ci Sredniej liczonej z serii pomiaréw, wykonanych w warunkach powtarzalnosci, dla kazdej
wielkosci wejsciowej xi i okreslonej liczby stopni swobody, a zatem u,(x) = s(x) dla n - 1
okreslono wzorem:

(1M

Niepewnos¢ standardowa typu A moze by¢ réwniez obliczana jako stosunek odchylenia
standardowego wartosci sredniej i pierwiastka z liczby pomiaréw:

(2)

2.1.7. Obliczanie niepewnosci - metoda typu B (Przewodnik GUM 2.3.3) - metoda oblicza-
nia niepewnosci sposobami innymi niz analiza serii obserwacji.

Wartos¢ okreslana na drodze analizy naukowej opartej na podstawie wszystkich dostepnych
informaciji, tj. poprzednich danych naukowych, posiadanego doswiadczenia wraz z ogélng
znajomoscia zjawisk i whasciwosci odpowiednich materiatdéw odniesienia i przyrzadow, spe-
cyfikacji wzorcéw, danych uzyskanych z wzorcowania i certyfikacji, niepewnosci przypisanej
danym odniesienia zaczerpnietym z podrecznikéw (Przewodnik GUM 4.3.1).

3)

2.1.8. Ztozona niepewnos¢ standardowa (Przewodnik GUM 2.3.4) — niepewnos¢ standar-
dowa wyniku pomiaru okreslana, gdy wynik ten jest otrzymywany z wartosci pewnej liczby
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innych wielkosci, rowna pierwiastkowi kwadratowemu z sumy wyrazéw, bedacych warian-
cjami lub kowariancjami innych wielkos$ci z wagami zaleznymi od tego jak wynik pomiaru
zmienia sie wraz ze zmianami tych wielkosci.

Niepewnos¢ standardowa ztozona pomiaru Y (wielkosci wejsciowe nieskorelowane) wyra-
zona jest wzorem:
4)

2U2X<
w4 (&)

i=1
gdzie wyrazenie:

of _ Of (X X X))

X, o
oznacza wspotczynnik wrazliwosci wielkosci X, oznaczany przez c,
a wyrazenie:

u*(x)
oznacza standardowe niepewnosci typu Ai/ lub B.
Niepewnos¢ standardowa ztozona pomiaru Y wyznaczana z uwzglednieniem niepewnosci
typu A i typu B obliczana jest ze wzoru:

uly) = \Ju/§+ ug

2.1.9. Niepewnos¢ rozszerzona (Przewodnik GUM 2.3.5) — wielko$¢ okreslajaca przedziat wo-
kot wyniku pomiaru, od ktérego to przedziatu oczekuje sig, ze obejmuje duza czesc rozktadu
wartosci, ktore w uzasadniony sposéb mozna przypisac wielkosci mierzonej.

(7)

2.1.10. Wspétczynnik rozszerzenia (Przewodnik GUM 2.3.6) — wspétczynnik liczbowy zasto-
sowany jako mnoznik ztozonej niepewnosci standardowej w celu otrzymania niepewnosci
rozszerzonej.
Niepewnosc¢ standardowa rozszerzona pomiaru Y opisana jest wzorem:
(8)
U=ku,(y)

gdzie:
k - wspoétczynnik rozszerzenia; k = 2 na poziomie ufnosci 0,95, k = 3 na poziomie ufnosci
0,99.

W pomiarach wiékienniczych, podobnie jak w kazdych innych, wynik pomiaru moze by¢
okreslony zbiorem liczb rzeczywistych, ktérego elementami sa: estymata wartosci prawdzi-
wej mezurandu oraz miara niedoktadnosci jej wyznaczenia. W przedziatowej interpretacji
wyniku pomiaru miarg niedoktadnosci jest dtugos¢ przedziatu obejmujacego, z okreslonym
prawdopodobienstwem, wartos¢ prawdziwg. Przyjmujac, ze przedziat jest symetryczny
wzgledem estymaty, zbiér ten ma dwa elementy: estymate i potowe dtugosci przedziatu [2, 9].
Wynik pomiaru wielkosci Y mozna wtedy zapisac jako:

9)

Y=y+xU
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gdzie:
Y — wielko$¢ mierzona, y — estymata wielkosci mierzonej, U — niepewnos¢ rozszerzona.

Wytyczne dotyczace podawania petnego wyniku pomiaru zaprezentowano w rozdziale 7
Przewodnika GUM pt. Podawanie niepewnosci, natomiast punkt 4 dokumentu EA-16/04 [5]
pt. Krétkie streszczenie Przewodnika GUM zawiera zwieztg interpretacje podstawowych kon-
cepcji Przewodnika GUM.

Podsumowujac celem wyznaczenia niepewnosci zwigzanej z wielkoscig mierzona Y koniecz-
na jest znajomosc:

- rownania modelowego, Y =F(X, ..., X,),
- najlepszego oszacowania x, dla wszystkich wartosci wejsciowych X,

- niepewnosci u(x,.) zwigzanych ZXx.

3. SPECYFIKA POMIAROW WIELKOSCI WLOKIENNICZYCH. METODY OCENY SUBIEKTYWNE)J

Problemy laboratoriéw badawczych, ktdre zajmuja sie wyznaczaniem wiasciwosci charakte-
rystycznych dla wyrobéw witokienniczych zwigzane z szacowaniem i podawaniem niepew-
nosci pomiaru przede wszystkim zwigzane s z ogromng réznorodnoscig obiektow wité-
kienniczych, a takze ze specyficznymi cechami tych obiektéw nie obserwowanymi w innych
dziedzinach. Obiekty wtdkiennicze mozna podzieli¢ na trzy podstawowe grupy [9]:
- surowce i produkty:
« widkna: naturalne, sztuczne, potprodukty, wyroby: liniowe, ptaskie, wielowarstwowe,
przestrzenne, specjalne konstrukcje odziezowe,

- maszyny i urzadzenia:
» maszyny technologiczne, przedzalnicze, tkackie, dziewiarskie, wiékninowe, wykonczalni-
Cze, pomocnicze przyrzady pomiarowe,

- procesy:
- projektowe, przygotowawcze, przetworcze, wykonczalnicze, sterownicze, pomiarowe, za-
rzadzania, marketingowe, handlowe.

Do specyficznych wiasciwosci wyrobow widkienniczych moznazaliczy¢ przede wszystkim [9]:

- ,reologicznosd’, tj. sprezystosc lepkos¢, plastycznosé i zwigzane z tym zjawiska pefzania,
relaksacji oraz odksztatcerh natychmiastowych,

- duza czutos¢ na wptywy klimatyczne oraz oddziatywania mechaniczne chemiczneiinne,

- duze rozrzuty parametrow, liniowe, powierzchniowe, przestrzenne,

- zmiennosc¢ czasowa, starzenie dojrzewanie,

- Znaczaca zaleznos¢ wyniku pomiaru od sposobu przygotowania probek,

- istotng zmiennos$¢ parametréw w procesie uzytkowania,

- istotny wptyw proceséw pomiarowych na wartosci parametréw,

- specyficzne wiasciwosci wzorcédw i przyrzagdéw pomiarowych.

Nalezy rowniez wzig¢ pod uwage ré6znorodnos¢ parametrow i wiasciwosci, ktéorymi moze
charakteryzowac sie wyréb widkienniczy. Szczegdlnie dotyczy to ptaskich wyrobéw wté-
kienniczych tj. np.: tkanin, dzianin, wyrobéw powlekanych, wyrobéw skonfekcjonowanych,
wtdkienniczych pokry¢ podtogowych itp. Mozna tu wymieni¢ parametry techniczno-tech-



72

nologiczne (masa powierzchniowa, dtugos¢, szerokos$¢, grubos¢, parametry przedz skfado-
wych), wytrzymatosciowe (wytrzymatosc na rozciagganie, rozdzieranie, wypychanie, wytrzy-
matos¢ szwu), uzytkowe (odpornos¢ na scieranie, przesuwalnos¢ nitek w szwie, odpornosci
wybarwien, zmiana wymiaréw po procesach prania i konserwacji, stabilnos¢ wymiaréw po
dziataniu wysokiej temp.), komfortu fizjologicznego (przepuszczalnos¢ powietrza, opér pary
wodnej, opor cieplny), estetyczne (sktonnos¢ do mechacenia i pillingu, odpornos¢ na mie-
cie, zmiana struktury i barwy po symulowanym uzytkowaniu pokry¢ podtogowych). Sa to
tylko przyktady wyznaczen, ktérymi na co dzien zajmuja sie laboratoria badawcze o profilu
witokienniczym. Kazde badanie ma swoja specyfike i wymaga zaangazowania innych przy-
rzadow pomiarowych. Wyznaczenie wielu parametréow wymaga stosowania w jednym ba-
daniu wielu przyrzagdéw np.: pomiarowych (wytrzymatos¢ na rozcigganie, rozdzieranie itp.),
pomiarowych i pomocniczych (zmiana wymiaréw po procesach prania i suszenia), wzorcéw
lub materiatéw odniesienia (odpornosci wybarwien), czynnikow chemicznych np. sztuczne-
go potu czy sliny (odpornos¢ wybarwien na pot alkaliczny i kwasny). Istotnym elementem
badan jest czynnik ludzki, jakim jest zesp6t oceniajacy niezbedny w przypadku ocen subiek-
tywnych wiasciwosci estetycznych (odpornos¢ wybarwien, sktonnos¢ do mechacenia i pil-
lingu, odpornos¢ na miecie, ocena zmiany wygladu po procesach prania i suszenia itp.).
Biorac to pod uwage wyznaczenie sktadowych niepewnosci typu B w wielu przypadkach
staje sie skomplikowane, a czasami niemozliwe.

Inna sprawa to doktadnos¢ podawania wynikow pomiaréw. Zdecydowana wiekszos¢ pa-
rametrOw wyznaczana jest w oparciu o znormalizowane metody badawcze, ktore najcze-
$ciej podajg sposéb i doktadnos¢ podawania wyniku pomiaru. Biorgc pod uwage zasade,
ze doktadnos¢ podawania niepewnosci pomiaru jest taka sama jak doktadnos¢ podawania
wyniku pomiaru [1] w wielu sytuacjach okazuje sie, ze przeprowadzenie catego procesu
wyznaczania niepewnosci typu B doprowadza do wniosku, ze warto$¢ tej niepewnosci jest
pomijana przy podawaniu wyniku pomiaru. Jest to najczesciej zwigzane z tym, ze aktualnie
laboratoria badawcze stosujg przyrzady pomiarowe o wysokiej, z punktu widzenia uzytkow-
nika, klasie doktadnosci natomiast wynik pomiaru nalezy poda¢ w wartosciach catkowitych
lub z doktadnoscia do jednego miejsca po przecinku. W wielu przypadkach np. badan wy-
trzymatosciowych dokfadnos$¢ podawania wyniku pomiaru, a co za tym idzie niepewnosci
wyniku pomiaru zmienia sie wraz z wyznaczanymi wartosciami badanej cechy. Przyktadem
tego jest wyznaczanie wytrzymatosci na rozcigganie [10] lub wytrzymatosci szwu [11], gdzie
zasada podawania dokfadnosci wyniku pomiaru sity jest nastepujaca:

-wartosci sity < 100 N, doktadnos¢ do 1 N,

- wartosci sity < 100 N do < 1000 N, doktadnos¢ 10N,

- wartosci sity < 1000N, doktadnos¢ 100 N.

W prezentowanym przypadku, a nie jest on odosobniony, jezeli laboratorium, na podstawie
$wiadectwa wzorcowania maszyny wytrzymatosciowej, wyznaczy niepewnosc typu B

i otrzyma wartosci na poziomie np. zakres sity 10N = niedoktadnos¢ wskazan 0,001N, zakres
sity 100N = niedoktadnos¢ wskazan 0,052N, zakres sity 1200N = niedoktadnos$¢ wskazan
0,413N niepewnos¢ ta mimo, ze prawidtowo wyznaczona nie zostanie uwzgledniona przy
podawaniu wyniku pomiaru.

Oczywiscie niepewnosc typu A dla metod, w ktérych wyznaczane sg whasciwosci wytrzyma-
tosciowe jest obliczana i podawana zgodnie z zasadami podawania doktadnosci wyniku po-
miaru. Nie rzadkie s jednak przypadki, ze niepewnos¢ ta osigga wartosci, ktdre sa pomijane
przy podawaniu wyniku pomiaru.



Jak wczesdniej zostato wspomniane wiele wiasciwosci wyrobow wtékienniczych jest wyzna-

czana z zastosowaniem wzorcéw. Wzorce te mozna podzieli¢ na [9]:

- wzorce graficzne:
- postaciowe, tj. arkusze fotograficzne lub drukowane zawierajace obrazy postaci rzeczy-
wistych obiektéw, ktorych cechy wskazujg przejawy uznane za wzorcowe, np. wzorce do
oceny stopnia pillingu i zmechacenia tkanin i dzianin, wzorce odpornosci na miecie czy
zacigganie nitek,
» szare skale to zestawy wzorcow wykonanych w postaci papierowych paskéow zawiera-
jacych pola o réznych stopniach szarosci. Za pomoca szarych skal ocenia sie odpornos¢
wyrobow wiékienniczych np. na pot, pranie, tarcie, Swiatto, wode, czyszczenie chemiczne.
Pewna odmiana szarej skali jest szara skala do oceny stopnia zabrudzenia bieli. Zbudowa-
na jest z papierowych par paskow biatych i o r6znych stopniach szarosci.

- probki wzorcowe stanowigce materiaty odniesienia. Przykladem moze by¢ osiem niebie-
skich wzorcéw do oceny odpornosci wybarwien na swiatto sztuczne, ktérych producentem
jest np. James H. Heal Co. Ltd. Anglia. Prébki wzorcowe wykonane s3 z tkanin wetnianych
o odpowiednich parametrach struktury i barwy, ponumerowanych od 1 do 8. Zmiany bar-
wy na probce roboczej powstate w wyniku badania przeprowadzanego w znormalizowa-
nych warunkach poréwnywane sg ze zmiang barwy na odpowiednim wzorcu i w taki spo-
sob jest dokonywana ocena stopnia zmiany barwy prébki roboczej.

- wzorce paskowe to specjalnie skonstruowane paski folii, stuzag one do wzorcowania elek-
tronicznych przyrzadéw do pomiaru dtugosci widkien, np. Almeter, Uster.

Réznorodnos¢ wzorcow stosowanych w ocenie wiasciwosci wyrobdw widkienniczych stwa-
rza trudnosci w przyjeciu wspolnej zasady co do wyznaczenia niepewnosci typu B w me-
todach badan, w ktérych wzorce majg zastosowanie. W przypadku wzorcéw graficznych
stosowanych do oceny stopnia sktonnosci do mechacenia i pillingu lub szarych skal mozna
przyja¢, ze niepewnos¢ kazdej z ocen wynosi 0,5 stopnia. Warto jednak podkresli¢, ze zgod-
nie ze znormalizowang metodyka badan [12] oceny dokonuje sie korzystajgc z opisu stow-
nego, ktory charakteryzuje zmiany wystepujace na probce w odniesieniu do stopnia: 1, 2, 3,
4,5, przy czym stopien 5 oznacza brak zmian odpornosci na pilling i mechacenie. Natomiast
ocena przeprowadzana z uzyciem wzorcéw dokonywana jest po uzgodnieniu z zaintereso-
wanymi stronami, i jest ocena dodatkowa. Wzorce fotograficzne pillingu reprezentujg stop-
nie posrednie ocen, tj. stopien 1-2, 2-3, 3-4, 4-5. W przypadku metod wykorzystujacych szare
skale mamy do dyspozycji 9 wzorcéw reprezentujacych stopnie: 1, 1-2, 2, 2-3, 3, 3-4, 4, 4-5,
przy czym stopien 5 oznacza brak zmian odpornosci wybarwien/zabrudzenia bieli. W zapre-
zentowanych przyktadach trudno bytoby podac¢ wynik oceny np. stopien 5 £+ 0,5 lub stopien
1+ 0,5. Po pierwsze nie odpowiada to zasadzie, ze doktadnos¢ podawania niepewnosci po-
miaru jest taka sama jak doktadno$¢ podawania wyniku pomiaru, a po drugie jezeli stopien
5 oznacza brak zmian trudno wyobrazi¢ sobie co oznacza stopien 5,5 i analogicznie jezeli
stopien 1 oznacza najwieksze z mozliwych zmiany na probce to trudno stwierdzi¢ co ozna-
cza stopien 0,5. Ponadto nalezy doda¢, ze wartos¢ 0,5 stopnia jest najmniejszg wartoscia,
jaka moze przyjac roznica pomiedzy pomiarami, tak wiec prég czutosci metody oceny pillin-
gu jest osadzony bardzo wysoko, gdyz wynosi pét podziatki skali oceny.

Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze najczesciej laboratoria badawcze, ktére stosujg subiek-
tywne metody oceny wiasciwosci wyrobéw widkienniczych pomijajg wyznaczanie niepew-
nosci typu B dla tych metod.
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Jezeli chodzi o niepewnos¢ typu A metod subiektywnych jej wyznaczenie tez nie zawsze jest
mozliwe. Warto w tym miejscu krotko opisac jak najczesciej przebiega ocena dokonywana
z uzyciem wzorcow. Metodyka kazdego z badan szczegétowo opisuje, w jakich warunkach
ocena ma by¢ dokonywana, dotyczy to zarowno stanowiska oceny (odpowiednie stanowisko
oceny i oswietlenie, odlegto$¢ od wzroku oceniajacego itp.), rodzaju zastosowanych wzor-
cow jak réwniez zespotu oceniajacego — zespot powinien sktadac sie z co najmniej trzech
0s6b. Dobér zespotu oceniajgcego powinien uwzglednia¢ zasady opisane w serii norm
o wspoélnym tytule Analiza sensoryczna. S to np. PN-ISO 5492:2009 Analiza sensoryczna. Ter-
minologia, PN-ISO 8586:1996 Czes¢ 1 Analiza sensoryczna. Ogdlne wytyczne wyboru, szkole-
nia i monitorowania oceniajqcych. Wybrani oceniajqcy czy Cze$¢ 2 z 2008 Analiza sensoryczna.
Ogdlne wytyczne wyboru, szkolenia i monitorowania oceniajqcych. Eksperci oceny sensorycznej.
W tej ostatniej normie okres$lono m.in. kryteria doboru ludzi o szczegdlnych zdolnosciach
sensorycznych sposréd wytypowanych oceniajacych. Ponadto podano zasady i procedury
pogtebiania ich wiedzy i zdolnosci do poziomu wymaganego dla oceniajacych eksper-
tow.

W praktyce zesp6t oceniajacy wytaniany jest sposrod pracownikéw laboratorium, ktérzy po-
siadajg doswiadczenie w wymaganym zakresie, znajg metody badawcze, potrafig zmiany
zaobserwowane na prébkach roboczych przyporzadkowac¢ do stosowanych wzorcéw lub
innych skal np. opisowych. Oceniajacy nie powinni by¢ podatni na wptywy zewnetrzne to
znaczy nie sugerowac sie ocenami innych oséb w zespole lub ewentualng wiedza odnosnie
oczekiwan co do wyniku oceny. Ten pierwszy warunek mozna spetni¢, gdy kazdy oceniajacy
podaje swojg ocene niezaleznie np. zapisuje na kartce, a wszystkie wyniki oceny sa podawa-
ne po zakonczeniu pracy zespotu. Wieloletnie doswiadczenie laboratoryjne autorki wska-
zuje, ze najczesciej wyniki oceny zespotu nie roznig sie od siebie i np. uzyskuje sie dziewiec
wynikow stopien 3 odpornosci na pilling (trzy prébki robocze oceniane przez trzy osoby).
Znormalizowana metodyka oceny dopuszcza, aby réznica miedzy najnizszym i najwyzszym
stopniem oceny byta 0,5 stopnia (wyjatkiem sg metody, w ktorych nie ma tzw. stopni potéw-
kowych, wtedy réznica moze wynies¢ 1 stopien). Jezeli réznica jest wieksza nalezy ponownie
przeprowadzi¢ ocene zwiekszajac sktad zespotu oceniajacego.

Dla zaprezentowanego powyzej przyktadu, w ktéorym mamy dziewie¢ jednakowych wyni-
kow oceny niepewnos¢ typu A wynosi zero. Nawet jezeli zgodnie z ww. zasada, oceny sa
zréznicowane to obliczona niepewnos$¢ typu A = s /4'n, ksztaltuje sie na poziome 0,08 do
0,09 stopnia, a niepewnosc¢ rozszerzona dla k= 2 wynosi 0,16 do 0,19 stopnia. Biorac pod
uwage, ze zgodnie ze znormalizowang metodyka doktadnos¢ podawania wyniku dla ocen
dokonywanych przy wykorzystaniu tzw. skal ze stopniami potéwkowymi wynosi 0,5 stop-
nia niepewnos¢ typu A w tym przypadku tez (podobnie jak niepewnos¢ typu B) jest pomi-
jana.

4. REALIZACJA WYTYCZNYCH NORMY PN-EN ISO/IEC 17025 | INNYCH DOKUMENTOW
W ZAKRESIE WYZNACZANIA NIEPEWNOSCI POMIARU W LABORATORIACH BADAW-
CZYCH O PROFILU WLOKIENNICZYM

Przyktady probleméw zwigzanych z szacowaniem niepewnosci pomiaru dla wielkosci wto-
kienniczych mozna mnozy¢. Nie jest jednak celem tego referatu stwierdzenie, ze wyzna-
czanie niepewnosci zaréwno typu A i typu B rodzi dla laboratorium tylko same trudnosci.
Wrecz przeciwnie, sz-acowanie niepewnosci pomiaru niezaleznie od tego, ze jest wymagane



w akredytowanych laboratoriach badawczych jest przede wszystkim jednym ze Zzrédet wie-
dzy w procesie doskonalenia pracownikéw laboratorium i pozwala podnies¢ jego kompe-
tencje techniczne.

Laboratoria o profilu wtékienniczym majg w swoich zakresach akredytacji bardzo wiele zr6z-
nicowanych metod badawczych np. Laboratorium Badan Surowcéw i Wyrobéw Wiédkienni-
czych Instytutu Wiékiennictwa (IW) ok. 160 akredytowanych metod obejmujacych bada-
nia: surowcow widkienniczych, przedzy, nici, tkanin, tkanin powlekanych, dzianin, wtéknin,
wyrobow o przeznaczeniu meblowym, wyrobéw pornczoszniczych, wyrobéw medycznych,
zabawek i materiatéw przeznaczonych do ich wytwarzania, pokry¢ podtogowych, wyrobéw
konfekcjonowanych. Laboratoria te realizujg wymagania normy PN-EN ISO/IEC 17025 w za-
kresie szacowania niepewnosci pomiaru.

Omowienie sposobu wdrazania wymagan normy w przedmiotowym zakresie zostanie do-
konane na przyktadzie wyzej wymienionego Laboratorium IW, w ktérym autorka referatu
pracuje. Laboratorium posiada w dokumentacji systemu zarzadzania Procedure Wyrazanie
niepewnosci pomiaru, ktéra ustala metody szacowania niepewnosci pomiaru stosowane
w Laboratorium. Procedura odnosi sie do Przewodnika GUM, normy PN-EN ISO 17025 oraz
dokumentu EA-04/16 i przywotuje niezbedne definicje. Laboratorium stosuje Procedure
Przedstawianie wynikéw badan, ktéra ustala zasady podawania niepewnosci pomiaru. Kazde
Sprawozdanie z badan na pierwszej stronie zawiera nastepujacg adnotacje: Niepewnosc¢ po-
miaru, jesli jest okreslona, zostata wyznaczona zgodnie z zaleceniami zawartymi w dokumencie
EA-4/16. Podane wartosci niepewnosci stanowiq niepewnosc rozszerzonq przy poziomie ufnosci
95% i wspdtczynniku rozszerzenia k=2.

Istotnym elementem systemu wdrazania szacowania niepewnosci pomiaru w laboratorium
oraz adaptacji tego systemu do codziennej pracy pracownikéw laboratorium jest tabela-
ryczne zestawienie metod badan wymienionych w zakresie akredytacji oraz przedstawienie
dla kazdej z nich: istotnych cech metody (liczba prébek, liczba pomiarow, doktadnos¢ po-
miaru dokfadnos¢ podawania wyniku pomiaru: sposobu obliczania niepewnosci (przyczy-
na, wartos¢ poprawki w przypadku niepewnosci typu B, odpowiednie wzory do wyznacza-
nia niepewnosci typu A, ztozonej i rozszerzonej w przypadku obliczania niepewnosci typu A.
W Tabeli 1 przedstawiono wybrane fragmenty zestawienia.

gdzie:

s -odchylenie standardowe obliczone ze wzoru (1),

n - liczba pomiaréw,

k - wspotczynnik rozszerzenia réwny 2.

Celem utatwienia pracy, dla pracownikow laboratorium, przygotowano tabele, zawierajaca
informacje niezbedne do wyznaczenia niepewnosci typu B. Informacje te sa aktualizowane
na podstawie $wiadectw wzorcowania przyrzadow. W Tabeli 2 przedstawiono przyktad po-
dania wartosci niepewnosci typu B dla wagi elektronicznej i maszyny wytrzymatosciowej.

Tabela 2: Wartosci niepewnosci typu B wyznaczone na podstawie swiadectw wzorcowania przyrzadéw

Przyrzad Niepewnosé typuB-u,
Waga elektroniczna WPS 1200 u,=12mg
Maszyna wytrzymatosciowa ZWICK
Gtowica 2 kN $ciskanie u, = 6,4 N, rozcigganie u, = 6,0 N
Giowica 10N Sciskanie u,=0,26 N, rozcigganie u, = 0,26 N
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Kolejnym elementem byto opracowanie dla wszystkich metod badawczych stosowanych
w laboratorium (z zakresu akredytacji i z po za niego) arkuszy pomiarowych, ktore zawie-
rajg niezbedne informacje dotyczace metody badania, parametréw badania oraz sposobu
wyznaczenia niepewnosci pomiaru. Arkusze bardzo utatwiajg prace pracownikéw laborato-
rium, ponadto w duzym stopniu gwarantuja prawidtowos¢ dokonanych obliczen.

Zaprezentowane powyzej procedury szacowania niepewnosci pomiaru funkcjonuja z po-
wodzeniem w laboratorium od kilku lat. Trzeba jednak podkresli¢, ze jak kazdy system wy-
magaja ciagtego nadzoru i doskonalenia. Zwigzane to jest przede wszystkim z wprowadza-
niem do zakresu akredytacji nowych metod badawczych, nadzorem nad wyposazeniem - co
skutkuje aktualizowaniem, na podstawie Swiadectw wzorcowania, zapiséw co do wartosci
niepewnosci typu B, a takze ciggtym szkoleniem pracownikéw laboratorium z zakresie me-
tod szacowania niepewnosci pomiaru i sposobu funkcjonowania procedur w laboratorium.

5. PODSUMOWANIE

5.1. Szacowanie niepewnosci pomiaru jest jednym z elementéw funkcjonowania systemu
zarzadzania laboratorium. Wdrozenie procedur szacowania niepewnosci jest wymagane w
Swietle obligatoryjnych dokumentéw okreslonych do stosowania przez Polskie Centrum
Akredytacji i norme PN-EN ISO 17025.

5.2. Specyficzne cechy obiektow witdkienniczych i réznorodna metodyka badawcza obej-
mujaca metody subiektywnej oceny organoleptycznej wymaga zastosowania niestandar-
dowego podejscia do problematyki szacowania niepewnosci pomiaru. Z uwagi na to pro-
ces szacowania niepewnosci oparty jest w wielu przypadkach na wiedzy i doswiadczeniu
pracownikoéw laboratorium i nie zawsze jest on scisle powigzany z zastosowaniem metod
statystycznych.

5.3. Szacowanie niepewnosci pomiaru stanowi dla laboratorium cenne zrodto wiedzy za-
rowno o cechach metod pomiarowych, jak i przyrzadéw. Stanowi réwniez inspiracje do cia-
gtego doskonalenia kompetencji technicznych pracownikow laboratorium.

5.4. Procedury szacowania niepewnosci pomiaru w laboratorium musza by¢ opracowane
zgodnie z obowiazujacymi dokumentami, powinny one jednak uwzglednia¢ specyfike da-
nego obszaru technicznego.
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Krystyna Klembalska
Przemystowy Instytut Maszyn Rolniczych
Poznan

Badania poziomu cisnienia akustycznego realizowane sq przez laboratoria ba-

dawcze najczesciej metodami znormalizowanymi. Stosowane normy okreslajq

szczegbétowe wymagania, dotyczgce m.in. warunkow Srodowiskowych badan,
wyposazenia, sposobu wykonania pomiaréw, w tym réwniez pozycji mikrofonu.

Ze wzgledu na wtasne mozliwosci techniczne i doswiadczenia, laboratoria stosu-

jg rézne techniki zapewnienia wtasciwego usytuowania mikrofonu. Przedstawio-

no wyniki badan, ktdre starajq sie odpowiedzie¢ na pytania:

- jaki wptyw na wyniki pomiardw i ich niepewnos¢ powoduje niespetnienie wy-
magan metody znormalizowanej, dotyczqcych usytuowania mikrofonu lub nie-
stabilnos¢ jego pozycdji,

- jakie techniki wykonania pomiaréw sq akceptowalne w powyzszym kontekscie,

- kiedy niezbedna jest walidacja metody.

1. WPROWADZENIE

Wiele laboratoriéw badawczych posiada w swoim zakresie akredytacji badania akustyczne,
w tym hatasu w srodowisku pracy lub hatasu na stanowisku pracy emitowanego przez ma-
szyny i urzadzenia. Sa tez laboratoria, ktére przygotowuja sie do uzyskania akredytacji w tym
zakresie. Badania takie najczesciej wykonywane sa metodami znormalizowanymi, jest to bo-
wiem dziedzina badan, w ktérej funkcjonujg wyjatkowo liczne normy. Niektére laboratoria
stosujg dodatkowo wiasne procedury badawcze, wspomagajace metode znormalizowana.
Rzadko spotyka sie laboratoria, ktére stosujg w petni nieznormalizowang metode badaw-
cza.

Normy okreslajgce metody badan hatasu, formutujg wymagania dotyczace wykonywania

pomiaréw tak, aby byly spetnione warunki zapewnienia wiarygodnosci, precyzji i poréw-

nywalnosci wynikow badan, ze wzgledu na sposob wykorzystywania tych wynikéw. Wy-

niki badan hatasu najczesciej wykorzystywane s w obszarach regulowanych prawem, tj.

w ocenie srodowiska pracy [3, 5] lub w dziataniach zwigzanych z systemem oceny zgodnosci

w odniesieniu do maszyn i urzadzen [6]. Stuza np. do:

- poréwnania wynikéw badan z okreslonymi specyfikacjami odniesienia [1, 2, 4],

- poréwnania wykonania réznych egzemplarzy z danej rodziny maszyn lub urzadzen,

- zaspokojenia potrzeb klientéw - pracodawcow, do oceny ryzyka na stanowiskach pracy,
w tym monitorowania hatasu i jego ograniczania,
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- zaspokojenia potrzeb klientéw - producentéw maszyn, w celu oceny skutecznosci stoso-
wanych konstrukcyjnych srodkéw ograniczania emisji hatasu przez maszyne lub do dekla-
rowania emisji hatasu,

- zaspokojenia potrzeb klientéw — organéw nadzoru i kontroli rynku, w celu weryfikacji po-
ziomu hatasu emitowanego przez maszyny i urzagdzenia.

W zwigzku z tym wymagane jest, aby badania byty wykonane w okreslonych warunkach sro-

dowiska badawczego, w okreslonym miejscu, okre$long aparatura pomiarowa, przy okreslo-

nych warunkach pracy zrodet emisji. Jednym z czynnikow, ktore wptywaja na wynik pomiaru
lub jego niepewnos¢, moze by¢ usytuowanie mikrofonu w trakcie pomiaru.

Znormalizowane metody badan hatasu okreslajg m.in. pozycje mikrofonu, traktujac ten
czynnik jako istotny dla zapewnienia odtwarzalnosci wynikéw. Nie podaja jednak informacji
o wielkosci tego wptywu, ani o sposobie (technice) zapewnienia okreslonej pozycji mikro-
fonu. Wykonano zatem skrécone badania, ktére w zatozeniach miaty okresli¢ wptyw usytu-
owania mikrofonu na wyniki pomiaréw i ich niepewnos¢. W badaniach tych wykorzystano
wtasne doswiadczenia Laboratorium Badawczego Maszyn Rolniczych PIMR (AB 190) oraz
wyniki obserwacji praktyki innych laboratoriéw. Ograniczono sie do pomiaréw poziomu ci-
$nienia akustycznego skorygowanego charakterystyka czestotliwosciowa A, realizowanych
metodami opisanymi w normach PN-N-01307:1994 i PN-EN ISO 11201:2010, dla stanowiska
pracy operatora pracujagcego w pozycji stojacej. Rozwazania skupiono gtéwnie na praktycz-
nych aspektach badan.

2. BUDZET NIEPEWNOSCI POMIAROW W BADANIACH CISNIENIA AKUSTYCZNEGO

Budzet niepewnosci pomiarow hatasu obejmuje wiele sktadowych. Norma PN-N-01307:1994
stosowana w badaniach hatasu w srodowisku pracy (w tym na stanowiskach pracy) nie po-
daje w ogdle zadnych informacji ani wymagan w zakresie niepewnosci pomiaréw. Natomiast
norma PN-EN ISO 11201:2010 (wydanie z grudnia 2010), stosowana w badaniach poziomu

cisnienia akustycznego na stanowiskach pracy metoda doktadna (stopien doktadnosci 1)

lub techniczng/inzynierska (stopien doktadnosci 2), zwraca uwage, ze:

- niepewnos¢ pomiaru poziomu ci$nienia akustycznego zalezy od catkowitego odchylenia
standardowego 6, i wymaganego poziomu ufnosci,

- na catkowite odchylenie standardowe 6, sktadajg sie: odchylenie standardowe odtwarzal-
nosci metody 6, oraz odchylenie standardowe 6___wynikajace z niestabilnosci pracy i wa-
runkow instalacji zrédfa hatasu,

- czynniki wptywajace na wartos¢ odchylenia standardowego odtwarzalnosci metody 6,
zwigzane sg np. z warunkami srodowiskowymi, niepewnoscig aparatury pomiarowe;j
i technika wykonywania pomiaru,

- czynniki wptywajace na warto$¢ odchylenia standardowego 6, __zwiazane sg z rodzajem,
charakterystyka i sposobem instalacji zrodta hatasu.

Jednoczesnie norma ta (w odréznieniu od poprzednich wersji PN-EN1SO 11201:1999i PN-EN

ISO 11201:2010 (wydanie z lutego 2010) przedstawia doktadnie budzet i procedure sza-

cowania niepewnosci pomiaru, w tym wyznaczania wartosci odchylen standardowych,

o ktérych mowa wyzej. Np. dla metody technicznej, ktérej odchylenie standardowe odtwa-

rzalnosci 6., wynosi 1,5 dB, odchylenie standardowe 6 _moze wynie$¢ od 0,5 dB do 4,0 dB.

Biorac zatem pod uwage te szacunki, niepewnos$¢ pomiaru poziomu ci$nienia akustycznego

metodgq techniczng wyniesie od 1,6 dB dla zrédta hatasu o stabilnej pracy i warunkach in-



stalacji, do 4,3 dB dla zrédta hatasu o bardzo niestabilnej pracy i warunkach instalacji. Nie-
pewnosc¢ rozszerzona zalezna bedzie od przyjetego poziomu ufnosci. Dla poziomu ufnosci
95% przyjmuje sie wspotczynnik rozszerzenia k =2 (rozktad normalny). Przy jednostronnym
przedziale ufnosci 95% dla rozktadu normalnego przyja¢ mozna wspétczynnik rozszerzenia
k=16.

Zastrzec nalezy, ze warto$¢ odchylenia standardowego odtwarzalnosci metody 6, podana
w normie, mozna przyjac jedynie w przypadkach, gdy badania realizowane sg w warun-
kach petnej zgodnosci z wymaganiami danej metody. W przeciwnym przypadku wartos¢
ta bedzie wieksza. Jednym z czynnikédw wptywajacych na zwiekszenie wartosci odchylenia
standardowego odtwarzalnosci metody 6., moze by¢ np. niespetnienie wymagar normy/
metody, dotyczacych pozycji mikrofonu lub niestabilnos¢ jego pozyciji.

Ze wzgledu na to, ze pomiary zgodnie z normg PN-EN ISO 11201:2010 wykonywane sa
w kontrolowanych warunkach srodowiskowych, metody w niej opisane zapewniajg wyz-
sze stopnie doktadnosci (stopien dokfadnosci 1 - metoda doktadna i stopienn doktadnosci
2 - metoda techniczna), niz np. metoda pomiaréw w warunkach in situ, podana w normie
PN-EN ISO 11202:2010.

3. POZYCJE MIKROFONU WG WYMAGAN NORM | W PRAKTYCE

Wymagania zastosowanych w niniejszych badaniach norm, dotyczace pozycji mikrofonu
dla operatora pracujgcego w pozycji stojacej, przedstawiono w tablicy 1. Zaznaczy¢ nalezy,
ze oczywista jest roznica w zastosowaniu PN-N-01307:1994 i PN-EN ISO 11201:2010 oraz
wynikajace z tego réznice w metodach, jednak warto je poréwna¢, gdyz niejednokrotnie
ich wymagania odnosza sie do takiego samego stanowiska pracy. Informacyjnie podano
rowniez odpowiednie wymagania normy PN-EN ISO 4254-1:2009+AC:2010, modyfikujace
i uzupetniajgce w pewnym zakresie wymagania normy PN-EN ISO 11201:2010, stosowane
w badaniach maszyn rolniczych samobieznych i ciaggnikowych.

Jakwynikazpowyzszych danych, wymaganianorm PN-ENISO 11201:2010i PN-N-01307:1994
dotyczace pozycji mikrofonu, réznig sie przede wszystkim precyzjag wymagan. Wynika to
m.in. z rozwoju doswiadczen normalizacyjnych w okresie, ktory oddziela lata wydan obu
norm, ale réwniez (przynajmniej cze$ciowo) z réznicy zastosowan obu metod. Laboratorium
realizujgce badania hatasu metoda wg normy PN-N-01307:1994 i rozumiejace sens tych po-
miarow, zdaje sobie sprawe z niezbednych uwarunkowan, ktérych nie podano w normie, np.
ze mikrofon powinien by¢ ukierunkowany zgodnie z kierunkiem padania dzwigku.

Jesli chodzi o miejsce mikrofonu w stosunku do Zrédta hatasu (np. potozenie i odlegtos¢
w stosunku do obstugiwanej maszyny), normy ze wzgledu na zréznicowanie stanowisk pra-
cy dysponuja tylko, ze mikrofon ma by¢ w miejscu, gdzie zwykle znajduje sie gtowa pracow-
nika, lub gdzie zwykle znajduje sie operator. Sciste wyznaczenie tego miejsca pozostawiono
kompetencjom badajgcego. O ile norma PN-EN I1SO 11201:2010 wyjatkowo precyzyjnie po-
daje wysoko$¢ mikrofonu w przypadku pomiaréw wykonywanych podczas nieobecnosci
pracownika, uwzgledniajgc wzrost przecietnego cztowieka, o tyle norma PN-N-01307:1994
wskazuje wysokos¢ nad podtoga =1,2m, dodajac ze chodzi o miejsce, w ktérym zwykle znaj-
duje sie glowa pracownika. Jednoczesnie norma PN-EN ISO 11201:2010 wymaga, aby sto-
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Tabela 1: Pozycje mikrofonu przy pomiarach poziomu cisnienia akustycznego na stanowisku pracy dla opera-
tora pracujacego w pozycji stojacej

Obecnos¢ pracownika/

operatora podczas
pomiarow
Pomiary wykonywane
podczas nieobecnosci
pracownika

Pomiary wykonywane

w obecnosci pracownika

PN-N-01307:1994

Mikrofon w miej-
scu, gdzie zwykle
znajduje sie gtowa
pracownika

Wysokos¢ nad
podfoga =1,2m

Odlegtos¢ od ucha
bardziej narazone-
go 0,1Tm

PN-EN ISO
11201:2010

Mikrofon ustawiony
tak, aby kierunek
padania dzwieku
pokrywat sie z kie-
runkiem odniesienia
mikrofonu, podanym
przez wytworce.

Jesli to mozliwe, mi-
krofon zwrécony

w kierunku dominuja-
cego zrodta dzwieku

Wysokos¢ nad podto-
zem 1,550m=0,075m
(nad punktem odnie-
sienia, wyznaczonym
przez rzut srodka
gtowy operatora na
podtoge)

Odlegtos¢ od srod-
kowej ptaszczyzny
gtowy operatora
0,20m=0,02m, w linii
oczu, z kierunkiem
odniesienia mikro-
fonu réwnolegtym
do linii widzenia
operatora, po stronie
wiekszego narazenia

Mikrofon ustawiony
tak, aby kierunek
padania dzwieku
pokrywat sie z kie-
runkiem odniesienia
mikrofonu, podanym
przez wytworce.
Jesli to mozliwe, mi-
krofon zwrécony w
kierunku dominuja-
cego zrédta dzwieku

PN-EN ISO 4254-
1:2009+AC:2010

Mikrofon w miej-
scu, gdzie zwykle
znajduje sie ope-
rator. Pozostate

— jak PN-EN I1SO
11201:2010

Wysokos¢ nad
podtozem
1,60m=0,05m

Mikrofon zamo-
cowany na gto-
wie w odlegtosci
0,20m=+0,02m od
ptaszczyzny syme-
trii gtowy, w linii
oczu, po stronie
zrédta hatasu

Wzrost operatora
1,75m=0,05m facz-
nie z butami

Jak PN-EN ISO
11201:2010



sowac dodatkowe ustalenia wynikajace z norm przedmiotowych, dotyczacych konkretnego
typu maszyn lub urzadzen, jesli takie normy istniejg. Np. dla maszyn rolniczych samobiez-
nych i ciagnikowych, zacytowana w tabl.1 norma PN-EN ISO 4254-1:2009+AC:2010 okre$la
dokfadnie wzrost pracownika, z ktérego wynika wysokos¢ pozycji mikrofonu (w przypadku,
gdy pomiary wykonywane sg w obecnosci pracownika).

Normy nie narzucaja takze techniki utrzymania stabilnej pozycji mikrofonu w trakcie pomia-
réow, z wyjatkiem zacytowanej normy PN-EN ISO 4254-1:2009+AC:2010, ktéra wskazuje, ze
w przypadku pomiaréw wykonywanych w obecnosci pracownika, mikrofon powinien by¢
zamocowany na gtowie.

W praktyce laboratoria badawcze stosujg r6zne techniki ustalenia i utrzymania pozycji mi-

krofonu w trakcie pomiaréw.

W badaniach wykonywanych w obecnosci pracownika mikrofon:

- zamocowany jest na gtowie pracownika/operatora, np. na kasku (rys. 1), lub

- utrzymywany jest przez badajacego recznie przy uchu pracownika/operatora (zwtaszcza
gdy laboratorium posiada mikrofon zintegrowany z miernikiem), przy czym zdarzaja sie
czesto sytuacje, ze odlegtosc od ucha ustalana jest bez wykonania jej pomiaru.

W badaniach wykonywanych przy nieobecnosci pracownika mikrofon:

- zamocowany jest na statywie, lub

- utrzymywany jest przez badajacego recznie, przy czym zdarzajq sie czesto sytuacje, ze wy-
sokos¢ nad podtozem ustalana jest bez wykonania jej pomiaru.

Rysunek 1: Przyktad mikrofonu zamocowanego na kasku, z mozliwoscia regulacji potozenia i ukierunkowania

4. BADANIA WPLYWU POZYCJI MIKROFONU NA WYNIKI POMIAROW | ICH NIEPEWNOSC

4.1. Metoda i warunki badan

Pomiary wykonano zgodnie z normami PN-EN I1SO 11201:2010 (metoda techniczng, klasa
doktadnosci 2) i PN-N-01307:1994, z nizej opisanymi ograniczeniami, wynikajacymi z celu
badan. Przeprowadzono bezposrednie pomiary cisnienia akustycznego skorygowanego
charakterystyka czestotliwosciowa A, stosujac rozne pozycje mikrofonu.
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Pomiary wykonano w okreslonym miejscu — na stanowisku pracy zlokalizowanym w poblizu
maszyny, w obecnosci operatora maszyny, pracujagcego w pozycji stojacej. W odniesieniu do
poréwnywanych pomiaréw zawsze zachowywano te same warunki srodowiskowe, to samo
miejsce badania i usytuowanie zrédfa hatasu (dlatego nie uwzgledniano poprawki hatasu tta
ani poprawki srodowiskowej), a takze to samo zrodto hatasu i warunki jego pracy.

Obstugiwang przez operatora maszyng byt kompresor typ E. C. ATTACK 25/195 23050 OT-
TENS o mocy 1,1 kW, zasilany napieciem 230V. Wymiary gabarytowe: wysokos¢ 600mm,
szeroko$¢ 250mm, dtugos¢ 560mm. Miejsce operatora: po stronie urzadzen sterowniczych
maszyny, twarzg do maszyny (miejsce, jakie zajmuje najczesciej).

Miejsce badania: w warunkach zblizonych do pola swobodnego, na przestrzeni otwartej,
nad ptaszczyzna odbijajaca dzwiek (o powierzchni betonowej).

Podstawowa aparatura pomiarowa:
analizator hatasu i drgan catkujgco-usredniajacy SVAN 912E, kalibrator akustyczny SVO3A,

mikrofon SV02/C4, kask do mocowania mikrofonu.

Pozycje mikrofonu: wybrane parametry zmienne (patrz pkt.4.2).

a) widok z gory L - mikrofon przy uchu lewym
maszyna
\\ P — mikrofon przy uchu prawym
____________ a - odlegto$¢ mikrofonu
@ od ptaszczyzny symetrii gtowy
AN .

NN b - odlegtos¢ mikrofonu

zrédto (operatora) od maszyny

dzwieku

h — wysokos¢ mikrofonu

nad podtozem

a) widok z gory

—e

Rysunek 2: Szkic sytuacyjny do badan



4.2, Wyniki badan

Wykonano pomiary poziomu cisnienia akustycznego przy kolejno zmienianych parame-

trach pozycji mikrofonu:

- odlegtosci mikrofonu od ptaszczyzny symetrii glowy (od ucha),

- ukierunkowania mikrofonu wzgledem kierunku padania dzwieku,

- wysokosci mikrofonu nad podtozem,

- odlegtosci mikrofonu od maszyny/zrodta dzwieku, zachowujac w kazdym przypadku state,
pozostate z wymienionych parametrow.

Przyjeto, ze te state parametry majg wartosci spetniajgce wymaganiom jednoczesnie obu

norm (PN-N-01307:1994 i PN-EN ISO 11201:2010), tj.:

- odlegtos¢ mikrofonu od ptaszczyzny symetrii glowy a = 185mm (przy zatozeniu, ze odle-
gtos¢ od ptaszczyzny symetrii gtowy do ucha wynosi 80-90mm, $rednio 85mm),

- wysokosci mikrofonu nad podtozem h = 1475-1625mm,

oraz ze:

- poprawne jest ukierunkowanie mikrofonu w obu pfaszczyznach zgodne z kierunkiem pa-
dania dzwieku,

- odlegtos¢ mikrofonu od maszyny/zrédta dzwieku dla badanego stanowiska pracy powinna
wynosi¢ b = 700mm (praca operatora polega na obstudze urzadzen sterowniczych maszy-
ny i odlegtosc ta jest wystarczajaca ze wzgledu na zasieg ramienia do przodu).

Kazdy pomiar powtdrzono trzykrotnie. Jako wynik badan przyjeto srednig arytmetyczna ze
zmierzonych wartosci.

Ponizej w tabl. 2 - 5 przedstawiono wyniki pomiaréw uzyskane dla zmiennych parametrow
pozycji mikrofonu.

Tabela 2: Wptyw odlegtosci mikrofonu od ptaszczyzny symetrii glowy

Pozycja mikrofonu Poziom ci$nienia

akustycznego [dB(A)]
a[mm] parametry state przy uchu lewym przy uchu prawym
130" b=700mm 80,9 81,1
, h=1625mm
85 mikrofon ukierunkowany zgodnie sl Silie
200  zkierunkiem padania dzwieku 80,7 80,8
250" 80,6 80,7

' a =130mm nie spetnia wymagan PN-N-01307:1994, ani PN-EN ISO 11201:2010;
2 a = 185mm spetnia wymagania zaréwno PN-N-01307:1994, jak i PN-EN ISO 11201:2010;
3 g =200mm spetnia wymagania PN-EN ISO 11201:2010, nie spetnia wymagan PN-N-01307:1994.

Stwierdzono niewielki wptyw odlegtosci mikrofonu od ptaszczyzny symetrii gtowy (od ucha)
operatora na wyniki badan. R6znice w uzyskanych wartosciach poziomu cisnienia akustycz-
nego nie powinny tez w sposodb istotny wptynac na szacowang wartos¢ niepewnosci pomia-
row (patrz pkt.2).
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Tabela 3: Wptyw ukierunkowania mikrofonu

Pozycja mikrofonu Poziom cisnienia akustycznego [dB(A)]
ukierunkowanie mikrofonu parametry state  przy uchu lewym  przy uchu prawym
Zgodnie z kierunkiem a=185mm
padania dzwieku b =700mm 80,8 80,9
(w obu ptaszczyznach)' h=1625mm

Poziomo i rownolegle do

” 80,4 80,6
ptaszczyzny symetrii gtowy

! ukierunkowanie poprawne w $wietle wymagan PN-EN I1SO 11201:2010.

Stwierdzono widoczny wptyw ukierunkowania mikrofonu na wyniki pomiaréw, jednak jego
wielkos¢ bedzie r6zna dla roznych stanowisk pracy. Znaczenie ma np. rozmiar i typ maszyny,
wystepowanie dominujgcego zZrédta hatasu, liczba Zrédet hatasu na konkretnym stanowisku
pracy, czy miejsce jakie zajmuje pracownik/operator w konkretnym srodowisku pracy.

Tabela 4: Wptyw wysokosci mikrofonu nad podtozem

Pozycja mikrofonu Poziom cisnienia akustycznego [dB(A)]

h [mm] parametry state przy uchu lewym przy uchu prawym
1200" a=185mm; b =700mm 82,2 81,1
14752 mikrofon ukierunkowany zgodnie 81,7 81,8
16252 Z kierunkiem padania dzwieku 80,8 80,9

' h =1200mm spetnia wymagania PN-N-01307:1994, nie spetnia wymagan PN-EN ISO 11201:2010;
2 h =1475-1625mm spetniajg wymagania PN-N-01307:1994 i PN-EN I1SO 11201:2010.

Stwierdzono, ze wptyw wysokosci mikrofonu nad podtozem na wyniki pomiaréw jest zde-
cydowanie widoczny. Moze tez istotnie wptyna¢ na szacowang wartos¢ niepewnosci po-
miaréw (patrz pkt.2). Podobnie jak w poprzednim przypadku wptyw ten bedzie rézny dla
réznych stanowisk pracy.

Tabela 5: Wptyw odlegtosci mikrofonu od maszyny/zrodta dzwieku

Pozycja mikrofonu Poziom ci$nienia akustycznego [dB(A)]

b [mm] parametry state przy uchu lewym przy uchu prawym
500 a=185mm;h=1625mm 83,3 83,7
700"  mikrofon ukierunkowany zgodnie 80,8 80,9
1000 Zkierunkiem padania dzwigku 77.5 77.8

' b=700mm poprawna dla danego stanowiska pracy.

Stwierdzono duzy wptyw odlegtosci mikrofonu od maszyny/zrédta dzwieku na wyniki po-
miaréw. Moze tez istotnie wptynac¢ na szacowang wartos¢ niepewnosci pomiaréw (patrz
pkt.2). Wptyw ten bedzie miat znaczenie zwtaszcza dla badan hatasu na okreslonych stano-
wiskach operatora konkretnej maszyny, a gtéwnie maszyny stacjonarne;j.



5. WNIOSKI

Pozycja mikrofonu wptywa na wyniki pomiaréw poziomu cisnienia akustycznego oraz na
niepewnos¢ pomiarow. Przy badaniach wykonywanych dla stanowiska operatora pracu-
jacego w pozycji stojacej, najwiekszy wptyw ma odlegtos¢ mikrofonu od maszyny/zrédta
dzwieku oraz wysokos¢ mikrofonu nad podtozem.

Kazde badane stanowisko pracy czy srodowisko pracy nalezy przeanalizowac¢ indywidual-
nie. Niezaleznie od metody badania wazne jest, aby dla danego stanowiska pracy ustali¢
w miare precyzyjnie i w uzasadniony sposéb dominujacag pozycje pracownika oraz miejsce,
w ktérym on sie znajduje na stanowisku (np. w stosunku do obstugiwanej maszyny i jego
odlegtos¢ od maszyny).

Reczne utrzymywanie mikrofonu w czasie pomiaru nie gwarantuje zapewnienia stabilnej
jego pozycji, co jest szczegodlnie istotne zwtaszcza dla badan realizowanych metoda wg nor-
my PN-EN I1SO 11201:2010.

Uzasadnione jest, aby laboratoria realizujgce badania hatasu na stanowiskach pracy metoda
wg normy PN-N-01307:1994, przyjety do swojej praktyki profesjonalnej, wasciwe ustalenia
dotyczace pozycji mikrofonu (np. ukierunkowanie, wysokos¢ nad podtozem odpowiadajgca
przecietnemu wzrostowi pracownika, odlegtos¢ od zrédta hatasu) oraz stosowaty technike
pomiaru, zapewniajaca, tam gdzie to mozliwe, wtasciwe utrzymanie stabilnosci pozycji mi-
krofonu. Nic nie stoi na przeszkodzie, aby przy tym wykorzysta¢ niektére ustalenia np. nor-
my PN-EN ISO 11201:2010, w zakresie w jakim nie naruszajg wymagan PN-N-01307:1994.

Prezentujac wyniki badan poziomu cisnienia akustycznego na stanowisku pracy, konieczne
jest doktadne podanie pozycji mikrofonu.

Walidacja metody jest niezbedna w sytuacjach oczywistych, gdy laboratorium stosuje meto-
de nieznormalizowang lub zmodyfikowato metode znormalizowang, ale réwniez wéwczas,
gdy laboratorium stosuje w swojej praktyce technike wykonania pomiaréw, ktéra moze bu-
dzi¢ watpliwosci, co do petnej zgodnosci z wymaganiami metody znormalizowanej lub wta-
snych racjonalnych ustalen.
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Scharakteryzowano odpornos¢ metody (robustness, ruggedness) jako jej ce-
che, ktéra powinna by¢ uwzgledniona w badaniach walidacyjnych. Odpornos¢
okresla wptyw niewielkich zmian warunkéw postepowania analitycznego (pa-
rametréw metody) na wynik koricowy badania. Miarq odpornosci metody jest
do pewnego stopnia jej odtwarzalnos¢, ktérqg mozemy okresli¢ w badaniach
miedzylaboratoryjnych i oceni¢ stosujqc doswiadczalne réwnania Horwitz'a.
W przypadku walidacji metody w laboratorium (in house) zaleca sie badanie
odpornosci wg schematu Youdena, przyjetego przez AOAC. Przedstawiono plan
badania odpornosci metody i sposdb statystycznego opracowania wynikdw. Po-
dano przyktady badania odpornosci oznaczania kadmu w glebie metodq GFAAS
i oznaczania chlorkéw w paszach metodq miareczkowq z amperometrycznq
detekcjq punktu koricowego. Badanie odpornosci jest szczegdlnie zalecane przy
wdrazaniu elastycznego zakresu metodly.

1. WPROWADZENIE

Odpornos¢ metody badawczej (ang. robustness, ruggedness) jest cechg metody, ktorg moze-
my okresli¢ badajac wptyw niewielkich zmian warunkéw postepowania analitycznego (pa-
rametréw postepowania analitycznego) na koncowy wynik oznaczania. Rzeczywisty tok po-
stepowania moze sie réznic sie od zapisanego w procedurze. Zmiany te sg zwykle niewielkie
i niezamierzone i dotycza np. takich parametrow metody jak temperatura mineralizacji lub
spalania, czas mineralizacji, zmiany pH, czas tworzenia barwy w metodach kolorymetrycz-
nych itp.

Metode uwaza sie za odporng jezeli niewielkie zmiany warunkéw postepowania analitycz-
nego nie wptywaja na koncowy wynik badania. Z drugiej strony, jezeli niewielkie zmiany
warunkow oznaczania wptywajg na koncowy wynik, metode uznaje sie za nieodporna.
W rzeczywistosci to warunki (czynniki) metody analitycznej sg mniej lub bardziej odporne
na niewielkie zmiany w aspekcie wptywu na koricowy wynik oznaczania. Poznanie wptywu
zmian tych parametréw podczas walidacji metody na wynik badania pozwala lepiej poznac
metode i okredli¢ jej parametry krytyczne.
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Graficzny obraz odpornosci metody podano na rys. 1. W przypadku nieodpornego parame-
tru niewielkie jego zmiany (P_ - P)) powoduja znaczace obnizenie absorbandji (4). Gdy pa-
rametr jest odporny, zmiany (P_- P ) pozostaja bez wptywu na wartos¢ absorbangji (4). Jest
wskazane aby uzytkownik metody (laborant) znat granice zmiennosci (tolerancji) danego
parametru postepowania analitycznego w przedziale ktérych metode mozna uzna¢ za od-

porna.

Odpornos¢ metody powinna by¢ sprawdzana podczas badania charakterystyki metody,
zwlaszcza w przypadku metod opracowanych i walidowanych w laboratorium (in house).
Podczas badania odpornosci nalezy okresli¢ te parametry metody badawczej, ktére powin-
ny by¢ w sposob Scisty przestrzegane (parametry nieodporne) ale takze parametry w przy-
padku ktérych niewielkie ich zmiany nie wptywaja w sposob istotny na wynik oznaczenia
(parametry odporne).

Zgodnie z definicja, ocena odpornosci metody polega na sprawdzeniu wptywu niewielkich
zmian wybranych czynnikéw (parametrow) na wynik pomiaru. Schemat takiego postepo-
wania przedstawiat Youden. To postepowanie zostato przyjete przez AOAC i jest zalecane
do badania odpornosci [1]. W ostatnich latach ukazato sie wiele publikacji prezentujacych
rézne podejscia do oceny statystycznej badania odpornosci metody w zaleznosci od ro-
dzaju metod badawczych. Przewodnik oceny odpornosci metod badawczych stosowanych
w biochemii i farmacji podczas ich walidacji opracowat Heyden i wsp. [4]. Przewodnik po-
daje algorytm Donga, stosowany m.in. podczas walidacji metody badania zanieczyszczen
nierozpuszczalnych w ttuszczach [11]. Przeglad badania odpornosci metod chromatogra-
ficznych opracowali Dejaegher i Heyden [2]. Schemat walidacji metody uwzgledniajacy ba-
danie jej odpornosci w dziedzinie nauk medycznych zaproponowali Frey i Xiang Li [3].

Celem referatu jest wskazanie odpornosci jako cechy metody badawczej, ktérg nalezy
uwzgledni¢ podczas sprawdzania lub walidacji metody. Podano sposob oceny odpornosci
metody i przyktady badania odpornosci przy oznaczaniu kadmu w glebie metoda GFAAS
i chlorkéw w paszach metodg amperometrycznego miareczkowania
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Rysunek 1: Graficzny obraz odpornosci metody badawczej



2. OCENA ODPORNOSCI METODY BADAWCZE)J

Miarg odpornosci metody jest w pewnym stopniu jej odtwarzalnos¢, ktérag mozemy okre-
$li¢ w badaniach miedzylaboratoryjnych. Powszechnie akceptowane kryteria prowadzenia
badan miedzylaboratoryjnych okreslit Horwitz [5]. W takich badaniach liczba laboratoriow
uczestniczacych (=8) i liczba badanych matryc (=6) powinna byc¢ dostatecznie duza. Kryte-
rium oceny badan miedzylaboratoryjnych jest wskaznik Horrat H tj. stosunek wzglednego
odchylenia standardowego odtwarzalnosci uzyskanego w badaniach miedzylaboratoryj-
nych do wzglednego docelowego odchylenia standardowego odtwarzalnosci obliczonego
z réwnania Horwitz'a RSD, = 2 - ¢'%, w ktérym RSD, oznacza wzgledne docelowe odchy-
lenie standardowe odtwarzalnosci (%) a c jest niemianowanym utamkiem masy, np. 1 ppm
= 10 [6]. Akceptowane wartosci wskaznika H mieszcza sie w przedziale 0,5 < H < 2. Kryte-
ria prowadzenia badan miedzylaboratoryjnych wg Horwitz’a i wskaznik H sg powszechnie
stosowane w ocenie precyzji metod, ktére nastepnie sa przedmiotem norm europejskich
i miedzynarodowych CEN i ISO. Jednak uczestnictwo w badaniach miedzylaboratoryjnych
nie jest powszechne i tylko wybrane laboratoria, czesto po ocenie wynikéw fazy wstepnej,
moga uczestniczy¢ w takich badaniach.

W przypadku walidacji metody w laboratorium (in house) Thompson i wsp. [9] zalecaja
sprawdzanie odpornosci w sposéb opisany przez Youdena i przedstawiony w podreczniku
statystycznej oceny metod wg AOAC [1]. W zaplanowanym eksperymencie zmieniane sg
wybrane parametry (czynniki) metody a nastepnie oceniany jest wptyw tych zmian na wynik
oznaczania. Statystyczng ocene odpornosci metody mozna przeprowadzi¢ wykonujac testy
istotnosci, polegajace na wykrywaniu istotnych réznic pomiedzy wariancjami i wartosciami
$rednimi serii pomiarowych dla nieznacznie réznigcych sie warunkéw postepowania anali-
tycznego i parametréw pomiaru. W przypadku stosowania certyfikowanego materiatu od-
niesienia (CRM) w badaniu odpornosci metody, mozna przeprowadzi¢ poréwnanie wartosci
$redniej probki z wartoscig przypisang CRM. Do poréwnania uzyskanych wynikéw i stwier-
dzenia istotnosci roznic mozna zastosowac test poréwnania wartosci srednich i wariancji [7].
Stwierdzenie istotnosci réznic pomiedzy wartosciami srednimi oznacza wystepowanie btedu
systematycznego i matg (niska) odpornos¢ metody w badanym zakresie. W takim przypadku
nieodporny parametr metody powinien by¢ dodatkowo podkreslony, stosujac okreslenie
,doktadnie”, ,scisle” a najlepiej z podaniem dopuszczalnych granic zmiennosci (np. tempe-
ratura 25°C + 0,2°C). Gdy nie zostanie potwierdzona istotnos¢ roznic pomiedzy wariancjami
i Srednimi serii pomiaréw, bedzie to oznaczato, ze badane czynniki (zmienne) maja nieistot-
ny wptyw na wynik analizy i odpornos¢ metody w ocenianym zakresie. W tabeli 1 zamiesz-
czono plan badan odpornosci metody wg Youdena [1]

Duzymi literami A, B, C ... i G oznakowano zalecane w procedurze wartosci czynnikéw (np.
temperatura mineralizacji, czas mineralizacji, objetos¢ kwasu do mineralizacji), ktére moga
wptywac na wynik badania i ktére nieznacznie zmieniano. Alternatywne wartosci zmie-
nionych czynnikow oznakowano matymi literami a, b, c... i g. Catkowita liczba kombinacji
wynosi 27 tj. 128 i w praktyce jest trudna do sprawdzenia. Mozliwe jest jednak wybranie 8
kombinacji, ktére odpowiednio rownowaza wysokie i niskie wartosci badanych czynnikow.
Wyniki tych kombinacji oznakowano w tabeli literami od s do z. Aby sprawdzi¢ czy zmiana
czynnika A na a wywiera wptyw na wynik nalezy poréwnac srednig (s + t + u + v)/4 ze $rednia
(W + x +y + z)/4. Odpowiednio, badajac wptyw zmiany czynnika G na g nalezy poréwna¢
$rednie (s +v+x+y)/4 i(t+u+w+2z)/4 (tab. 1). Ponizej przedstawiono przyktady badania
odpornosci metod.
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Tabela 1: Plan badan odpornosci metody. Przyktad o$miu kombinacji i siedmiu czynnikéw zastosowanych do
badania odpornosci metody analitycznej [1]

Nr kombinacji lub oznaczenia

Czynnik
1 2 3 4 5 6 7 8
Aluba A A A A a a a a
Blubb B B B b B B b B
Clubc C C C C C C C C
Dlubd D D D d d d D D
Elube E e E e e E e E
Flub f F f F F F f f F
Glubg G g G G g G G g
Wynik s t V) v w X y z

PRZYKLAD 1: BADANIE ODPORNOSCI METODY GFAAS OZNACZANIA KADMU W GLEBIE

Ponizej przedstawiono przyktad badania odpornosci przy oznaczaniu kadmu w glebach me-
toda GFAAS po mineralizacji,na mokro” w kwasie azotowym i fluorowodorowym z wykorzy-
staniem mikrofal. WTabeli 2 podano czynniki, ktére zmieniano w celu sprawdzenia odporno-
$ci metody. Zmiany tych czynnikow byty z reguty niewielkie, okoto 10% wartosci nominalnej
(dla temperatury, objetosci HNO,, objetosci HF). W przypadku czasu mineralizacji parametr
ten zwiekszono dwukrotnie (100%). Wptyw zmiennych czynnikdw na pomiar absorbancji
(stata odwazka analityczna, stata objetosc roztworu po mineralizacji) podano w Tabeli 2.

Tabela 2: Badanie odpornosci metody oznaczania kadmu w glebie

. Nr kombinacji lub oznaczenia
Czynnik*

1 2 3 4 5 6 7 8

A: temperatura A A A A a a a A
B: czas mineral B B B b B B b B
C: obj. HNO, C C C C C C C C
D: obj. HF D D D d d d D D

E: smulacjay E e E e e E e E
F: symulacja F f F F F f f F
G: symulacja G g G G g G G G
Wynik s t V) v w X y z

Absorbancja 0475 0480 048 0481 0479 0470 0477 0478

* temperatura: A - 180°C, a - 200°C; czas mineralizacji B - 30 min, b - 60 min; objetos¢ HNO, C-5ml, c- 5,5 ml;
objeto$¢ HFD -5 ml, d - 5,5 ml

Ocene wptywu zamian poszczegdlnych czynnikéw na wyniki przedstawiono w Tabeli 3. Pa-
rametry oceny obliczono zgodnie ze schematem badania odpornosci wg AOAC [1]. Wyniki
oceny wskazywaty, ze wszystkie badane czynniki w granicach zatozonej zmiennosci nie wpty-
nety na pomiar absorbancji i na koricowy wynik oznaczenia. W konkluzji mozna stwierdzi¢,
ze metoda charakteryzowata sie zadowalajaca odpornoscia dla analizowanych czynnikow.



Tabela 3: Badanie odpornosci metody oznaczania kadmu w glebie. Ocena wptywu poszczegélnych czynni-
kéw na wynik oznaczenia.

Rownanie Czynnik Odpornos¢
V,=Va(s+t+u+v)-Ta(w+x+y+2z) V,=0,00425 Temperatura Tak
Vo=Ya(s+t+w+x)-Ya(u+v+y+2z) V,=-0,0043 Czas Tak
Vi=Va(s+u+tw+y)-Ya(t+v+x+2z) V_=000175 Ob;j. Tak
A —‘A(s+t+y+z)—%(u+v+w+x) V,=-0,0012 Ob;j. Tak

=%a(s+u+x+2z)-ta(t+v+w+y) V. =-0,0022 Symulacja Tak
=Wa(s+v+w+2z)-Ya(t+u+x+y) V. =0,00025 Symulacja Tak
=Va(s+v+x+y)-talt+u+w+z) V_=-0,0047 Symulacja Tak

PRZYKLAD 2: BADANIA ODPORNOSCI METODY OZNACZANIA CHLORKOW W PASZY
METODA AMPEROMETRYCZNEGO MIARECZKOWANIA

Kolejny przyktad dotyczy badania odpornosci metody oznaczania w paszach chlorkéw roz-
puszczalnych w wodzie metoda miareczkowg z amperometrcznym wyznaczeniem punktu
koncowego miareczkowania [8]. W Tabeli 4 podano czynniki, ktére zmieniono o 25% w ba-
daniu odpornosci: czas ekstrakcji chlorkéw, objetos¢ ekstraktu o objetos¢ kwasu azotowego
o stezeniu 5 mol/L. Wprowadzono réwniez czynnik zmiennosci matrycy, tj. nattuszczenie ba-
danej mieszanki paszowej ttuszczem w ilosci 4,9%. Wprawdzie zmiany matrycy wykraczaja
poza zdefiniowane powyzej czynniki zmiennosci w badaniu odpornosci metody, jednak ze
wzgledéw praktycznych (nattuszczane pasze sg czesto oferowane na rynku) wprowadzenia
takiego czynnika byto uzasadnione. Wptyw zmiennych czynnikéw na zawartos¢ chlorkow
w paszach podano w Tabeli 4 (w przypadku badania paszy nattuszczonej, wyniki przeliczo-
no na zawarto$¢ chlorkow w mieszane paszowej nie nattuszczonej aby zachowac jednako-
we warunki do poréwnania wptywu zmian czynnikéw na wynik).

Tabela 4: Badanie odpornosci metody oznaczania chlorkdw w paszach, g/kg

Nr kombinacji lub oznaczenia
1 2 3 4 5 6 7 8
A: tluszcz A(6,83) A(6,76) A(6,69) A(6,93) a(6,93) a(6,88) a(7,03) a(7,11)
B: czas ekstr.  B(6,61) B(6,85) b(6,60) b(6,81) B(7,14) B(6,94) b(6,73) b(6,81)
C:obj.ekstr.  C(6,88) «c(6,94) C(6,80) c(6,82) C(6,89) c(6,72) C(6,88) c(6,86)
D:obj. HNO, D(6,92) D(6,76) d(6,75) d(6,79) d(6,63) d(6,76) D(6,90) D(6,77)
Wynik S t U v w X y z
Zawartos¢, g/kg 6,81 6,83 6,71 6,84 6,89 6,82 6,38 6,89

Czynnik*

* thuszcz w paszy A — bez dodatku ttuszczu, a z dodatkiem 4,9% ttuszczu; czas ekstrakgcji chlorkéw B — 2 min, b
- 2,5 min; objetosc¢ ekstraktu C- 100 ml, c — 125 ml; objetos¢ HNO, D-2 ml,d-2,5ml

Ocene wptywu zamian poszczegdlnych czynnikédw na wyniki przedstawiono w Tabeli 5. Pa-
rametry oceny obliczono zgodnie ze schematem badania odpornosci wg AOAC [1]. Wyni-
ki oceny wskazywalty, ze wszystkie badane czynniki w granicach zatozonej zmiennosci nie
wptynety na zawartos¢ chlorkéw w badanej paszy. Mozna zatem stwierdzi¢, ze metoda cha-
rakteryzowata sie zadowalajgca odpornoscig w ramach analizowanych czynnikow.
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Tabela 5: Badanie odpornosci metody oznaczania chlorkdéw w paszach

Rownanie Czynnik Odpornos¢
V,=W(s+t+u+v)-Ya(w+x+y+2z) V,=-0,1850 Temperatura Tak
Vo=Ya(s+t+w+x)-Ya(u+tv+y+z) V. =0,147 Czas Tak
Vi=la(s+tu+tw+y)-Ya(t+v+x+2) V_=00275 Obj. Tak
Vo=Ya(s+t+y+2z)-Ya(u+v+w+x) V,=0,1100 Obj. Tak

3. PODSUMOWANIE

Ocena odpornosci metody i znajomos¢ wynikow takiej oceny pozwala na lepsze poznanie
i zrozumienie czynnikow, ktére moga wptywac na koncowy wynik badania. Wiedza w tym
zakresie pozwala na lepsza kontrole metody poniewaz znamy granice tolerancji parame-
tréw metody w obrebie ktérych uzyskujemy poprawne wyniki. Badanie odpornosci metody
moze byc¢ szczegolnie zalecane i przydatne przy wdrazaniu elastycznego zakresu metody
zwtaszcza w przypadku gdy uwzglednimy zmiennos¢ matrycy. Wprawdzie zmiennos¢ ma-
trycy nie jest czynnikiem wynikajagcym bezposrednio z definicji odpornosci metody jednak,
w przypadku wytwarzanych aktualnie produktéw takich jak srodki farmaceutyczne, zyw-
nos$¢, pasze zmiennos$¢ matrycy jest wrecz reguty i wynika z dazenia do zaspokojenia po-
trzeb konsumenta a nawet kreuje te potrzeby. Dlatego laboratorium powinno by¢ jak najle-
piej przygotowane do badania analitu w zmieniajgcej sie matrycy a wykazanie kompetencji
w tym zakresie jest zwykle pozytywnie oceniane przez klientow.

Badanie odpornosci metody podczas walidacji nie powinno wptywac¢ zasadniczo na czas
walidacji i zwigzane z tym koszty. Wykonane pomiary mozna wykorzysta¢ do oceny precyzji
metody. Ponadto znajomos¢ wptywu zmiennych czynnikéw na wynik badania mozna wyko-
rzysta¢ do budowy budzetu niepewnosci metody.
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Dziatania PKN na rzecz zainteresowanych normalizacja

CZYM JEST NORMA?

Norma jest dokumentem:

opisujacym sprawdzony stan wiedzy
technicznej, opisem aktualnego poziomu
swiatowego (regionalnego, krajowego)

w danej dziedzinie

przeznaczonym do dobrowolnego stosowania

stuzacym utatwieniu i uproszczeniu
przeplywu towarow i ustug pomiedzy rynkami

mogacym stanowic podstawe porozumienia
sfery gospodarczej, rzadowej i spotecznej
w spetnieniu okreslonych warunkoéw
bezpieczenstwa i jakosci wyrobow i ustug

chronionym prawem autorskim, tak jak filmy,
muzyka, programy komputerowe lub utwory
literackie

nie bedacym informacja publiczna

CZYM JEST POLSKI
KOMITET
NORMALIZACY)NY?

PKN
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Q] ZADANIA POLSKIEGO
N KOMITETU
NORMALIZACY)NEGO

W systemie dobrowolnym jednostka
normalizacyjna:
+» Organizuje prace Komitetéw Technicznych
+« Nadzoruje dziatalnos¢ KT pod katem

zgodnosci z zasadami normalizacji
dobrowolnej

« Na wniosek KT nadaje dokumentom status
Polskich Norm, jesli przy ich
opracowywaniu zachowano te zasady

« Na wniosek KT stwierdza, ze PN utracita
aktualnos¢ (wycofanie PN)

» Umozliwia udziat KT w pracach
regionalnych i miedzynarodowych
organizacji

« Publikuje i rozpowszechnia PN

KTO TWORZY NORMY?

W systemie dobrowolnym
(spotecznym):

« Normy tworza zainteresowani na wiasne
potrzeby | z wlasnych srodkéw, a udziat
podmiotéw w normalizacji jest dobrowolny

« Tresc norm jest ustalana zgodnie z zasada
konsensu

« Normy sa opracowywane
przez Komitety Techniczne
(KT) -
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PRODUKT

KRAJOWA
JEDNOSTKA
ORMALIZACY]NA

ANKIETA

ZAINTERESOWANI

KORZYSCI ZE STOSOWANIA NORM
ICZYNNEGO UDZIALU
W NORMALIZAC)I

Kupujac norme nabywca:

« uzyskuje legalny dostep do nowoczesnych
rozwiazan, zgodnych z aktualnym
poziomem Swiatowym

* nie musi ponosic¢ kosztow badan
naukowych
i kosztow opracowywania normy

« zyskuje mozliwosc¢ wykorzystania faktu
stosowania normy jako narzedzia
marketingowego
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BNl KORZYSCI ZE STOSOWANIA NORM
B CVANECO UBZIALT
W NORMALIZAC)I

Czynnie uczestniczac w normalizacji
przedsiebiorstwo:

» zyskuje przewage konkurencyjna

« ma utatwiony dostep do informacji
»Z rynku”

« stale poszerza swoje kontakty
biznesowe

KORZYSCI ZE STOSOWANIA NORM
| CZYNNEGO UDZIALV
W NORMALIZAC)I

Uczestniczac w normalizacji dobrowolnej
administracja panstwowa:

+ moze ograniczyc tworzenie przepisow na
rzecz mechanizmow samoregulacji

« zmniejsza koszty procesu legislacji

» otrzymuje narzedzie kontroli jakosci
i bezpieczenstwa wyrobow i ustug
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KORZYSCI ZE STOSOWANIA NORM
| CZYNNEGO UDZIALU W
NORMALIZAC)I

Kupujac towary i ustugi wykonane zgodnie
Zz normami konsument:

« zyskuje pewnosc wysokiej jakosci
i bezpieczenstwa nabywanych débr

« staje sie Swiadomym, ale wymagajacym
nabywca

« minimalizuje ryzyko w swoim otoczeniu

NORMALIZAC)A
EUROPE)SKA

+» Wszystkie organizacje cztonkowskie CEN
i CENELEC (w tym PKN) uczestnicza
w procesie powstawania Norm Europejskich

» Polska Norma w wiekszosci przypadkow
powstaje nie w kraju cztonkowskim, ale
oW Brukseli”

« Kazdy cztonek CEN i CENELEC jest
zobowiazany wprowadzi¢ wszystkie Normy
Europejskie | wycofac wszystkie sprzeczne
z nimi dokumenty krajowe
(obowiazek wprowadzania nie oznacza
obowiazku stosowania)

« Wprowadzenie musi nastapic¢ w okreslonym
terminie
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PODSUMOWANIE

* Normy tworza zainteresowani na witasne
potrzeby
i z wtasnych srodkow

* Czynny udziat w procesie normalizacji
pozwala bezposrednio wplywac na tres¢ norm

* PKN organizuje i nadzoruje prace
normalizacyjne

* Struktura PKN jest przygotowana do realizacji
zadan z réznych zakreséw tematycznych
i interdyscyplinarnych.

* PKN jest otwarty na wszelkie inicjatywy
srodowisk

* Zmiana statusu prawnego PKN na
stowarzyszenie jest konieczna
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