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Kalibrowanie w pomiarach chemicznych:
mozliwosci | wyzwania.

Jakub Karasinski
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1. Dlaczego kalibracja jest istotna?

2. Charakterystyka krzywej kalibracyjne;.
3. Inne metody kalibracj.

4. Kalibracja 1 walidacja metod.




Dlaczego kalibracja jest kluczowa w chemi
analitycznej?

Kalibracja pozwala skorelowac sygnat analityczny (np. absorbancje, liczbe zliczen)
z rzeczywistg wielko$cig analityczng (np. stezeniem).

Kalibracja pozwala zapewnic spojnoSc pomiarowa wynikow,
porownanie ich do odpowiednich wzorcow.

ZapewniC doktadnosc i waznosc wynikow:; bez prawidtowej kalibracji wyniki moga

byC obarczone np. btedem systematycznym, co prowadzi do btednych interpretacii.
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High precision (left) and low precision (right)

Do oceny precyzji nie jest konieczna znajomosc wartosci oczekiwangj




Low trueness (left) and higher trueness (right)

Prawdziwosc
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/godnosc¢ z wartoscig oczekiwang
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Low accuracy due to low precision (left); low accuracy due to low trueness (middle); high accuracy due to high precision and
trueness (right)

Kazdy doktadny wynik musi byc jednoczesnie precyzyjny




2. Wiarygodnosc i spojnos¢ wynikow pomiarow

Kalibracja umozliwia zachowanie spgjnosci pomiarowej, powtarzalnosci
| porownywalnosci wynikow w roznych laboratoriach i warunkach
pomiarowych.

Dzieki regularnej kalibracji przyrzadow mozna weryfikowac czy
urzadzenia dziatajg zgodnie z wymaganiami i nie wprowadzajg btedow
instrumentalnych.
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3. Redukcja btedow
Kalibracja pozwala zidentyfikowac i skorygowac:
. Btedy instrumentalne (np. dryf przyrzadu).

. Wykrywanie degradacji sprzetu (wspot. kierunkowy]

Regularne kalibrowanie minimalizuje wptyw czynnikow,
ktore mogg zaburzyc¢ wynik.
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4. Wymog standardow regulacyjnych i jakosciowych

Wiele norm i systemow zarzadzania jako$cig (np. ISO

17025, GLP. GMP) wymaga regularnej kalibracji sprzetu i
metod analitycznych.

Brak kalibracji moze prowadzi¢ do odrzucenia wynikow
przez organy regulacyjne/akredytujace.




5. Kalibracja jako podstawa walidacji metod

Walidacja metod analitycznych wymaga przeprowadzenia
kalibracji w celu poznania zakresu liniowosci, 0szacowania

jednorodnosci wariancii.
Kalibracja jest integralnym elementem budowy metod

0 Wysokiej jakosci.
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intensywnosc sygnatu

Zakres liniowosci

Zakres kalibracji = Zakres liniowosci

Czy GO = 7akres liniowosci?

GW

stezenie




& % UNIWERSYTET
© = WARSZAWSKI

Dlaczego zaleznos$¢ kalibracyjna ma by¢ ,prosta”?

Nie musi, ale tak jest wygodniej; prosty aparat matematyczny i duza popularnosc
Normy/opracowania/przewodniki

Jednakowa/zblizona czuto$¢ w zakresie kalibracyjnym

Funkcja kalibracyjna musi by¢ réznowartosciowa
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L UNIWERSYTET Wspotczynnik kierunkowy

Czyli ,stromosc” prostej i czutoSC metody analitycznej

intensywnosc sygnatu

stezenie
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Jak wyznaczana jest zaleznoScC kalibracyjna:

1. Pomiar sygnatu dla wzorcow.
2. Metoda najmniejszych kwadratow:

A
fiv:-s

> Zrodto rysunku: statystyczny.pl
- e



g~ " UNIWERSYTET — Metoda najmniejszych kwadratow

1. Kwadraty btedow ,karzg" wieksze btedy bardziej niz mniejsze, dzieki czemu
metoda jest bardziej czuta na obserwacje znaczgco odbiegajgce
od przewidywan.

2. Efektywne: metoda najmniejszych kwadratow daje najmniejsze mozliwe
odchylenie standardowe (najwieksza precyzja) w klasie estymatordw liniowych.

3. Funkcja kwadratowa jest intuicyjna: traktuje btedy jako odlegtosci i sumuje ich
kwadraty.

4. Jest to historycznie powszechne podejscie, co utatwia porownanie wynikow
Z literaturg i innymi metodami analizy.
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Dlaczego nie inne funkcje?

Suma btedow:

Problem: dodatnie i ujemne btedy moga sie wzajemnie znosic, dajgc wynik
bliski 0, nawet jesli model nie jest dobry.

Modut btedow:

Minimalizacja funkcji wartosci bezwzglednej prowadzi do problemow w
obliczeniach

Metoda ta jest bardziej wrazliwa na mate zmiany w danych, ale mniej czuta na
duze btedy.

Inne potegi:

Dla p>2p: duze btedy sg nadmiernie karane.

Dla p<2p: duze btedy majg zbyt maty wptyw.
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Narzedzia statystyczne w kalibracji

Jak wyznaczana jest zaleznoScC kalibracyjna:

1. Pomiar sygnatu dla wzorcow.
2. Metoda najmniejszych kwadratow.
3. Wspotczynnik korelacji (r) i determinacji (R?)
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Kwadrat Anscombe a. Czyli obejrzyj swojg zaleznosc kalibracyjna.
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Zrodto: wikipedia.pl X3 X4
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Cecha Wspétczynnik korelacji ()

Definicja Miara sity i kierunku liniowej zaleznosci

miedzy dwiema zmiennymi.

Zakres —1<r<1:

wartosci - r = 1: doskonata pozytywna korelacja
- r = —1: doskonata negatywna
korelacja

- r = 0: brak korelagji

Podsumowanie roznic

Kryterium Wspdtczynnik korelacji ()

Miara Sita i kierunek zwiazku liniowego
Wartos¢ ujemna? Tak (ujemna korelagja)
Zastosowanie Zwigzek miedzy dwiema zmiennymi

Ztozonos¢ modelu  Tylko dwie zmienne

Zrodto: chatgpt.com

Wspétczynnik determinacji (22)

Miara proporgji zmiennosci zmiennej zaleznej

wyjasnionej przez model regresji.

0<R*<1:
- R? = 1: idealne dopasowanie modelu

- R? = 0: model nie wyja$nia zmiennoéci y

Wspétczynnik determinacji (R?)
Jakoé¢ dopasowania modelu

Nie (zawsze > ()

Dopasowanie modelu regresji

Moze obejmowac wiele zmiennych niezaleznych
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W przypadku regres;ji liniowej z jedng zmienng niezalezng wspotczynnik determinacji

to po prostu kwadrat wspotczynnika korelacji, poniewaz oba opisujg liniowg zaleznosc
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Ocena dopasowania modelu
Do oceny jakosci dopasowania modelu proponuje wykorzystac nastepujace miary:
*RZ (wspotczynnik determinacji):
» Pokazuje, jaka czes¢ zmiennosci sygnatu analitycznego y jest wyjasniana przez
ZzmiennoSc stezenia wzorca X.
» Dazy do wartosci bliskiej 1w przypadku dobrego dopasowania.
+Odchylenie standardowe sktadnika resztowego o :
« Informuje o typowym btedzie przewidywan (réznicach miedzy warto$ciami
rzeczywistymiy a przewidywanymi
« Powinno by¢ mate w porownaniu do zakresu danych.
«Analiza reszt (btedow):
» Nalezy sprawdzic, czy reszty sg roztozone losowo wokot zera. Brak wzorcow
w resztach wskazuje, ze model jest odpowiedni.

Interpretacja:
Wysokie R? i mate o, sugerujg dobre dopasowanie.
Uwaga: Dobrze dopasowany model moze byc nieliniowy, o ile jest zgodny z danymi.
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Odchylenie standardowe sktadnika resztowego
25.01
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Reszty, to roznice pomiedzy zmierzong wartoscig a wartoscig obliczong z krzywej kalibracyjne;.
Do ich analizy niezbedna jest znajomo$¢ rownania kalibracyjnego.
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8. Protokot wyznaczania liniowosci w chemii analitycznej
W praktyce laboratoria stosujg kombinacje metod:

1. Regresje liniowg i R

2. Test reszt (brak systematycznych trenddw).

3. Wykres kalibracyjny z naniesionymi punktami pomiarowymi.

4. Analiza odchylenia standardowego sktadnika resztowego.




lle punktow na krzywe;j?

Wieksza liczba punktow: Zwieksza precyzje oszacowania wspotczynnikow regres;i
(nachylenia i wyrazu wolnego), poniewaz model opiera sie na wiekszej iloci

informacji

NiepewnosSc wyznaczenia wspotczynnikow regresji jest odwrotnie proporcjonalna do
liczby punktow.
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lle punktow na krzywe;j?

Optymalizacja liczby punktow:

W chemii analitycznej istnieje kompromis miedzy liczbg punktdow a czasem
| kKosztami:

Za mato punktow (np. 3-4): Wysoka niepewnosc regres;ji i trudno$é w wykrywaniu
nieliniowosci.

/a duzo punktow: Zwieksza czas i koszty analizy, ale zyski w precyzji sg ograniczone
PO przekroczeniu pewnej liczby.
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Przed czym ,nie chroni” zalezno$c¢ kalibracyjna?
Dryf przyrzadu

Efekty matrycowe

/le przygotowany wzorzec (btad systematyczny)
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Czy kalibracja to zawsze krzywa kalibracyjna? Nie.

1. Metoda wielokrotnego dodatku wzorca:
indywidualna ,kalibracja w matrycy" probki.

Bardzo korzystne cechy analityczne:

Duzy potencjat korekcji wptywow matrycowych

Minus:

Pracochtonnosc, w konsekwencji koszty.
/ Kazdej probki trzeba zrobic min. 4 probki.
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Czy kalibracja to zawsze krzywa kalibracyjna? Nie.

2. Metoda pordwnawcza:

Opis:

Poréwnuje sygnat analityczny probki do sygnatu prébki odniesienia (0 znanym
stezeniu analitu).

/alety:

Prosta do zastosowania.

Wymaga minimalnego przygotowania probki.

Nie wymaga przygotowywania wzorcow.

Wady:

Koniecznosc dopasowania matryc probek.

Efekty matrycowe powodujg btedy systematyczne.
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Czy kalibracja to zawsze krzywa kalibracyjna? Nie.
3. Kalibracja ,do punktu”.
Dopasowanie intensywnosci sygnatu analitu w probce i wzorcu.

Wrazliwa na dryf instrumentu i efekty matrycowe.

Ktopotliwa w analizie wielu analitow w jednej probce.
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Czy kalibracja to zawsze krzywa kalibracyjna? Nie.

4. Kalibrowanie naprzemienne (ang. Standard Sample Bracketing]

Wrazliwe na efekty matrycowe

Ktopotliwa w analizie wielu analitow w jednej probce.

Intensywnos$ci sygnatéw muszg byé podobne (pewno$é liniowej zaleznosci).
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Kiedy kalibrowanie naprzemienne i do punktu?

Potwierdzanie zgodnosci

Potwierdzanie przekroczenia, nieprzekroczenia limitu
Certyfikacja

Wstepna analiza ilosciowa

Plusy:

Czas - nie potrzeba serii wzorcow

Niepewnosc - wtasciwie zerowe odchylenie sktadnika resztowego
Prosty aparat matematyczny




...a kiedy nie?

Nieznane, trudne do kontrolowania efekty matrycows,
Wiele analitow na roznym poziomie i w roznych matrycach,
czyli bardzo duze zroznicowanie probek i celow analizy.

Gtownymi zaletami krzywej kalibracyjnej sa:
- uniwersalnosc,

- popularnos¢,

- wzgledna prostota.

Ale mozliwosci jest znacznie wiece)...



Metoda rozcienczen izotopowych (ang. Isotope Dilution Method)

Duzy potencjat korekcji efektow matrycowych.

Najwyzsza metrologiczna jakos$c¢ (,automatyczna” spojnos¢ pomiarowa wynikow)
Wtasciwie pomijalny btad pomiaru.

Odporna na niedoskonatosci w przygotowaniu probki.

ale,

- Trzeba dysponowacC spektrometrem mas.

- Analit musi mie¢ izotopy (As).

- (Czasochtonna.

- Wzorce izotopowe s3 drogie, trudnodostepne i bywajg zle scharakteryzowane.
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Metoda rozcienczen izotopowych (ang. Isotope Dilution Method)

- Stosowana na etapie walidacji, jako metoda odniesienia, metoda definitywna.

- Stosowana w certyfikacji, wytwarzaniu materiatdw odniesienia.
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Kalibracja i walidacja

Liniowo$¢: Ocena dopasowania modelu do danych. Wskazniki: wspotczynnik determinacji (R?),
analiza reszt.

/akres roboczy: Przedziat stezen, w ktorym krzywa kalibracyjna jest wazna.
Czuto$c: Nachylenie krzywej (im wyzsze, tym metoda bardziej czuta).

Granica wykrywalno$ci (GW) i granica oznaczalnosci (G0): GW: Najmniejsze wykrywalne stezenie.
GO: Najmnigjsze oznaczalne stezenie z akceptowalng doktadnoscia.

Doktadno$c: ZgodnoS¢ wynikow z rzeczywistg wartoscia.
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intensywnosc¢ sygnatu

Zakres liniowosci

Zakres kalibracji = Zakres liniowosci

GW

stezenie
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Kalibracja i walidacja

Granica wykrywalnosci (GW) i granica oznaczalnosci (G0): Najmniejsze wykrywalne stezenie.
Najmniejsze oznaczalne stezenie z akceptowalng precyzjg i prawdziwoscia.

Waznos$¢ krzywej kalibracyjne;.

JednorodnoSc wariancji w zakresie krzywej kalibracyjnej
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Jak wybrac zakres kalibracji?
Jak zapewni¢ waznosc?

Czy walidowac GO i GW?

Czy warto miec niskie GO?

intensywnosc sygnatu

Zakres liniowosci
X

/ Zakres kalibracji = Zakres liniowosci

// Czy GO = 7akres liniowosci?

GO
o

11 stezenie
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Badanie odzysku lub CRM:

Oszacowanie efektow matrycowych; czy jest zgodnos¢ pomiedzy przebiegiem dla wzorcow i probek?
Walidacja granicy oznaczalnoSci

Szacowanie niepewnosci: ZgodnoSc wynikow z rzeczywistg wartoscia.

Powtarzalno$¢ wynikow pomiaru.
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Waznosc zaleznosci kalibracyjnej:
Wysoka warto$é R? (wysoka liniowo$¢é i dobre dopasowanie do modelu).
Niska wartosc s, (odchylenie standardowe sktadnika resztowego)

Jednorodnosc wariancji: test F-Snedecora

Co zrobic jezeli te zatozenia nie sg spetnione?
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Dziekuje za uwage.

Dr hab. Jakub Karasinski
Centrum Nauk Biologiczno Chemicznych
Analityczne Centrum Eksperckie; jkarasinski@cnbc.uw.edu.pl
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