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Znaczenie tego parametru i jego zrozumienie nie budzi watpliwosci, natomiast samo oznaczanie jego
bywa problematyczne z powodéw mnogosci definicji i trudnosci natury praktycznej.

Granica wykrywalnosci

CZ. | - MOZLIWOSCI DETEKCJI METODY ANALITYCZNE)

NAUKA

Ogromny postep technologiczny ubieglego wieku pozwo-
lit na rozwdéj technik instrumentalnych w chemii analitycz-
nej. Powstawaly kolejne generacje aparatéw odznaczajace
sie lepsza czutodcia, precyzja i dokladnoscig. Naukowcy
uzyskali atrakcyjne narzedzia do badania coraz mniej-
szych iloéci analitu, co rozwineto analize sladowg i ultra-
Sladowa. Pozwolito to na uzyskanie nieosiagalnej do tej
pory wiedzy o skladzie chemicznym i procesach zacho-
dzacych w otaczajacym nas $wiecie. Naukowcey zauwa-
zyli, ze sposdb, w jaki planowany jest eksperyment i jak
przetwarzane sq dane doéwiadczalne, ma ogromny wplyw
na koricowy wynik i wnioski z niego plynace. W drugie;
potowie XX wieku zaczeto zwraca¢ uwage na koniecznosé
normalizacji i ujednolicenia praktyk laboratoryjnych, co
dato poczatek metrologii chemicznej, ktéra w tej chwi-
li jest solidnie skonstruowang i udokumentowana gale-
zig chemii analitycznej. Jednym z filarow metrologii jest
walidacja metody analitycznej, ktéra, w duzym skrocie,
jest sprawdzeniem i potwierdzeniem uzytecznosci meto-
dy do danego celu. Wsr6d parametréw walidacyjnych
znajduija sie granice wykrywalnosci (LOD) i oznaczalnosci
(LOQ), ktore charakteryzuja zdolno$é metody do detekgji

L d d alla
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i oznaczania analitbw w probce o mozliwie najnizszych
stezeniach. LOD jest bardzo istotnym parametrem w przy-
padku, gdy znaczenie ma informacja juz o samej obecno-
Sci analitu, szczegdlnie gdy wymagaja tego akty prawne,
na przyktad przy kontroli dopingowej u sportowcow lub
zawartosci zanieczyszczen w Srodowisku. Wartos¢ LOD
jest rowniez istotna przy ocenie ilosci wskaznikow nowo-
tworowych oraz zanieczyszczeri w analizowanej probce.
Istniejq sytuacje, ktére nie wymagaja uwzglednienia para-
metru LOD w procesie walidacji, poniewaz badany ana-
lit wystepuje w probce w wysokim stezeniu, na przyklad
potas lub glukoza we krwi. Pierwsze wzmianki o mozliwo-
Sciach detekgji ukladéw pomiarowych w chemii siegaja
poczatkow XX wieku. Do burzliwego rozwoju tego poje-
cia przyczynili sie miedzy innymi Heinrich Kaiser i Lloyd
A. Currie w latach szes¢dziesigtych XX wieku. Wtedy tez
zaczeto zwracad uwage na istniejaca w literaturze rézno-
rodnos¢ termindw, skrotow i definicji, niekiedy sprzecz-
nych ze soba, a opisujacych zasadniczo to samo pojecie.
Przyklady terminéw zwiazanych z detekgjq i oznaczaniem
analitu podane s w tabeli 1. Granice wykrywalnosci naj-
czedcie] przedstawia sie w postaci skrotu LOD, jednakze
w literaturze mozna spotkac rowniez alternatywne formy:
Ly, GW, x5, C,. Natomiast dla granicy oznaczalnosci, poza
popularnym zapisem LOQ, stosuje sie rGwniez czasami

Zastosowany termin Znaczenie nastepujace skroty: L, GO, x,. Seria artykutéw, ktore

Limit of Blank Wartosc¢ krytyezna (L) | ukaza sie w kolejnych numerach ,Analityki”, bedzie doty-

Critical level czyta:

Critical limit m sliwosci detekcii metod lit i

Decision limit mozliwoci detekcji metody analitycznej,

Limit of detection Granica " h""m”j LoD, L. ) )

Detection limit wykrywalnosdi (LOD) | trendéw w podejiciach do szacowania granicy wykry-

Minimum detectable value walnosci.

Lower limit of detection

Lmit O.f the T Istotne zagadnienia zwigzane z LOD

Detection sensitivity ) R . )
— r— - v Probka Slepa (ang. blank). Przy okreslaniu parametréw

Limit of quantification Granica oznaczalnosci . . . .

Quantification limit (L0Q) detekcji metody analitycznej ogromny wplyw ma prébka

Determination limit Slepa. Wartos¢ érednia i odchylenie standardowe uzyska-

Minimum working ne podczas analizy probki Slepej sa podstawa praktycznie

concentration kazdej metody szacowania L., LOD i LOQ i nalezy zwr6-
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ci¢ szczegblng uwage przy jej przygotowywaniu. Idealny
roztwor probki Slepej powinien mie¢ matryce identyczng
z matrycg wlasciwych prébek, zblizone ilosci czynnikéw
przeszkadzajacych i by¢ wolnym od analitu. Czynno-
éci i procedury zwigzane z przygotowaniem prébek, na
przyktad mineralizacja, ekstrakcja, saczenie, powinny by¢
przeprowadzane réwnolegle z probka Slepa. Wiele czyn-
nikdw ma wplyw na ksztaft i poziom sygnalu generowa-
nego podczas analizy probki Slepej, miedzy innymi szumy
aparatury, zmiany sygnatu w czasie diuzszego pomiaru,
niehomogenicznos¢ roztworu. Probka Slepa moze pefni¢
takze inne funkcje, w zaleznosci od specyfiki instrumen-
tu lub procedury analitycznej. Przyklady takich zastoso-
wai to kalibracja instrumentu, ustalenie linii bazowej czy
wymywane probki z przewodéw i naczyi instrumentu.
Z reguly w takich przypadkach wystarczy uzycie czystego
rozpuszczalnika i nie ma koniecznosci przeprowadzania
probki Slepej przez wszystkie etapy zwigzane z przygoto-
waniem probki (Slepa préba).

Aspekty statystyczne

Zgodnie z zasadami metrologii chemicznej, aby otrzy-
many wynik byt wiarygodny, nalezy przeprowadzi¢
pomiar wielokrotnie. Wiele operacji i wnioskowan
statystycznych réwniez wymaga odpowiedniej licz-
by powtorzen. Generalnie, im wiecej powtorzen dla
jednej probki, tym wieksza moc testu hipotezy staty-
stycznej. Dodatkowo, przy wiekszej liczbie powtorzen
fatwiej jest wskaza¢ ewentualne bledy grube. Oczywi-
Scie wielokrotne powtarzanie pomiaru moze znacz-
nie wydluzy¢ analize, dlatego nalezy znalez¢ warunki
optymalne zaréwno dla badacza, jak i dla metody.
Przy wnioskowaniu statystycznym istotne jest rozréz-
nienie dwoch pojecé: parametry populacji to teore-
tyczne wartosci, ktore praktycznie nigdy nie sg znane
(oznaczane symbolami m — érednia, o — odchylenie
standardowe), oraz parametry préby, czyli przyblize-
nie prawdziwych parametréw na podstawie pomiarow
fragmentu populacji (symbole uzywane w tym przypad-
ku to x — $rednia, s — odchylenie standardowe). Pomiar
analitu w analityce chemicznej opiera si¢ zawsze na
prébee pobranej tak, aby byla jak najbardziej reprezen-
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tatywna wzgledem calego obiektu, z ktérego ta probka
pochodzi. Uzyskany wynik, ktéry jest tylko przyblize-

niem nieznanej wartosci prawdziwej, oszacowany jest |
przy zachowaniu pewnych zalozer dotyczacych rozkfa-
du zmiennych. Najczesciej spotykanym rozkfadem jest |
rozkfad normalny, czyli Gaussa, ktéremu podlega wiek- |

szo$¢ obserwowanych w przyrodzie i nauce zjawisk.

Oznacza to, ze najbardziej prawdopodobne jest uzy- |
skanie wyniku znajdujacego si¢ w maksimum krzywej |

rozktadu normalnego. Prawdopodobieristwo to szybko
maleje wraz z oddalaniem sie od wartosci maksymal-
nej, symetrycznie w obu kierunkach.

Zgodnie z definicja, LOD opiera si¢ na wynikach pomia-
ru sygnalu analitycznego pochodzacego od prébki Slepej
oraz wartoéci prawdopodobienstwa wystapienia bledow
I'i Il rodzaju, oznaczane symbolami odpowiednio o i p.
Podstawg teoretyczna takiego podejscia jest statystyczna
teoria testowania hipotez Neymana—Pearsona, polega-
jaca na podjeciu decyzji wyboru jednej z dwach hipotez
na podstawie obserwacji zmiennych z danych doswiad-
czalnych. Hipoteza zerowa oznacza, ze analit jest obec-
ny, natomiast hipoteza alternatywna zaklada brak ana-
litu. Teoria ta wykorzystuje relacje miedzy zalozonymi
warto$ciami odpowiadajacymi prawdopodobienstwu
wystapienia bledéw | i Il rodzaju i skupia sie na mini-
malizowaniu tych bledéw. Wartosci czynnikéw ryzyka a
i p moga by¢ dowolne, jednak najczesciej spotykane to
0,01 oraz 0,05, ktére s zalecane przez IUPAC; liczby te
odpowiadaja poziomom ufnosci 99% i 95%. Zastosowa-
nie a = 0,05 oznacza, ze 5% probek wolnych od ana-
litu zostanie blednie zakwalifikowanych jako zawieraja-
ce analit. Wybdér odpowiedniej wartosci jest swoistym
kompromisem, gdyz wiekszy poziom ufnosci skutkowac
bedzie nizszym prawdopodobieristwem popelnienia
bledow 11 Il rodzaju, ale takze wyzsza wartoscig LOD.
Ponadto, mniejsza warto$¢ o oznacza mniejsze praw-
dopodobieristwo wystapienia bledu typu |, ale jedno-
czesnie wzrasta ryzyko popetnienia bledu typu 1.

Poziom krytyczny
Decyzje o wykryciu analitu podejmuje sie, poréwnujac
wynik doswiadczalny z L, czyli najmniejsza wartoscia,



ktra da sie odrézni¢ od sygnatu analitycznego pocho-
dzacego od probki Slepej, z zatozonym prawdopodobien-
stwem rownym . Jest to granica stezen, ktorej przekro-
wenie moze wskazywac na obecno$¢ analitu w badane;
probce. Warto$¢ Lo obliczana jest na podstawie wielo-
kotnych pomiaréw sygnatu analitycznego pochodzacego
od probki glepej, co jest dokladniej oméwione w dalszej
wzeéci artykulu. Na rysunku 1 przedstawione sq dwa przy-
padki rozkladu prawdopodobienstwa wartosci uzyska-
nych w wyniku analizy probki élepej i probki zawierajgce;
andlit 0 niskim stezeniu. Stezenie probki Slepej ustalone
jest jako réwne zero. Krzywa na rysunku 1A jest rozkla-
dem wartosci dla analitu o stezeniu rownym LOD, na
rysunku 1B krzywa reprezentuje rozklad wartosci dla ana-
litu 0 stezeniu nizszym od LOD, a réwnym L. W pierw-
szym przypadku sygnat probki mozna dobrze odrézni¢ od
sygnatu prébki dlepej, a prawdopodobieristwo popefnie-
nia bedow | i 11 rodzaju wynosi a = f = 5%. Natomiast
w drugim przypadku o sie nie zmienilo, ale wartos¢ 3
wynosi 50%. Oznacza to, Ze 0znaczajqc analit na pozio-
mie stezeri rdwnym Lg, ryzyko podjecia blednej decyzji
0 obecnoéci analitu wynosi 50%.

Granica wykrywalnosci, LOD w praktyce

Idea granicy wykrywalnosci jest dobrze rozumiana
wirdd naukowcow. Juz sama nazwa tego parametru jest
intuicyjna i sugeruje, ze omawia on mozliwosci meto-
dy wobec prébek o niskich stezeniach/zawartosciach
analitu. Znaczenie tego parametru i jego zrozumienie
nie budzi watpliwosci, natomiast samo oznaczanie jego
bywa problematyczne z powodéw mnogosci definicji
i trudnosci natury praktycznej.

Jak przedstawia¢ wyniki pomiaru? W tabeli 2 przedsta-
wione zostaly przykladowe wartoéci pomiarowe, z kto-
rych czesé znajduje sie ponizej LOD metody wraz z obli-
czonymi wartosciami $rednimi i odchyleniami standar-
dowymi. Kazdy wers reprezentuje te same pomiary,
jednakze zapis wartosci ponizej LOD jest rGzny.

Po przeanalizowaniu tabeli 2 nasuwajq si¢ wnioski, ze
kazde przeksztalcenie wyniku pomiaru, kt6rego wartosc
jest nizsza od 1OD, wywiera wplyw na wnioskowanie
statystyczne lub nawet uniemozliwia je, tak jak w przy-
padku przedstawienia wyniku <LOD jako ,ND". LOD
jest parametrem metody analitycznej, a nie wlasnoscig
wyniku, W zwigzku z tym nie zaleca sig raportowania
wyniku do$wiadczalnego, ktorego wartos¢ jest mniejsza
od LOD jako ,<1OD”, ,0” lub ,ND” (ang. non-detect -
nie wykryto). Zalecanym przez IUPAC sposobem przed-
stawienia wyniku jest wartos¢ liczbowa z niepewnoscia,
opcjonalnie z zaznaczeniem, ze wynik ten znajduje
sie ponizej LOD metody. Takie rozwigzanie umozliwia
wyciagniecie wiekszej liczby wnioskéw z uzyskanych
wartoéci doéwiadczalnych, nie powoduje utraty infor-
macji oraz nie wplywa na obliczenia i parametry staty-
styczne, takie jak odchylenie standardowe czy Srednia.
Aby umozliwi¢ poréwnywanie wartosci LOD, powinno
sie podawac informacje o metodzie, zgodnie z ktora
zostala ona oszacowana, a takze wartosci zmiennych

Tabela 2. Przyklady zapisu wyniku ponizej LOD oraz wplyw
na warto$ci parametréw statystycznych

Sposab przedstawienia | Wyniki pomiarow dla 5 powtérzen | Wartos¢ | Odchylenie
wyniku ponizej LOD | (zakladajac wartos¢ LOD rowna 10) | érednia | standardowe
Zero 13 {0 11 15 0 7.8 1.3

Nie wykryto (ND) 13(ND |11 15 [ND |- -

<l0D 13 (<10 [N 15 <10 (13 -

Wartos¢ liczbowa 13 17 1|15 9 1" 3,2

uzyte do obliczen, to jest ilosci powtdrzed, zatozone
poziomy ufnosci czy liczba stopni swobody.

Najpopularniejsza metoda: 3s;

Najczesciej wybierana metoda szacowania LOD jest

rownoczesnie jedna z najprostszych i wywodzi si¢

z metody IUPAC, a sformulowana jest jako trzykrotna

warto$¢ odchylenia standardowego sygnalu analityczne-

go probki slepej (s,). Metoda ta jest szeroko stosowana

w nauce i w praktyce i na dobre zadomowia si¢ wérod

badaczy, jednakze warto wiedzie¢, jakie s3 jej podstawy

statystyczne, mozliwosci i ograniczenia. Aby oszacowa-

na LOD byla jak najbardziej prawidlowa, powinny byc

spefnione nastepujace kryteria:

m homoskedastycznosc,

W rozklad normalny,

m konstrukcja krzywej kalibracyjnej metoda najmniej-
szych kwadratow.
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Jest to proces dwuetapowy, polegajacy na obliczeniu
L na podstawie s, i nastepnie na oszacowaniu LOD
z uwzglednieniem wartosci L. Metoda wykorzystuje
w obliczeniach réwniez wartoéci prawdopodobienstwa
o i B, dla ktérych dobrym wyznacznikiem jest parametr
t-studenta, ktorego wartos¢ dla o = 0,05 oraz v = =
wynosi 1,645.

Wz6r na obliczenie L jest nastepujacy:

Lo =145

gdzie t
body.

Po podstawieniu wartoéci parametru t-studenta do

to parametr t-studenta o v stopniach swo-

T-a,v

wzoru otrzymuje sie:

L. = 1,645s,

Wyrazenie na LOD przyjmuje postac:

LOD =L + t,4,,

Przy zalozeniu homoskedastycznoéci w zakresie stezeri
od 0 do LOD oraz a = B wzor redukuje sie do postaci:

LOD = 2L,

Po podstawieniu wyrazenia na L otrzymuje sie:

LOD = 3,295,

Tradycyjnie spotykany wspotczynnik 3" we wzorze na
LOD jest w rzeczywistoici zaokragleniem liczby 3,29. Jak
zostalo wykazane wyzej, wartos¢ 3,29 jest konsekwencjq
zastosowanych regut statystycznych, dlatego nie powin-
no sie wybiera¢ dowolnej liczby jako wspolczynnika we
wzorze na LOD, na przyklad 2, 3, 6. Nalezy mie¢ na
uwadze, ze uproszczony wzor w postaci 3s,, uzyskany
zgodnie z powyzszym wyprowadzeniem, pomija wartos¢
érednig probki Slepej, jak réwniez wszystkie parametry
zwigzane z krzywa kalibracyjna, to jest liczbe stopni
swobody, liczbe powtdrzen, liczbe wzorcow i ich ste-
zenia. Wartos¢ érednia w takim wypadku jest ustalona
jako réwna zero, co moze wystepowac w przypadku
automatycznego zerowania sygnatu dla probki $lepej
przez instrument pomiarowy. Jednakze, jezeli w wyniku
wielokrotnego pomiaru probek slepych uzyskuje sie war-
toéci wieksze niz zero, nalezy je uwzglednic jako warto$¢
usredniong zgodnie z ponizszym wzorem:

LOD =x, + 3,295,

LOD wyrazona w ten sposob nazywana jest tez instru-
mentalng granica wykrywalnosci, gdyz najwiekszy
wplyw na jej warto$¢ maja szumy aparatury, a takze
efekty matrycowe i dryf linii bazowej.

Istniejg prace, w ktorych zalecane jest zastapienie préb-
ki Slepej probka o znanej, ale bardzo niskiej zawartosci
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analitu, na poziomie przewidywanej wartoéci LOD. Taka
praktyka pozwala na odwzorowanie faktycznego zacho-
wania sie instrumentu wobec analitu o minimalnym ste-
zeniu, a nie opiera sie wylacznie na s,. Mozna wiec przy-
puszczaé, ze LOD uzyskane w ten sposab bedzie bardziej
wiarygodne. Jezeli LOD oszacowana na podstawie wyniku
analizy probek Slepych z dodatkiem analitu nie pokrywa
sie z przewidywang wartoscig LOD, nalezy zmodyfikowat¢
ilos¢ dodanego analitu i powt6rzy¢ pomiary.

Nie istnieje jedno uniwersalne podejicie szacowania
LOD. Opracowanych zostato wiele metod, odpowied-
nich do konkretnych zastosowan, ktérych wybér powi-
nien by¢ dobrze przemyslany. Wybor metody powinien
by¢ uzasadniony statystycznie, to znaczy oparty na
rozkladzie uzyskanych wynikow, zmiennosci precyzji
wynikow i sposobie wyznaczania krzywej kalibracyjnej,
ktorych znajomos¢ jest podstawg do podjecia decyzji
0 sposobie szacowania LOD.

Adam Sajnog, Magdalena Belter,

Danuta Baratkiewicz

Wydziat Chemii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza,
Poznan

SEOWNIK POJEC STOSOWANYCH W ARTYKULE

Biad | rodzaju, o — przyjecie hipotezy
alternatywnej (analit jest obecny), podczas gdy
analit nie wystepuje; inaczej — odrzucenie stusznej
hipotezy. :

Bfad Il rodzaju, B — przyjecie hipotezy zerowej
(brak analitu) przy faktycznej obecnosci analitu;
warto$c zalecana przez IUPACto o = f = 0,05 (co
odpowiada poziomowi ufnosci réwnemu 95%).
Warto$¢ krytyczna, L. — najmniejsza ilos¢ analitu,
wyrazona w jednostkach sygnatu lub zawartosci/
stezenia, dajgca sie odrézni¢ od poziomu tta

i pozwalajaca na podjecie decyzji o obecnosci analitu
w probce z prawdopodobiefistwem réwnym c.
Granica wykrywalnosci, LOD — parametr
charakteryzujgcy metode. Jest to najmniejsza ilos¢
analitu, wyrazona w jednostkach sygnatu lub
zawartosci/stezenia, dla ktérej prawdopodobienstwo
popetnienia btedu Il rodzaju wynosi B, przy
ustalonej LC. LOD metody oznacza taki sygnat
odpowiadajacy stezeniu analitu, przy ktérym mozna
zalozy¢ a priori obecnoé¢ analitu z ustalonym
prawdopodobienstwem.

Granica oznaczalnosci, LOQ — parametr
charakteryzujacy metode. Jest ilos¢ analitu,
wyrazona w jednostkach sygnatu lub zawartosci/
stezenia, ktora osiggnie zatozong wczesniej precyzje,
wyrazong przez wartos¢ wzglednego odchylenia
standardowego (RSD), wartos¢ zalecana przez IUPAC
to RSD = 0,1.

Homoskedastycznos$¢ — wlasnos¢ danych
doswiadczalnych, oznaczajaca statos¢ wariandji dla
wynikow z danego zakresu stezen.
Heteroskedastycznos¢ — przeciwienstwo
homoskedastycznosci, objawiajgce sie zmienng
wariancja wynikéw dla probek z danego zakresu
stezen.



