Krzywa kalibracyjna krok po kroku
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Wiekszos¢ laboratoriow wykorzystuje krzywa kalibracyjng do codziennych pomiarow. Jest wiec rzecza natu-

ralng, ze przy tej okazji pojawia sie szereg pytan odnosnie wyznaczania jej parametrow i sposobow sprawdza-

nia jakosci uzyskanej krzywej. Dlatego tez, celem niniejszego artykutu jest przeprowadzenie czytelnika, przez

wyznaczenie parametréw krzywej kalibracyjnej, a nastepnie sprawdzenie jej jakosci.

Definicja

W nowym wydaniu ,Miedzynarodowego stownika metrologii”
nie ma pojecia krzywa kalibracyjna”. Chcac operowad pojecia-
mi zgodnymi ze stownikiem nalezato by uzywac terminu ,krzy-
wa wzorcowania”. Problem jednak w tym, ze wsréd chemikow
zakorzenito sie sformutowanie ,krzywa kalibracyjna’, ktére nie
jest uzywane w praktyce.

Wracajac do sedna sprawy, krzywa kalibracyjna to: ,wyrazenie
zaleznosci pomiedzy wskazaniem, a odpowiadajacg mu zmie-
rzona wartoscia wielkosci”. Innymi stowy, wyznaczenie para-
metrow krzywej kalibracyjnej ma umozliwi¢ przeksztatcenie
wskazania urzadzenia pomiarowego, na warto$¢ zmierzona.
Postugujac sie przyktadem analizy chromatograficznej, dzieki
wyznaczeniu parametréw krzywej kalibracyjnej mozna zamie-
ni¢ pole powierzchni, na stezenie danego sktadnika w badanej
mieszaninie.

Wyznaczanie parametrow krzywej kalibracyjnej (krzywej
wzorcowania)

Po krétkim wstepie, wiadomo juz do czego potrzebna jest krzy-
wa kalibracyjna, w zwigzku z czym pokaze teraz, jak wyznaczy¢
parametry charakteryzujace krzywa kalibracyjna.

KROK | - zbierz dane

W kroku | niezbedne jest zebranie danych, potrzebnych do dal-
szych obliczen. Jesli w laboratorium pierwszy raz przygotowuje
sie krzywa kalibracyjna dla konkretnego urzadzenia pomiaro-
wego, pojawia sie problem, ktéry polega na tym, ze nie wiado-
mo, jakiego rozrzutu wynikéw spodziewac sie dla konkretnych
punktéw pomiarowych.

Na szczescie norma PN-EN ISO 6143 ,Analiza gazu. Metody
poréwnawcze do okreslenia i sprawdzania sktadu gazowych
mieszanin wzorcowych” podpowiada w ilu punktach pomia-
rowych nalezy przeprowadzi¢ wzorcowanie, i w zaleznosci od
tego jaka funkcje matematyczna wybra¢ do opisu krzywej ka-
libracyjne;j.
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Jezeli krzywa kalibracyjna ma by¢ okreslona funkcja liniowa, to
norma PN-EN ISO 6143 zaleca minimum trzy punkty kalibracyj-
ne. Wynika to z bardzo prostego zatozenia. Ot6z dwa punkty
potrzebne sa do tego, aby wyznaczy¢ réwnanie prostej, z ktore-
go odczytuje sie wspodtczynniki a i b dla krzywej kalibracyjne;j.
Z kolei trzeci punkt ma na celu potwierdzi¢, ze charakterystyka
odpowiedzi uktadu pomiarowego na wzrastajace stezenie ana-
litu jest liniowa.

Korzystajac z faktu, ze wiekszos¢ krzywych kalibracyjnych wy-
korzystywanych w laboratoriach ma charakter liniowy, omo-
wie wyznaczanie parametrow krzywej kalibracyjnej wiasnie
w modelu liniowym. W tym celu konieczne bedzie wykonanie
przynajmniej trzech pomiaréw w kazdym z trzech punktéw ka-
libracyjnych. Najlepiej jednak wykona¢ minimum pie¢ pomia-
réw w kazdym punkcie, aby méc odrzuci¢ ewentualne wyniki
odstajace, a ze statystycznego punktu widzenia dziesie¢ pomia-
réow to absolutne minimum.

W laboratorium w ktérym pracuje wykonujemy dwanascie po-
miaréw dla kazdego punktu wzorcowania. Dzieki takiemu po-
dejsciu, nawet jezeli zdarzy sie jeden wynik odstajacy to i tak
mamy ponad dziesie¢ wynikow pomiaréw do dalszych obli-
czen, a wiec od strony statystycznej jest to bardzo dobra repre-
zentacja zbioru danych.

KROK Il - wyznaczenie parametréw charakteryzujqcych krzywq
kalibracyjng

Wyznaczanie parametrow krzywej kalibracyjnej najlepiej
rozpocza¢ od wyznaczenia wspodtczynnika zmiennosci, dla
kazdego z punktow wzorcowania. Jest to bardzo istotny pa-
rametr, poniewaz od niego zalezy czy wyznaczona krzywa
kalibracyjna bedziesz uzyteczna w petnym zakresie pomiaro-
wym oraz czy bedzie konieczne podzielenie jej na podzakre-
sy, a co sie z tym wigze czy dla kazdego z podzakreséw wy-
konanie dodatkowych pomiaréw w punktach wzorcowania,
tak aby w kazdym podzakresie byty przynajmniej trzy punkty
wzorcowania.



Wz6r do obliczenia wspoétczynnika zmiennosci:

gdzie:

S,,— odchylenie standardowe wynikéw w danym punkcie wzor-
cowania,

¥, — wartos$¢ srednia wynikéw w danym punkcie wzorcowania.
W celu statystycznej oceny réznic wspotczynnikdw zmiennosci
dla poszczegdlnych punktéw wzorcowania mozna wykorzystac
test F-Snedecora:

gdzie:

s, i s, — odchylenia standardowe wynikéw w punktach 1i 2.
Przy czym warunkiem przeprowadzenia testu jest, aby odchy-
lenie standardowe w liczniku miato wiekszg wartos¢, niz od-
chylenie standardowe w mianowniku i wtedy jezeli wyliczona
wartosc testu jest wieksza, od wartosci tablicowej, uznaje sie, ze
réznice odchylen standardowych w poszczegélnych punktach
wzorcowania sg statystycznie nieistotne.

Jezeli poréwnanie trzech punktéw wzorcowania parami wy-
kaze brak réznic istotnych statystycznie, mozna wtedy przyjac,
ze przedziat roboczy krzywej kalibracyjnej determinowany jest
przez najnizszy i najwyzszy punkt wzorcowania.

KROK lll - wyznaczanie wspétczynnikéw a i b

Znajac zakres roboczy krzywej kalibracyjnej, mozna przejs¢ do
wyznaczania wspétczynnikéw a i b funkgji liniowej opisujacej
rownanie krzywej kalibracyjnej. W tym celu wykorzystac¢ nalezy
ponizsze wzory:
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gdzie:

- wspotczynnik g, to wartos¢ sygnatu dla prébki slepej,

- wspdtczynnik b charakteryzuje czutos¢ uktadu pomiarowego.

Oznacza to, ze krzywa kalibracyjna ma postac y =a + bx.

Do wyznaczenia wspotczynnikéw a i b mozna takze wykorzy-
stac¢ popularny arkusz kalkulacyjny Excel. Formuty, ktére umoz-
liwiajg obliczenie tych wspoétczynnikéw to: ,nachylenie” i ,od-
cieta” Arkusz kalkulacyjny Excel pozwala takze na wyznaczenie
odchylenia standardowego reszt S(z) - funkcja “REGBLSTD” oraz
wspotczynnika determinacji liniowej R? - funkcja “R.KWADRAT".

KROK IV - ocena jakosci krzywej kalibracyjnej
Wspomniatem juz o tym jak korzystajac z arkusza kalkulacyjne-

/ b
.

go Excel wyznaczy¢ odchylenie standardowe reszt i wspétczyn-
nik determinacji liniowej okreslone nastepujacymi wzorami:
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Wskazniki te potrzebne sg do oceny jakosciowej krzywej kali-
bracyjnej. Odchylenie standardowe reszt okreéla o ile przeciet-
na wartos¢ empiryczna odchyla sie od wartosci teoretyczne;.
Innymi stowy odchylenie standardowe reszt pokazuje jak duza
jest rdéznica, pomiedzy teoretycznym potozeniem punktéw
wzorcowania (wyznaczonym na podstawie parametréw krzy-
wej kalibracyjnej), a faktycznym potozeniem punktéw zareje-
strowanym w trakcie pomiaréw.
Im warto$¢ S(z) jest nizsza, tym lepsze dopasowanie krzywej ka-
libracyjnej do punktéw wzorcowania. Niestety odchylenie stan-
dardowe reszt nie jest wartoscig znormalizowang, co w prak-
tyce oznacza, ze nie moze by¢ wykorzystane do oceny dwéch
réznych krzywych kalibracyjnych.
Jezeli jednak w laboratorium istnieje potrzeba wykorzystania
tego parametru do poréwnania dwéch krzywych kalibracyj-
nych mozna wykorzysta¢ wzér standaryzowany, ktéry ma na-
stepujaca postac:

R =)

u(x;)

Konieczne jest wyznaczenie takiego odchylenia dla kazdego
punktu, a nastepnie upewnienie sie, ze maksymalna wartos¢
"< 2. Mozna réwniez poréwnywa¢ maksymalne wartosci po-
miedzy ré6znymi krzywymi kalibracyjnymi.

Wspétczynnik determinacji liniowej R? jest wartoscia znorma-
lizowana i przyjmuje wartosci z przedziatu <0;1>. Im warto$¢
R? sytuuje sie blizej 1 tym lepsze jest dopasowanie krzywej do
punktéw empirycznych. Wspoétczynnik determinacji liniowej
moze réwniez stuzy¢ do poréwnywania krzywych miedzy soba.
Warto zawsze oceni¢ wizualnie dopasowanie krzywej do punk-
tow kalibracyjnych, dlatego ze wskazniki matematyczne nie wy-
eliminuja subtelnych btedéw, takich jak dopasowanie krzywej
kalibracyjnej opisanej funkcja liniowg do punktéw uktadaja-
cych sie w ksztalcie paraboli. Z matematycznego punktu widze-
nia cze$¢ punktéw uktada sie nad krzywa, cze$¢ pod i wskazniki
matematyczne nie sygnalizuja problemu, ktéry mozna zaobser-
wowac empirycznie.

KROK V — wyznaczenie zakresu roboczego krzywej kalibracyjnej
Przy wyznaczaniu zakresu roboczego krzywej kalibracyjnej
warto pamieta¢ o dobrej praktyce, ktéra moéwi, ze zakres ten
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powinien znajdowac sie pomiedzy zawartoscig analitu w naj-
nizszym wzorcu odniesienia, a zawartoscig analitu w najwyz-
szym wzorcu odniesienia. Dzieki takiemu ograniczeniu zakresu
roboczego mozna mie¢ pewnos¢, ze odpowiedz uktadu pomia-
rowego jest dobrze zbadana w interesujgcym nas zakresie.
Drugim elementem, ktéry nalezy wzig¢ pod uwage podczas
wyznaczania zakresu roboczego jest wspoétczynnik zmienno-
$ci CV. Dla kazdego z punktéw kalibracyjnych znajdujacych sie
w zakresie roboczym wspotczynnik zmiennosci powinien by¢
na tym samym poziomie, co mozna sprawdzi¢ na przykfad te-
stem F-Snedecora. Wzory, ktére nalezy wykorzystac do obliczen
zawarte sa w tej publikacji.

W procesie wyznaczania zakresu roboczego mozna takze okre-
$li¢ granice wykrywalnosci i oznaczalnosci danego analitu na
konkretnym ukfadzie pomiarowym z wykorzystaniem anali-
zowanej krzywej kalibracyjnej. Do tego celu stuza dwa wzory
w zaleznosci od tego, czy dysponujemy wynikami analiz $lepej
préby (ta metoda jest zalecana), czy nie.

Metoda |
Vi = Ysp T DSep
gdzie:
y, — sygnat analityczny odpowiadajacy granicznemu stezeniu C;
Y¢p — Sredni sygnat uzyskany dla slepej proby
p — stata
S¢p — odchylenie standardowe dla slepej proby

Metoda Il

yi=b + psp
gdzie:
y, — sygnat analityczny odpowiadajacy granicznemu stezeniu C;
b — wspdtczynnik przeciecia
p - stata
s, — odchylenie standardowe wspétczynnika przeciecia
W zaleznosci od tego, czy okreslona ma by¢ granica wykrywal-
nosci, czy granica oznaczalnosci, stata p przyjmuje odpowied-
nio wartosci 3 lub 10. Obie te wartosci majg swoje statystyczne
uzasadnienie, ktére zapewnia, ze z okreslonym prawdopodo-
bienstwem sygnat pochodzi od badanego analitu i mozna na
jego podstawie jakosciowo i ilosciowo okresli¢ zawartos¢ anali-
tu w badanej probce.

KROK VI - biezgca kontrola uzytecznos¢ krzywej kalibracyjnej

Biezgca kontrola zmiennosci parametréw krzywej kalibracyjnej
ma na celu zapewni¢, ze parametry te nie ulegty zmianie bar-
dziej niz to wynika z charakterystyki danej metody. W tym celu
zaleca sie wykorzystanie zestawu przynajmniej trzech materia-
téw odniesienia. Moga to by¢ materiaty juz wykorzystane do
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kalibracji, lub nowy zestaw materiatéw odniesienia. Wazne jest,
aby zestaw ten pokrywat caly zakres roboczy, najlepiej w punk-
tach ok. 10%, 50% i 90% zakresu roboczego.

W praktyce mozna tez wykorzysta¢ dowolny materiat pod
warunkiem, ze matryca jest podobna do matrycy spotykanej
w badaniach rutynowych oraz ze jest to materiat o znanej i od-
powiednio dtugiej stabilnosci. Przyktadowo, jezeli planujemy
kalibracje uktadu pomiarowego co szes¢ miesiecy, dobrze by
byto aby stabilnos¢ materiatu stuzgcego do kontroli byta przy-
najmniej dwukrotnie dtuzsza. W innym wypadku nie bedzie
wiadomo, czy niekorzystny trend, lub przekroczenie linii kon-
trolnych na kartach kontrolnych pochodzi od uktadu pomiaro-
wego, czy od materiatu stosowanego do kontroli.

Majac wybrany materiat do kontroli biezgcej nalezy wykonac
dziesie¢ analiz celem wyznaczenia wartosci sredniej, ktdra sta-
nie sie linig centralna na karcie kontrolnej oraz odchylenia stan-
dardowego, ktére postuzy do wyznaczania linii kontrolnych.
Wewnetrzna linia kontrolna to dwukrotne odchylenie standar-
dowe, a zewnetrzna linia kontrolna to trzykrotne odchylenie
standardowe.

Prowadzac karty kontrolne nalezy zwréci¢ uwage na:

— przekroczenia wewnetrznej linii kontrolnej, ktére jesli zdarza-
ja sie czesto (wiecej niz 5 przypadkéw na 100 pomiaréw) nalezy
traktowac jako sygnat ostrzegawczy;

— przekroczenia zewnetrznej linii kontrolnej, ktére kazdorazo-
wo nalezy traktowac jak sygnat ostrzegawczy;

- uktadania sie wynikéw w niekorzystny trend, zmierzajacy do
przekroczenia linii kontrolnych, lub majacy tendencje do zani-
zania, lub zawyzania wynikow.

Zaletg prowadzenia kart kontrolnych jest to, ze doswiadczony
analityk na podstawie tych kart potrafi odpowiednio wczesniej
wychwyci¢ sytuacje potencjalnie niebezpieczne dla wynikow
prowadzonych badan. Ponadto karty kontrolne pomagaja przy
rewalidacji metody pomiarowej, gdyz na ich podstawie tatwo
mozna oszacowac, czy metoda nadal zachowuje swojg charak-
terystyke wyznaczona w trakcie pierwszej walidacji.

Podsumowanie

Przedstawitem wszystkie niezbedne informacje potrzebne do
pracy z krzywa kalibracyjna. Jednak nie wyczerpuja one w petni
zagadnien zwigzanych z praktycznym zastosowaniem krzywej
kalibracyjnej w laboratorium. Niemniej zastosowanie opisa-
nych tu metod pozwoli na przeprowadzenie sprawnej kalibracji
ukfadu pomiarowego, a nastepnie skutecznego monitorowania
charakterystyki uktadu pomiarowego.
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