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Niepewnos$¢ pomiaru jest liczbowo wyrazonym zakresem,
w ktorym z okreslonym prawdopodobienstwem, spodzie-
wane jest znalezienie prawdziwej wartosci pomiarowej.
W pracy podjeto probe oszacowania niepewnosci typu
Ai B analizy etanolu metodg enzymatyczng ADH w celu
stwierdzenia zasadnosci ich wykonywania i wykorzysta-
nia w praktyce laboratoryjnej. W podanym przyktadzie
wykazano duzy udziat procentowy btedu pomiaru dla
pipetowania roztworu ADH oraz kwasu nadchlorowego,
co daje podstawe do podjecia dalszych krokéw w celu
udoskonalenia procedury. Wyniki niepewnos$ci pomiaro-
wej uzyskane metoda B sa zblizone do empirycznego
wyniku metody A. Wazng zaleta omawianego sposobu
wyznaczania niepewnosci jest oszczedno$¢ czasu oraz
ograniczenie kosztow analiz.

An uncertainty in measurements is a numericals defined
range that is supposed to find a true value with a given
level of probability. The purpose of thies study was to
estimate a type A and B of uncertainty in the analysis of
ethanol using the ADH method and prove it to be useful
in lab practice. A large precentage of uncertainty was
shown for pipetting of the ADH and perchloric acid
solutions. This result formed the basis to make an effort
in order to improve the procedure. The results of
uncertainty of measurements given by method B are
similar to the empiric method A results. The reduction of
expenses and time saving of the analysis is an important
advantage of the described way of uncertainty.

Stowa kluczowe: niepewnos$¢ pomiarowa, odchy-
lenie standardowe, propagacija bteddw, jakos¢ pra-
cy laboratorium chemiczno-toksykologicznego
Key words: uncertainty of measurement, standard
deviation, propagation of errors, quality of work
in chemical-toxicological laboratory

WSTEP

Niepewno$¢ pomiarowa (ang. uncertainty) jest
liczbowo wyrazonym zakresem, w ktorym spodzie-
wane jest, z okreslonym prawdopodobiehstwem,
znalezienie prawdziwej wartosci pomiarowej. Jest
to warto$¢ szacowana, ktéra charakteryzuje wynik
pomiarowy a nie metode analityczna. Szacowanie
niepewnosci pomiarowej polega na stworzeniu
kompromisowego modelu statystycznego, w kté-
rym przedziat niepewnosci bedzie jednoczesnie
bezpieczny (warto$¢ prawdziwa powinna leze¢
wewnatrz przedziatu) i realistyczny (przedziat nie
powinien by¢ zbyt szeroki).

Pierwszym znaczacym dokumentem opisujgcym
catosciowo problematyke wyrazania i szacowania
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niepewnosci pomiarowej byt przewodnik wydany
w 1993 roku i przygotowany wspdlnie przez siedem
organizacji miedzynarodowych metrologicznych
(BIPM, IEC, IFCC, ISO, IUPAC, IUPAP i OIML) pod
nazwa, ,Guide to the Expression of Uncertainty in
Measurement” [9], ktory zostat réwniez wydany
w polskim ttumaczeniu [4]. W Swiatowych zasobach
Internetu dostepnych jest, co najmniej, kilka znacza-
cych przewodnikéw oraz wiele publikaciji, ktore szcze-
gotowo opisujg problematyke ilosciowego wyraze-
nia niepewnosci pomiarowej oraz promuijg jednolite
zasady dobrej praktyki laboratoryjnej [2, 12].

METODY BADAWCZE

Niepewnos$¢ pomiarowa obejmuje zaréwno bte-
dy przypadkowe jak i btedy systematyczne, przy
czym wielkos¢ ta jest traktowana w szerszym aspek-
cie niz tradycyjnie rozumiana analiza btedu pomia-
rowego. Wartos¢ liczbowa niepewnosci moze byé
wyznaczona metodg typu A i typu B [9]. Niepew-
no$¢ otrzymana metoda typu A jest obliczana na
podstawie serii powtérzonych obserwaciji i wyraza-
na jest w postaci odchylenia standardowego (nie-
pewno$¢ standardowa typu A, ang. standard un-
certainty). Niepewnos¢ typu B jest obliczana z wy-
korzystaniem dostepnej wiedzy (a priori) jako esty-
mata odchylenia standardowego (niepewnos$¢ stan-
dardowa typu B). Trudniejsza w opisaniu jest nie-
pewnos¢ typu B, gdzie bada sie zaleznosci miedzy
wielko$cig mierzong a parametrami, od ktérych ona
zalezy. Dlatego poczatkowym etapem na drodze
szacowania niepewnosci pomiarowej jest jasne
zdefiniowanie jednostki pomiarowej (udzielenie
odpowiedzi na pytanie ,,co mierzymy?”) oraz petny
opis procedury analitycznej (,co wptywa na wynik
koncowy oraz w jakich warunkach dokonujemy
pomiaru?”). Nastepnie dokonuje sie opisu mozli-
wych zrédet niepewnos$ci pomiarowej i szacuje ich
wartosci. Szacowanie wartosci sktadowych niepew-
nosci i ich korelacji najczesciej pozwala na stwo-
rzenie modelu matematycznego dla danej proce-
dury. Dalszym etapem jest zsumowanie poszcze-
golnych sktadowych niepewnosci (w postaci esty-
matow odchylen standardowych) stosujac najcze-
§ciej prawo propagacji btedu statystycznego do
wielko$ci zwanej ztozong niepewnos$cig pomiaro-
wg (ang. combined standard uncertainty). Konco-
wa wartos¢ niepewnosci pomiarowej zwang rozsze-
rzong niepewnosciag (ang. expanded uncertainty)
oblicza sie na podstawie zatozonego szacowane-
go prawdopodobienstwa oraz wspotczynnika roz-
szerzenia k (ang. coverage factor), ktéry przyjmuje
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wartosci od 2 do 3 w zaleznosci od poziomu praw-
dopodobienstwa w zakresie 95-99%.

Polskie Centrum Akredytacji, powotujac sie na
miedzynarodowe dokumenty akredytacyjne [10,13],
wymaga od laboratoriow przestrzegania cech spéj-
nosci pomiarowej. Do tych cech nalezy takze nie-
pewnos¢ pomiaru, ktérej wartos¢ powinna by¢ po-
dana przy poziomie ufnosci rownym 95% oraz
wspotczynniku rozszerzenia k rownym 2. Nalezy
zaznaczy¢, iz sktadowe niepewnosci typu B moga
pochodzi¢ z wielu réznych zrédet, takich na przy-
ktad jak: publikacje i raporty naukowo-badawcze,
specyfikacje podane przez producenta dotyczgce
sprzetu i odczynnikdw, wyniki uzyskane poprzed-
nio w laboratorium w podobnych badaniach czy
nawet na podstawie dtugoletniej udokumentowa-
nej praktyki analitycznej.

WYNIKI | OMOWIENIE

W pracy podjeto prébe oszacowania niepewno-
éci typu A i B analizy etanolu metoda enzymatycz-
na dehydrogenazy alkoholowej (ADH) w celu stwier-
dzenia zasadnosci ich wykonywania i wykorzysta-
nia w praktyce laboratoryjnej.

Przyktad szacowania niepewnosci typu A wyzna-
czanej doswiadczalnie przeprowadzono dla anali-
zy probek 0,2%o i 0,5%0 alkoholu etylowego w wo-
dzie metodg ADH z wykorzystaniem odczynnikow
firmy RANDOX [14]. W pracy zastosowano jednost-
ke stezenia alkoholu promil (%o), jako zwyczajowo
stosowang jednostke okre$lajacg zawarto$¢ alko-
holu w ptynach biologicznych oraz ze wzgledu na
fakt stosowania jej przez ustawodawce do zdefinio-
wania stanu nietrzezwosci czy stanu po uzyciu al-
koholu. Stezenie etanolu w ptynach ustrojowych
powinno by¢ wyrazane w jednostkach uktadu SI,
dlatego jednostka promil moze by¢ tatwo zastgpio-
na stezeniem masowo-objetosciowym g/dm? (1%o
alkoholu jest rowny w przyblizeniu 1 g/dm? czy
1 mg/ml) lub niekiedy jest wyrazana w jednostkach
mmol/l (1%o alkoholu jest rowny w przyblizeniu
22 mmol/l). Przeprowadzono sze$¢ pomiaréw spek-
trofotometrycznych przy dtugosci fali 365 nm proé-
bek wody dejonizowanej z dodatkiem wzorcow al-
koholu etylowego o stezeniu nominalnym 0,2%o
oraz 0,5%o (tab. I).
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Tab. I. Przykiad szacowania niepewnosci typu A - analiza probek 0,2%o i 0,5%0 alkoholu w wodzie metoda ADH
Tab. I. Example of uncertainty estimation of type A - sample analysis of 0,2%. and 0,5%o- of alcohol in water by the
ADH method

Absorbancja przy 365 nm (sze$¢ pomiardéw)
Absrobance at 365 nm (six measurments)

Stezenie nominalne

Nominal concentration | Il 1} \Y \Y Vi
0,2%0 0,031 0,030 0,034 0,032 0,036 0,032
0,5%0 0,075 0,077 0,076 0,076 0,073 0,079

Stezenie obliczone, %o*
Calculated concentration, %o

0,2%0 0,182 0,175 0,203 0,189 0,217 0,189
0,5%0 0,484 0,498 0,491 0,491 0,470 0,511

Podsumowanie

Summary
Srednie stezenie Odchylenie standardowe** Niepewnos$¢ pomiaru***
Average concentration Standard deviation Uncertainty
0,2%0 0,193%0 0,015%0 0,030%0
0,5%0 0,491%0 0,014%0 0,027%o

* — stezenie obliczone na podstawie krzywej kalibracyjnej alkoholu z dnia 1.09.2004 roku

** _ odchylenie standardowe dla sze$ciu pomiaréw i przyjetego poziomu prawdopodobienstwa 95%

*** _ niepewno$¢ pomiaru typu A réwna iloczynowi wspétczynnika rozszerzenia k=2 (dla poziomu prawdopodobienstwa 95%) oraz
odchylenia standardowego

* — the calculated concentration based on the alcohol calibration curve determined on the 1 September 2004

** _ the standard deviation for six measurements and the assumed 95% level of probability
*** _ type A of uncertainty of measurements equals product of coverage factor k=2 (for 95% level of probability) and standard deviation

Wartosci absorbancji przeliczono na stezenia alkoholu na podstawie krzywej kalibracyjnej wyznaczo-
nej tego samego dnia (ryc. 1).

Ryc. 1. Krzywa kalibracyjna oznaczenia al-
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W podsumowaniu tabeli | przedstawiono niepew-
no$¢ pomiaru typu A obliczong z iloczynu wspot-
czynnika rozszerzenia oraz wyznaczonego odchy-
lenia standardowego.

Przyktad szacowania niepewnosci typu B prze-
prowadzono dla uproszczonego uktadu, w ktérym
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zrédto bteddédw w analizie alkoholu metodg ADH
ograniczono do etapéw pipetowania (tabela Il).
Wartosci doktadnosci i precyzji pomiaréw zaczerp-
nieto z charakterystyki pipet dostarczonej przez pro-
ducentéw [3, 5-8, 11].

Tab. Il. Przyktad szacowania niepewnosci typu B — analiza alkoholu metodg ADH
Tab. IIl. Example of type B uncertainty estimation — alcohol analysis using ADH method

Procedura Objetos¢, ml Precyzja*<, ml Doktadnos$¢* +ml
Procedure Volume, mi Precision<, ml Accuracy=ml

1 Odpipetowanie 1 ml kwasu nadchlorowego 1,0 0,0100 0,0029

2 Odpipetowanie 0,1 ml badanej probki 0,1 0,0003 0,0003

3 Odpipetowanie 2,1 ml buforu 2,1 0,0040 0,0069

4 Odpipetowanie 0,05 ml odbiatczonej prébki 0,05 0,0002 0,0002

5 Odpipetowanie 0,05 ml NAD 0,05 0,0002 0,0002

6 Odpipetowanie 0,01 ml ADH 0,01 0,0001 0,0003

7 Inkubacja 25 min w 37°C

8 Odczyt abosrbanciji przy 365 nm

* — precyzja i doktadno$¢ odczytana ze specyfikaciji producenta pipet [3, 5-8, 11]
* — precision and accuracy taken from the specification of pipette manufacturer [3, 5-8, 11]

Nalezy pamietac, iz pominiete udziaty niepew-
nosci (mozliwos$¢ reakcji krzyzowych alkoholi alifa-
tycznych takich jak n-butanol czy propanol-2, wptyw
zréznicowanej lepkosci ptynéw biologicznych na
precyzje pipetowania, zmiennosé warunkéw tem-
peratury i ci$nienia) sg bardzo wazne, jednak maja
wieksze znaczenie w przypadku wyznaczania nie-
pewnosci pomiaru dla probek biologicznych. Wy-
korzystujgc prawo propagacji btedu statystyczne-
go rozszerzona niepewnos¢ pomiaru U bedzie wiec
réwna [2]:

gdzie:
U — niepewno$¢ rozszerzona typu B,
k —wspotczynnik rozszerzenia = 2 (prawdopodobienstwo
95 %),
c,, — $rednie stezenie alkoholu,
u, — niepewnos$¢ zwigzana z precyzjg pomiaru,
u, — niepewnos¢ zwigzana z doktadnoscig pomiaru,
V - objetos¢ prébki.

Procentowy udziat niepewnosci etapow pipeto-
wania (precyzji i doktadnosci) przedstawiono na
rycinie 2.

Ryc. 2. Procentowy udziat niepewnosci etapdéw pipeto-
wania (precyzji i doktadnosci) w trakcie analizy alkoholu
metoda ADH.

Fig. 2. Percentage of uncertainty contribution of pipet-
ting stages (precision and accuracy) during alcohol ana-
lysis using ADH method.
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Z analizy tego rysunku wynika, iz najwieksze bte-
dy popetniane sa w trakcie pipetowania 0,01 ml roz-
tworu dehydrogenazy alkoholowej ADH (52%) oraz
1 ml kwasu nadchlorowego (17%). Zestawienie wy-
nikbw szacowania niepewnosci typu A i B dla oma-
wianego przyktadu przedstawiono w tabeli Ill.

Tab. lll. Poréwnanie szacowania niepewnosci typu A
i B dla analizy alkoholu metoda ADH

Tab. lll. Comparison of type A and B uncertainty estima-
tion for alcohol analysis using ADH method

Stezenie Srednie Niepewnos$¢ pomiaru
nominalne stezenie Uncertainty

Nominal Average Typ A Typ B

concentration | concentration | Type A Type B

0,2%0
0,5%0

0,193%0
0,491%0

0,030%0
0,027%0

0,014%0
0,035%0

Koncowg warto$¢ niepewnosci rozszerzonej
powinno sie zapisywac tylko w postaci 2 cyfr zna-
czacych, natomiast wynik pomiaru z taka liczbg
miejsc dziesietnych jak wartos¢ tej niepewnosci [1].
Dla przyktadu koncowy zapis wyniku pomiaru dla
niepewnosci pomiarowej typu B podany w tabeli 1l
dla zawarto$ci nominalnej 0,5%o alkoholu powinien
by¢ wyrazony nastepujaco:

0,491 + 0,035 [%o]

Powyzszy zapis warto$ci stezenia alkoholu moze
wydawac¢ sie za ,dokfadny”, jednak udowodniony
empirycznie (metodg A) oraz teoretycznie (metoda
B) btad pomiaru w zastosowanej procedurze dat
podstawy do tego rodzaju zapisu. Tak wiec, arbi-
tralnie narzucony sposo6b zapisu wynikdw oznaczen
do jednego miejsca po przecinku (w tym przypad-
ku bytoby to 0,5%0) moze nie mie¢ zadnego uza-
sadnienia statystycznego, a niekiedy moze rowniez
utrudnia¢ interpretacje wynikow w opiniowaniu sa-
dowo-lekarskim (trudnos¢ w okre$leniu fazy meta-
bolizmu alkoholu w organizmie cztowieka po za-
okragleniu dwoch wynikow pomiaru do 1 miejsca
po przecinku, np. 0,46%o i 0,54%0 zapisane w obu
przypadkach do wartosci 0,5%o0). Kazde laborato-
rium indywidualnie powinno wiec podawac¢ wyniki
stosownie do wyznaczonej niepewnosci pomiaru,
jednak minimalnym wymaganiem powinno by¢
podawanie tych wynikéw z co najmniej dwoma cy-
frami po przecinku dla stezen do 1%. alkoholu (ogdl-
nie — do 2 cyfr znaczacych dla wszystkich stezen).

Nr 1

WNIOSKI

Wyznaczanie niepewnosci typu B pozwala na
skrupulatnag analize etapéw procedury analitycznej
i wymaga ,pogtebienia” wiedzy na temat stosowa-
nej metodyki. W podanym przyktadzie duzy udziat
procentowy btedu pomiaru dla pipetowania 0,01 ml
roztworu ADH oraz 1 ml kwasu nadchlorowego
sprawia, iz mozna podja¢ dalsze kroki w celu udo-
skonalenia stosowanej rutynowo procedury anali-
tycznej (np. przez zmiane stosowanych objetosci
odczynnikow lub zakup bardziej precyzyjnej i do-
ktadnej pipety). Inng zaleta omawianego sposobu
wyznaczania btedu pomiaru jest oszczednos$¢ cza-
su i ograniczenie kosztéw analiz (szacowanie bte-
du mozna dokona¢ na podstawie dostepnej litera-
tury czy specyfikacji producenta a nie zmudnej
i kosztownej pracy w laboratorium). Co réwnie waz-
ne szacowanie niepewnosci typu B daje czesto
wyniki zblizone do empirycznych sposobéw wyzna-
czania niepewnos$ci pomiarowe;.

Zapewnienie wysokiej jakosci pracy laboratorium
analitycznego wymaga spetnienia wielu kryteriow,
w ktérym oszacowanie niepewnosci pomiarowe;
staje sie kluczowym zagadnieniem. Dotyczy to
zwilaszcza walidacji stosowanych metod analitycz-
nych, stosowania certyfikowanych materiatow od-
niesienia, wewnetrznej i zewnetrznej kontroli jako-
§ci procedur, uczestnictwa w miedzylaboratoryjnych
testach poréwnawczych czy wreszcie akredytaciji
opartej o miedzynarodowe normy [10].
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