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Streszczenie, W pracy przedstawiono zagadnienia zwigzane procedurg walidacyjna metod
pomiarowych stosowanych w naukach agrofizycznych. Na poszczegdlnych etapach procedura ta
zawiera w sobie cokreslenic specyficznodei, sclektywnodci, wyznaczenia zaleznosci funkeyjngj,
dokladnosci, powtarzalnosci, odiwarzalnosci, zakresu, granicy detekcji, granicy oznaczalnoscl,
stabilnodei i niewrazliwodcel,
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WSTEP

Agrofizyka jako nauka o przeplywie masy i energii w ukladzie gleba-roslina-
atmosfera [11] korzysta z metod pomiarowych opracowanych i wykorzystywa-
nych w fizyce i chemii. Nalezy jednak podkreslic, ze metody te odnosza si¢ do
innych niz w obu wymienionych naukach obiektdw badan. W agrofizyce sa to:
gleba oraz materialy pochodzenia roslinnego i zwierzgcego.

Koniecznos¢ badania takich obiekiow powoduje wiele problemoéw natury
metrologicznej. Znakomita wigkszos¢ z tych obiektow ze wzgledu na stopien
swojej komplikacji i zmienno$¢ wilasciwosci w czasie jest bardzo trudna do zdefi-
niowania zarowno z jakosciowego jak i ilosciowego punktu widzenia. Istniejq
metody pomiarowe pozwalajace na pelny opis obiektu badafi to jest pomiar
wszystkich wielkosci charakteryzujacych dany obiekt. Tym niemniej metody te sy
drogie i czasochlonne. Niektdre obickty badan podlegaja ciggtym dynamicznym
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zmianom (np. gleba zmienia niektore swoje whasciwosci ze wzgledu na aktyw-
nosé¢ mikrobiologiczng). Dlatego tak wazne jest, aby metody pomiarowe adapto-
wane do agrofizycznych obiektéw badan byty odpowiednio walidowane.

O wymaganiu walidacji metody pomiarowej wspominaja, cho¢ nie wprost
normy 1SO serii 9000. W sposob bardziej szczegolowy problem potraktowany
jest w systemie jakosci dotyczacym akredytacji laboratorium badawcze-
go/pomiarowego w obecnie obowiazujacych normach EN serii 45000. Jeszcze
dokladniej odnosi sie do tej kwestii projekt normy 1SO 17025. Jednakze niczalez-
nie od posiadania lub nie certyfikacji lub akredytacji nalezy sobie u$wiadomic
wage procedury walidacyjnej. Okreslenie i przestrzeganie takiej procedury
w laboratorium zapewnia (a przynajmniej powinno) zaufanie do uzyskiwanych
wynikow.

CEL PRACY

Celem niniejszej pracy jest propozycja poszczegdlnych etapéw procedury
walidacyjnej w odniesieniu do agrofizycznych metod pomiarowych.

Poniewaz celem jest propozycja procedury, dlatego konstrukcja pracy odpo-
wiada powszechnie przyjetej konstrukcji procedur.

TERMINOLOGIA

Pojecie walidacji definiowane jest w rozny sposdb dla réznych potrzeb. Bio-
rac pod uwage cel niniejszej pracy walidacja zdefinjowana jest jako proces za-
pewnienia, Zze metoda pomiarowa jest adekwatna do zamierzonego celu, a otrzy-
mane wyniki sg wiarygodne,

Przed opisaniem zakresu poszczegdlnych etapow walidacji nalezy zwrocic
uwage na problem zwiazany z zawartg tam terminologia. Czgé¢ z wykorzystanych
terminéw jest zdefiniowana w normie PN-71/N-02050 ,Metrologia. Nazwy
i okreglenia”. W takim przypadku definicja i zakres danego pojecia wynikac beda
wprost z normy. Niestety istnieje czg$¢ terminow, ktdra nie jest tam zdefiniowa-
na. Klopotéw przysparzaja znajdujace si¢ w polskim pismiennictwie tiumaczenia
z jezyka angielskiego. Czesto rézni autorzy zupelnie inaczej tlumacza poszcze-
golne terminy. Dlatego nalezy podkreslié, ze niniejsza praca nie stawi proby
ujednolicenia nomenklatury zwigzanej z metrologia, a tylko wskazanie zakresu
walidacji metody.
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ZAKRES WYKORZYSTANIA PROCEDURY WALIDACYJINE]

Walidacje/rewalidacje nalezy przeprowadzaé wtedy gdy mamy do czynienia:

- z wprowadzaniem metody do rutynowych oznaczen,

- ze zmiang warunkéw, w ktorych metoda byla poprzednio walidowana (np.
zmiana charakterystyk parametrow sprz¢tu pomiarowego, zmiana temperatury
otaczenia itp.),

- z nowg lub zmodyfikowang metoda.

Walidacja powinna by¢ przeprowadzana w takich samych warunkach, w ja-
kich pozniej eksploatowana bedzie metoda pomiarowa.

UPRAWNIENIA [ ODPOWIEDZIALNOSC

Walidacj¢ powinna przeprowadza¢ osoba posiadajaca pewne doswiadczenie
analityczne/pomiarowe, poniewaz uzyskane podczas walidacji wyniki rzutowaé
beda na rezultaty pomiaréw rutynowych. Ta sama osoba odpowiedzialna jest tez
za opracowanie pelnej dokumentacji zwiazanej z walidowana metoda pomiarowa.

OPIS POSTEPOWANIA

Pierwszym krokiem podczas procedury walidacyjnej jest ustalenie zakresu
walidacji. Bedzie to zalezalo od metody pomiarowej, celu i sposobu jej zastoso-
wania, dotychczasowych doswiadczen itp. W kazdym konkretnym przypadku
nalezy si¢ zastanowié¢ nad minimalnym zestawem elementow procesu walidacyj-
nego [4]. Na przyklad jesli metoda bedzie uzywana dla jakosciowej analizy $la-
dowej pierwiastkdw w probee, nie ma potrzeby testowaé i walidowac liniowosci
metody w catym zakresie dynamicznym aparatury. Jesli ma to zastosowanie, to
wyspecyfikowang w ten sposob listg nalezy przedyskutowac z klientem (odbiorca
wynikéw pomiarow).

W literaturze mozna znalezé wiele, czasami znacznie sie roznigcych specyfi-
kacji, co nalezy wlaczy¢ w zakres procedury walidacyjnej [6]. Ponizej zostana
przedstawione te elementy, ktére sa powszechnie akceptowane, najczesciej reali-
zowane oraz majy zastosowanie w metrologii agrofizycznej. Schematyczne
przedstawienie proponowanych etapéw procesu walidacji przedstawione jest na
Rys. 1.
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Rys. 1. Schemat blokowy procedury walidacyjnej.
Fig. 1. Block diagram of validation procedure.
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Okreslenie specyficznosci

Specyficznosé jest to wlasciwosé metody badawcze) wystgpujaca w przypad-
ku, gdy dana metoda jest ,,wrazliwa” tylko na jedna substancjg¢ lub na jedng cechg
umozliwiajacq specyficzny pomiar. Przykladem moze byé wykorzystanie spek-
trografii do jakosciowego (nie ilosciowego) oznaczenia skladu probki. Wystgpo-
wanie linii charakteryzujacych widmo substancji wzbudzonej jednoznacznie
okresla obecnos¢ danego pierwiastka.

W metrologii agrofizycznej stosunkowo rzadko uzywane sa metody specy-
ficzne i dlatego w praktyce o wiele czesciej niz ze specyficznoscia mamy do czy-
nienia z selektywnoscia metody.

Okreslenie selektywnoscei

Selektywnosc¢ jest to zdolnos¢ metody do generowania poprawnych wynikow
przy obecnosci innych czynnikow, ktore moga mie¢ wplyw na te wyniki.

W przypadku oznaczen fizykochemicznych moga to by¢ zaréwno substancje
(np. zwiazki organiczne redukujgce sig przy tym samym potencjale katody co
oznaczany tlen w woltamperometrycznej metodzie wyznaczania gestosci strumie-
nia tlenu w glebie) jak i zjawiska (np. ruch powietrza spowodowany przez prze-
jezdzajacy samochod przy pomiarze predkosei wiatru wiatromierzem).

Okreslenie selektywnosci realizowane jest przez porownanie wynikow otrzy-
manych podczas pomiaru w ukladzie odizolowanym od wplywu czynnikow za-
klécajacych z wynikami otrzymanymi w ukladzie z nadzorowanym wplywem
tych czynnikow.

W przypadku oznaczen chemicznych przykltadem moze by¢ poréwnanie wy-
nikow analizy probki zawierajacej wylacznie substancje oznaczana z wynikami
otrzymanymi dla probek zawierajacych rézne stgzenia substanc)i, ktorych obec-
nosc jest mozliwa w probkach badanych w rutynowych analizach.

Innym klasycznym przykladem okreslania selektywnosci metody jest obser-
wowanie wzajemnego polozenia pikow chromatograficznych. Jesli analizowane
sq substancje, ktore przy danym wypeinieniu kolumny chromatograficznej gene-
rujg na chromatogramie piki nie zachodza na siebie mozna mowic o selektywne;j
metodzie. Wazne jest aby przy okreslaniu selektywnosci danej analizy odnies¢ sig
do wypelnienia kolumny chromatograficznej i parametrow procesu analizy, po-
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niewaz inne wypetnienie i/lub inne parametry procesu wcale nie musza zapewniac
selektywnosci.

Wazne jest aby przy okreslaniu selektywnosci wybraé te czynniki, ktore moga
mie¢ wplyw na wyniki i aby podczas badania ich wplywu na kofcowy rezultat
ustali¢ ich intensywnosé na poziomie poréwnywalnym z intensywnoscia w prob-
kach analizowanych rutynowo.

W praktyce laboratoryjnej czgsto przyjmuje sie, ze dana metoda jest selek-
tywna i nic prowadzi w tym kierunku badan. Podstawa do takiego podejscia moga
by¢ wyniki zaczerpnigte z literatury. Na przyklad stosowana w mikrobiologii
glebowej pozywka PDA uznawana jest powszechnie za selektywna w oznacze-
niach grzybdéw [9]. Tym niemniej pojawiaja si¢ doniesienia w literaturze, ze na
pozywece tej rozwijaja sie takze promieniowce, ktore nie sg grzybami tylko bakte-
riami [2]. Przykladow takim mozna znalez¢ wiecej. Ich przyczyng moze byc¢ fakt,
ze metodyki pomiaréw opracowywane i opisywane byly jakié czas temu. Na
przykiad metoda oznaczania ogdlnej liczby bakterii w glebie na pozywce aspargi-
nowo-mannitolowej opracowana zostala w 1928 roku [3]. Od tego czasu zaréwno
mozliwosci techniczne jak i do$wiadczenie i wiedza nabyte w laboratoriach po-
szerzyly sig. Dlatego tez nalezy wnikliwie przeanalizowac i posiada¢ dowody
selektywnosci ,,metod selektywnych”.

W literaturze mozna znaleZé rdéznice w definiowaniu poje¢ specyficznosé
i selektywno$é [6]. Czasami pojecia te uznawane sq za synonimy i przypisuje im
si¢ znaczenie okreslone w niniejszej pracy jako specyficznosé. Kiedy indziej auto-
rzy w ogdle nie uzywajq pojecia specyficznosé. Zastepuja je selekpywnosciq,
a zakres znaczeniowy selektywnosci przypisuja terminowi rozdzielczos¢.

Wyznaczenia zaleznosci funkeyjnej

Waznym etapem walidacji jest wzorcowanie (kalibracja). Jest to wyznaczanie
zaleznosci funkcyjnej pomigdzy wartoscia mierzonej wielkosci a wskazanymi
przez przyrzad lub vukiad pomiarowy odpowiednimi wartosciami wielkosci reali-
zowanymi przez wzorce jednostki miary [7]). Typowym przyktadem moze byé
analiza liniowosci w spektrofotometrycznych pomiarach azotanéw w glebie.
Przed przystapieniem do analizy kalibruje si¢ uklad pomiarowy, to znaczy wy-
znacza sie zaleznosé funkcyjng pomiedzy stezeniem azotandw a ekstynkcja
w $cisle okreslonych warunkach przewidzianych w metodzie.
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Przy wyznaczaniu zaleznosci funkcyjnej nalezy zwréci¢ uwage, aby mierzona
w pdzniejszych rutynowych pomiarach wartos¢ znalazla sie w przedziale warto-
sci, dla ktérych wyznaczono tg zaleznosc. Na przyklad bledne jest z punktu wi-
dzenia walidacji metody wyznaczenie zaleznosci funkcyjnej w zakresie stezen
0.1-1 g NO;” dm™ w roztworze, jesli spodziewamy si¢ analizowaé prébki o ste-
zeniu 10 g NO;™ dm™ i wigkszym.

Dopasowana funkcja nie zawsze jest funkcjg liniowa. Moze to by¢ dowolna
zaleznos¢. Warunkiem jest jednak, aby mozna bylo udowodni¢, poprzez zapisy
z przeprowadzonej serii doswiadczen, powtarzalng zalezno$é funkcyjng wynikow
pomiaréw od wartosci mierzonej wielkosci [8].

Okreslenie dokladnos$ci

Dokladnos¢ jest to cecha pomiaru okreslajaca stopien zblizenia wyniku do
wprawdziwej” wartosci mierzonej wielkosci. Prawdziwa warto$é jakiejkolwiek
wielkosci nie istnieje. Nie ma mozliwosci stworzenia ukiadu pomiarowego cal-
kowicie odseparowanego od otoczenia. Tak wigc otoczenie zawsze bedzie wply-
walo na warunki pomiaru i na otrzymywane wartosci. Niedoskonaloéé metod
pomiarowych nie zawsze pozwala zauwazy¢ ten wplyw. W praktyce za wartosé
prawdziwa najczesciej przyjmuje si¢ usredniong wartos¢ z wielu powtérzen. Do-
kladnos¢ mozna okresli¢ na kilka sposobow.

Warunkiem realizacji pierwszego sposobu jest znajomos¢ ,prawdziwej”
wartosci danej wielkosci (np. stgZzenia oznaczanej substancji). Poréwnuje sie wte-
dy otrzymane wartosci z wartosciq rzeczywista. W praktyce pomiarowej jest to
dosy¢ rzadki przypadek.

Drugi sposéb polega na poréwnaniu wynikéw z wynikami otrzymanymi al-
ternatywna metoda, ktorej dokiadnosc jest znana. Problem w tym, Ze taka metoda
nie zawsze jest dostgpna. Oba powyzsze sposoby pozwalaja na skuteczng elimi-
nacje bledow systematycznych [5].

O doktadnosci mozna tez wnioskowac na podstawie znajomosci precyzji, spe-
cyficznosci i zaleznosci funkcyjnej. Mozna tez przyjaé jako praktyczng miare
doktadnosci blad graniczny pomiaru. lin mniejszy bedzie blad graniczny pomiaru,
tym wigksza dokladnosc.
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Okreslenie powtarzalnosci

W niektorych pracach publikowanych w jezyku polskim poswigconych wali-
dacji metod badawczych pojawia sie termin precyzja metody. Jest to bezposrednie
tlumaczente angielskiego slowa ,,precision”. Biorac jednak za podstawe polskic
slownictwo dotyczace metrologii [10] nalezy raczej méwic o okresleniu powta-
rzalnosci i odtwarzalnosci pomiaru.

Powtarzalno$é pomiaru zdefiniowana jest jako stopien niezgodnosci (wyraza-
ny zwykle jako wariancja lub odchylenie standardowe, albo tez na podstawie
niepewnosci pomiaru) wynikow kolejnych pomiarow tej samej wielkosci, wyko-
nywanych przez tego samego obserwatora, w tym samym laboratorium, w tych
samych warunkach, za pomocg tych samych metod i tych samych narzedzi po-
miarowych.

Okreslenie odtwarzalnosci

Odtwarzalnoé¢ wynikow jest to stopien zgodnosci wynikéw pomiardw tej
samej wielkosci w przypadku gdy poszczegdlne pomiary wykonywane sa: za
pomocg réznych metod czy tez réznych narzgdzi pomiarowych, przez réznych
obserwatoréw, w roznych laboratoriach, w diugich odstgpach czasu lub w roz-
nych warunkach uzytkowych.

Jesli istnieje mozliwosé to okreslanie zardwno powtarzalnosei jaki odtwarzal-
nosci powinno odbywac si¢ w oparciu o analizowang probke, aby unikng¢ bledow
powstajacych w procedurze przygotowania probek przygotowanych na potrzeby
oznaczenia. Jednakze w uzasadnionych przypadkach istnieje mozliwos¢ uzycia do
tego celu prébek sztucznie przygotowanych.

Okreslenic zakresu pomiarowego

Zakres pomiarowy to zakres wartosci mierzonej wielkosci, dla ktorych wska-
zania narzedzia pomiarowego otrzymane w normalnych warunkach uzytkowania
i z jednego tylko pomiaru nie powinny by¢ obarczone bledem wigkszym od gra-
nicznego bledu dopuszczalnego [10].

Z praktycznego punktu widzenia mozna stwierdzi¢, ze zakres pomiarowy jest
to przedziat wartosci mierzonej wielkosci (np. przedzial stezen analizowanej sub-
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stancji), w ktorym otrzymywane podczas pomiaru wartosci maja akceplowalng
(przez uzytkownika) dokladnosé, liniowosé i powtarzalnosc i odtwarzalnosc.

Oznaczenic granicy detekcji

W literaturze poswigconej walidacji metod analitycznych granica detekcji de-
finiowana jest jako minimalna, mierzona wartosc, ktora jest wigksza niz szum
(tlo) pomiaru [1]. Moze to by¢ wiec na przyklad najnizsze stezenic substancji
w probee, przy ktdrym mozna dzigki danej metodzie wykazac¢ obecnosé tej sub-
stancji, ale niekoniecznie oznaczy¢ ilosciowo. Tak wiec granica detekcji jest ra-
czej parametrem jakosciowym.

Wyznaczenie granicy oznaczalnosci

Granica oznaczalnosci jest to minimalna, mierzona wartos¢, ktora pozwala na
dokladny, powtarzalny i odtwarzalny pomiar ilosciowy. I tak na przykiad
w chromatografii przyjmuje si¢, Zze otrzymany podczas pomiaru pik powinien by¢
10-20 razy wigkszy od tia, aby mozna bylo méwi¢ o przekroczeniu granicy ozna-
czalnosci [6].

Okreslenie stabilnosci

Okreslenie stabilnosci jest niezwykle wazne w odniesieniu do obiekiéw agro-
fizycznych poniewaz wiele substancji chemicznych czy tez wielkosci fizykoche-
micznych ulega ciagtym zmianom spowodowanych akiywnoscia biologiczng
w analizowanych materifach. Stabilno$é jest to niezmiennosc wartosci danej
wielkosci w okre$lonym czasie. Na przyklad dla oznaczen chemicznych stabil-
nosé stezen substancji oznaczanej, stgzen reagentdw oraz standardéw odniesienia
jest czynnikiem decydujacym o wiarygodnosci wynikéw otrzymanych w labora-
torium.

Typowym przykiadem oznaczenia, ktére powinno by¢ wykonane natychmiast
po pobraniu probki jest oznaczenie stgZenia tlenu w wodach powierzchniowych.
Aktywnos¢ mikrobiologiczna nie pozwala na uznanie probki za stabilna.

Istnieja metody stabilizowania probek na okreslony czas. W takim przypadku
nalezy jednak odpowiedzie¢ na pytanie czy dodatek stabilizatora nie pogarsza
innych, zdefiniowanych poprzednio parametréw metody pomiarowej.
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Rys. 2. Schemat blokowy clapdw calosciowej walidacji ,,protolypowej” metody pomiarowc)
Fig. 2. Block diagram of siages of new method validation procedure.
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Okreslenie niewrazliwosci (ang. robustness)

Pojecie to trudne do przetlumaczenia na jgzyk polski obejmuje niewrazliwosé
metody na niewielkie zmiany poszczegdlnych parametrow. Na przyklad w przy-
wolanej wczesniej chromatografii ustala sig, wazne z punktu widzenia metody,
parametry pomiaru lakie jak: szybkosé przeptywu przez kolumng, objgtosc dozo-
wanej probki, temperature itp. Jednakze w praktyce wszystkie te parametry zmie-
niaja sie nieznacznie w jakims$ zakresie. Walidacja powinna odpowiedziec¢ na
pytanie, czy wyniki pomiaréw zaleza (i jesli tak to w jaki sposob) od tych natu-
ralnych wahan ustalonych parametrow.

WSKAZOWKI 1 UWAGI

Walidacja metod standardowych nie nastrgcza wielkich probleméw. Wiele
z wymagan dotyczacych zakresu walidacji znajduje si¢ w normach przedmioto-
wych opisujacych poszczegdlne metody. Mozna takze skorzystac z doswiadczen
innych laboratoriow,
Jesli juz mowa o innych laboratoriach to nalezy wspomnie¢ o tzw. badaniach
miedzylaboratoryjnych. Jest sposob poréwnywania wynikéw otrzymanych (ta
samg lub innymi metodami) dia tej samej probki przez rozne laboratoria. Forma
takich poréwnan jest takze zalecana ze wzgledu na mozliwo$é doskonalenia me-
tod pomiarowych i badawczych.

O wiele trudniej jest zwalidowac specyficzng metodg uzywana ,,prototypowo”
w danym laboratorium. Walidacja takiej metody powinna by¢ zademonstrowana
w eksperymencie laboratoryjnym przy uzyciu probek lub standardow podobnych
do nieznanych, analizowanych rutynowo prébek. Przygotowanie i wykonanie
powinno nastepowac wedlug protokotu walidacyjnego najlepiej napisanego
w postaci instrukcji ,.krok po kroku”. Mozliwe etapy calo$ciowej walidacji meto-
dy ,,prototypowej” przedstawione sg na Rys. 2.

DOKUMENTOWANIE

Podczas walidacji wszystkie wyniki, wnioski uwagi powinny by¢ zapisywane.
Celem tworzenia tych zapisow jest moziiwos¢ ciaglego doskonalenia metody
pomiarowej a takze, w przypadku ztych wynikéw, mozliwos¢ stwierdzenie przy-
czyn takiego stanu rzeczy i podjgcia dzialan korygujacych.
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Typowe zapisy, ktore powinny si¢ znaleZ¢ w raporcie z walidacji obejmuja;

- Cel i zakres metody, w tym wielkosci mierzone i przyjgte jednostki

- Szczegdlowy opis odczynnikdw, standardow odniesienia i probek kontrolnych

- Procedurg sprawdzania jakosci standardéw i uzywanych odczynnikow

- Opis problematyki bezpieczenstwa

- Jakie parametry metody uznane za wazne i jakie przyjgto dla nich wartosci

- Krytyczne parametry wykazane z testow decydujace o braku niewrazliwosci
(robustness) metody

- Listg wyposazenia/sprzetu i jego wymagania funkcjonalne

- Szczegolowy opis warunkow przeprowadzenia eksperymentu, a w tym przygo-
towanie probek

- Procedurg statystyczna i odpowiednie obliczenia wykonane podczas realizacji
calej procedury walidacyjnej

- Procedurg kontroli jakosci podezas badan rutynowych

- Odpowiednie wykresy (np. chromatogramy, spektrogramy i krzywe kalibracyj-
ne itp.)

- Metode akceptacji limitow

- Oszacowane niepewnosci wynikow pomiaréw

- Kryteria rewalidacji

- Osobe, ktara rozwingla i wstgpnie walidowala metode

- Podsumowanie i wnioski

ARCHIWIZOWANIE

Zapisy wykonane podczas walidacji powinny by¢ dostepne podczas calego
okresu eksploatacji metody pomiarowej. Nalezy takze okresli¢ czas przez jaki
powinny by¢ archiwizowane po zakonczeniu tego okresu. Moze to by¢ przydatne
w badaniach poréwnawczych przy zastosowaniu nowych metod pomiarowych.

WNIOSEK

Wyniki walidacji metody pomiarowej sa niezbednym dowodem zapewniaja-
cym o rzetelnosci wynikdw pomiaroéw i badai, w tym agrofizycznych.
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VALIDATION IN METROLOGY OF AGROPHYSICS
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'Institute of Agrophysics, Polish Academy of Sciences

Doswiadczalna 4, 20-290 Lublin 27, P.O Box. 201, Poland
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Summary: The problems ol validation of measurement methods in agrophysics are described

in this paper, Demonstrale of specificity, selectivity, functional dependence, accuracy, repeatability,
reproducibility, limit of detection, limit of quantitation, stability and robustness should be demon-
strated during the validation procedure,
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