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Przedmowa do pierwszego wydania

Jeszcze jedna ksigzka, ktorg dodajemy do ogromnego zbioru juz istniejgcych
podrecznikéw statystyki, wydaje si¢ przedsigwzigciem nieuzasadnionym. Jed-
nak nie mozna zaprzeczy¢, ze wielu poniekad bardzo kompetentnych uczonych
to zato$ni ignoranci nawet w zakresie najbardziej elementarnych metod staty-
stycznych. Co wigcej, zastanawiajacy jest fakt, ze réwniez chemicy analitycy
zajmujacy si¢ najbardziej ilosciowa z nauk nie sg bardziej odporni niz inni na-
ukowcy na to niebezpieczne, chociaz catkowicie uleczalne, schorzenie. Mamy
nadzieje, ze ta ksigzka bedzie pomocna w pracy analitykom, ktérzy chcg plano-
wac 1 wykonywaé swoje doswiadczenia poprawnie oraz uzyska¢ jak najwigcej
informacji ze swoich wynikow. Powinna przydac si¢ tez studentom (coraz wigk-
sza ich liczba specjalizuje si¢ w analityce chemicznej) oraz osobom stosujgcym
rutynowo metody analityczne w swojej codziennej pracy laboratoryjne;j.

Rowniez dwie dodatkowe przyczyny sklonity nas do napisania tej ksigzki.
Pierwsza jest znaczacy wpltyw rozwoju mikroelektroniki w postaci kompute-
row osobistych oraz kalkulatoréw elektronicznych na praktyczne wykorzysta-
nie metod statystycznych. Urzadzenia te pozwalaja na szersze zastosowanie
w codziennej praktyce laboratoryjnej metod statystycznych wymagajacych
zmudnych i dtugotrwatych obliczen. Drugg jest szybki rozw6j nowych, ,,che-
mometrycznych” metod analizy wynikow, takich jak metoda rozpoznawania
obrazow, optymalizacja wielowymiarowa, numeryczne filtrowanie sygnatow,
symulacje numeryczne. Wszystkie moga znalez¢é praktyczne zastosowanie
dzigki rozwojowi technik komputerowych. Ostatni rozdziat tej ksigzki jest pro-
ba dostarczenia Czytelnikowi co najmniej przedsmaku mozliwosci otwieraja-
cych si¢ dzigki zastosowaniu tych technik. Nie dodano tu jednak zadnych pro-
gramdéw komputerowych. Czesciowo dlatego, ze trudno przedstawi¢ programy,
ktore dziatatyby na wszystkich typach popularnych komputeréw osobistych,
a czgsciowo dlatego, ze istnieje duzy wachlarz komercyjnie dostepnych progra-
mow tego typu i podrgcznikow opisujacych ich dziatanie.

Dostepnos¢ duzych mozliwosci obliczeniowych powoduje, ze obecnie pod-
stawowym problemem jest to, zeby naukowcy stosowali metody statystyczne
mozliwie racjonalnie i poprawnie. Aby ograniczy¢ rozmiar tej ksiazki i podkre-
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$li¢ jej praktyczny charakter, nie przedstawiamy szczegdtowych wyprowadzen
teoretycznych opisanych w niej testow statystycznych. W zamian za to starali-
$my sie, aby analitycy praktycy uzyskali jasny poglad, jakie testy sg odpowied-
nie do rozwigzywania probleméw, z jakimi mogg si¢ spotka¢ w swojej pracy
laboratoryjnej. Mianowicie w tekscie ksigzki znajduje si¢ wiele roboczych przy-
ktadow, a na koncu kazdego rozdziatu ¢wiczenia do samodzielnego rozwigza-
nia. W wielu z nich wykorzystano dane zawarte w pracach badawczych opubli-
kowanych w czasopi$mie The Analyst.

W tym migejscu chcieliby$my goraco podzieckowaé Panu Philowi Westonowi,
edytorowi tego szacownego czasopisma, za umozliwienie korzystania z opubli-
kowanych w nim wynikow. Sktadamy réowniez podzickowania naszym kole-
gom, przyjaciotom i rodzinie za ich wyrozumiato$¢ w okresie przygotowywa-
nia tej ksigzki. Edytorowi serii, dr. Bobowi Chalmersowi, i naszym wydawcom
dzigkujemy na wydajng wspotprace i rady. W zalacznikach sktadamy rowniez
indywidualne podzigkowania za umozliwienie zamieszczenia w tej ksigzce nie-
zbednych tabel statystycznych.

James N. Miller
kwiecien 1984 Jane C. Miller



Przedmowa do wydania szostego

Od publikacji piatego wydania tej ksiazki w 2005 roku zastosowanie podstawo-
wych i zaawansowanych metod statystycznych w nauczaniu i praktyce anali-
tycznej znaczaco si¢ zwickszylo pod wzgledem zasiggu i jakosci. W nowym
wydaniu staraliSmy si¢ zachowa¢ rownowage miedzy nowymi wyzwaniami,
wynikajacymi z tego rozwoju, rozszerzajac zawarto$¢ niektorych rozdziatow
i zachowujac réwnoczesnie podstawowe zatozenie tego podrecznika, polegaja-
ce na pragmatycznym i jesli to tylko mozliwe, niematematycznym podejsciu do
obliczen statystycznych.

Wyniki pomiaréw analitycznych powszechnie interpretuje si¢, korzystajac
z dobrze ugruntowanych testow istotnosci. Jednak, w ostatnich latach coraz wigk-
sze zastosowanie znajduja metody bazujace na regule Bayesa, szczegolnie w ta-
kich dziedzinach jak kryminalistyka i chemia medyczna. Podstawowe zatozenia
i metodologia metod statystycznych opartych na tej regule odbiegaja znaczaco od
tradycyjnego podejscia statystycznego. Dlatego zdecydowaliSmy si¢ poszerzy¢
rozdzial 3 o nowy podrozdzial po§wigcony tym zagadnieniom.

Jako$¢ wynikow analitycznych uzyskiwanych przez rozne laboratoria w przy-
padku tych samych prébek jest z oczywistych, praktycznych wzgledow bardzo
wazna i stanowi ciggle przedmiot zainteresowania. Takie studia porownawcze sa
znaczacym elementem postepowania walidacyjnego poprzedzajacego wprowa-
dzenie danej metody w poszczegodlnych laboratoriach analitycznych. Dlatego roz-
dziat 4 rozszerzono o nowy podrozdzial pos§wigcony sposobom walidacji metod
analitycznych. Powszechnie stosowana forma poréwnan migdzylaboratoryjnych
oraz schematy testowania doprowadzaja nas czgsto do dziwnych i niespodziewa-
nych wynikow. Sg one obecnie analizowane z wykorzystaniem tzw. metod odpor-
nych (robust statistical methods). W rozdziale 6 rozbudowano opis niektorych
z tych metod.

Oszacowanie niepewno$ci pomiarowej stanowi powszechnie akceptowany
element wielu analiz. Dlatego na oszacowaniu udziatu niepewnosci pochodzacej
z takich zrodel jak pobieranie probek trzeba skupia¢ wielki wysitek. Omowiono
to zagadnienie w rozdziale 4. Metody kalibracji stanowia rdzen wielu nowocze-
snych metod analitycznych. W rozdziale 5 rozbudowalismy opis tradycyjnej me-
tody dodatkow wzorca o opis metody regresji wazonej i metod regresyjnych,
w ktoérych uwzglednia sig¢, ze zarowno warto$ci na osi x, jak 1 y moga zawiera¢
losowa niepewnos$¢ pomiarowa.
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Zagadnieniem, ktoremu w laboratoriach analitycznych nie poswieca si¢ tyle
uwagi, na ile ono zastuguje, jest wtasciwe wykorzystanie planowania doswiad-
czen. W tej dziedzinie stosuje si¢ specyficzne stownictwo i podejécia typowe
raczej w metodach a posteriori. Sg to prawdopodobnie przyczyny, dla ktorych
planowanie do$wiadczen jest zagadnieniem pomijanym w typowych pracach
analitycznych. Jednak, wiele planéw doswiadczen jest stosunkowo prostych
i istnieje sporo doskonalych programoéw komputerowych wspomagajgcych
praktyczne zastosowanie tego podejsécia. To sktonito nas do znacznego powigk-
szenia rozdziatu 7 o zagadnienia planowania doswiadczen. Obecnie stosuje si¢
nowe 1 bardzo zaawansowane metody analizy danych wielowymiarowych,
w tym réwniez do typowych zagadnien analitycznych. Problem ten zastuguje na
osobne opracowanie, jednak w tym wydaniu podrecznika zdecydowalismy sie
jedynie na spore rozszerzenie rozdziatu 8 opisujgcego te metody.

W tej publikacji kontynuujemy zwyczaj uzupelniania tekstu wieloma przy-
ktadami obliczen przeprowadzanych z wykorzystaniem dwoch powszechnie
uzywanych programéw Excel® i Minilab®. Pierwszy z nich jest dost¢pny w pra-
wie wszystkich komputerach i stosowany do gromadzenia i przetwarzania da-
nych cyfrowych z przyrzadéw pomiarowych. Z kolei drugi znajduje czgsto za-
stosowanie 1 w edukacji, i w pracach analitykow praktykow. W kazdym
z programow proste obliczenia przedstawione w tej ksigzce sg tatwe do przepro-
wadzenia, a ich wyniki mozna czytelnie przedstawi¢. Ponadto wiele ogdlnie
dostepnych opracowan moze stuzy¢ jako wprowadzenie do obu programow.
Rowniez odpowiednie makra i wtyczki w uzyteczny sposob rozszerzajgce stan-
dardowe mozliwo$ci Excela® i Minilaba® sg tatwo i bezplatnie dostepne w sieci.
Dzigki tym programom dysponuje si¢ rowniez mozliwoscig graficznej prezenta-
cji wynikow, co stwarza mozliwosci tatwiejszego zrozumienia i interpretacji
danych. Te dodatkowe mozliwo$ci uzyto w ,,Instructors’ Manual”, ktéry jest
dostepny, podobnie jak w poprzednich wydaniach. Umieszczono w nim row-
niez propozycje ¢wiczen dla grup studenckich, kompletny zestaw rysunkow,
ktore moga by¢ uzyteczne do przygotowania prezentacji multimedialnych oraz
pelne rozwigzania do ¢wiczen zawartych w ksigzce. W samym podreczniku po-
dano jedynie krotkie oméwienie tych rozwigzan.

Jeste$my bardzo zobowigzani licznym korespondentom, zar6wno pracowni-
kom nauki, jak i studentom, ktoérzy nadestali swoje konstruktywne uwagi i suge-
stie dotyczace tresci zawartych w poprzednich wydaniach tej ksigzki. Jestesmy
rowniez wdzigczni za zwrocenie uwagi na niewielkie bledy i pomytki, ktorych nie
udalo si¢ nam unikngé. Sktadamy réwniez podzickowania Krolewskiemu Towa-
rzystwu Chemicznemu za udzielenie zgody na skorzystanie z danych opubliko-
wanych w The Analyst. Na koncu dzigkujemy rowniez Rufusowi Curnowowi
i jego kolegom z Pearson Education oraz Nicoli Chilversowi i Rosowi Woodwar-
dowi za ich wyjatkowy zaséb doswiadczenia, cierpliwos$ci i entuzjazmu. Wszel-
kie btedy, jakie pozostaty w ksigzce pomimo ich najlepszych checi, obcigzajg tyl-
ko 1 wylacznie nas.

James N. Miller
grudzien 2009 Jane C. Miller
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Stosowane symbole

— wyraz wolny prostej regresji

— wspoélczynnik kierunkowy prostej regresji

— liczba kolumn w dwukierunkowej analizie wariancji

— wspotczynnik korekcyjny w dwukierunkowej analizie wariancji

— parametr stosowany w tescie Cochrana na jednorodnos$¢ wariancji

— réznica pomigdzy stezeniem oszacowanym a standardowym w kartach
kontrolnych Shewharta

— stosunek dwoch wariancji

— statystyka stosowana w tescie Grubbsa dla punktéow odbiegajacych

— liczba probek w jednokierunkowej analizie wariancji

— wspotczynnik rozszerzenia przy ustalaniu niepewnos$ci rozszerzonej

— $rednia arytmetyczna w populacji generalnej

— $rednia arytmetyczna proby

— wazona $rednia arytmetyczna wartosci x

— $rednia arytmetyczna wazonych wartosci y

— liczba znakow ujemnych w tescie Walda-Wolfowitza

— liczebnos¢ proby

— liczba znakow dodatnich w tescie Walda-Wolfowitza

— catkowita liczba pomiarow w dwukierunkowej analizie wariancji

— liczba stopni swobody

— prawdopodobienstwo r

— statystyka w tescie Q Dixona dla punktow odbiegajacych

— wspolczynnik korelacji liniowej

— liczba wierszy w dwukierunkowej analizie wariancji

— liczba najmniejszych i najwigkszych wynikow pomijanych przy obli-
czaniu metodg $redniej obcigtej (trymowanej)

— wspotczynnik determinacji

— dopasowany wspotczynnik determinacji

— wspotczynnik korelacji rang Spearmana

— odchylenie standardowe proby

— odchylenie standardowe reszt na osi y
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Stosowane symbole

S, — odchylenie standardowe wyrazu wolnego prostej regresji

Sy — odchylenie standardowe wspolczynnika kierunkowego prostej regresji

Suaw — odchylenie standardowe reszt na osi y dla regresji wazonej

S,y  —odchylenie standardowe oszacowan warto$ci x na podstawie prostej
regresji

Sp — odchylenie standardowe ,,$lepej proby”

s,z  —odchylenie standardowe ekstrapolowanych wartosci x

S.ww — odchylenie standardowe oszacowan wartosci x na podstawie regresji
wazonej

o — odchylenie standardowe populacji generalnej

o} — wariancja pomiaru

o} — wariancja w obregbie proby

t — wielko$¢ stosowana przy obliczaniu granic przedziatu ufnosci i w te-
stach istotno$ci dla sredniej (podrozdziaty 3.2-3.4)

T — suma ogodlna wynikow w analizie wariancji

T, 1 T, — wartosci statystyk stosowane w tescie sumy rang Wilcoxona

u —niepewnos¢ standardowa

U — niepewnos¢ rozszerzona

w — zakres

w; — waga przypisana do i-tego punktu linii regresji

X — warto$¢ x oszacowana na podstawie prostej regresji

X, — odbiegajaca wartos¢ x

X, — pseudowartos¢ w metodach odpornych

Xp — ekstrapolowana wartos¢ x

X?  —wielko$¢ stosowana przy ocenie jako$ci dopasowania

Y — warto$¢ y obliczona na podstawie prostej regresji

Vo — sygnat dla materiatu testowego w doswiadczeniach kalibracyjnych

Vg — sygnat ,.$lepej proby”

z — standaryzowana zmienna o rozktadzie normalnym
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Gtéwne zagadnienia omawiane w tym rozdziale

« Btedy w pomiarach analitycznych
« Btedy ogdlne, losowe i systematyczne

« Precyzja, powtarzalnos¢, odtwarzalnosc, obcigzenie i doktadnos¢
pomiaru

» Planowanie doSwiadczen
» Stosowanie kalkulatorow i komputeréw osobistych

Problemy analityczne

Chemik-analityk spotyka si¢ w praktyce z oznaczeniami jako$ciowymi i ilo-
sciowymi. Przykladem probleméw jakosciowych moze by¢ bardzo szkodliwa
obecnos¢ boru w wodzie destylowanej uzywanej przy wytwarzaniu elementow
mikroelektronicznych. W praktyce zagadnienie sprowadza si¢ do odpowiedzi
na pytanie, czy dana prébka wody destylowanej zawiera bor. Z kolei w krymi-
nalistyce pojawia si¢ czesto problem identyczno$ci dwoch probek gleby.

W innych przypadkach pojawiajg si¢ pytania natury ilosciowej. Jaka jest
zawarto$¢ albuminy w danej probce osocza krwi? Jaka jest zawartos¢ olowiu
w probce wodzie wodociagowej? Badana stal zawiera niewielkie domieszki
chromu, wolframu i manganu. Jaka jest zawarto$¢ kazdej z domieszek? Sa to
typowe przyktady probleméw jedno- lub wielosktadnikowej analizy iloSciowe;.

Wspoiczesna chemia analityczna jest gtownie nauka iloSciowa. W wigkszo-
$ci zagadnien odpowiedz ilosciowa jest zdecydowanie bardziej warto$ciowa niz
odpowiedz jakosciowa. Analityk moze stwierdzi¢, ze wykryt w proébce wody
destylowanej obecnos¢ boru, ale wazniejsze jest ustalenie, jakie stezenie boru
znajduje si¢ w wodzie. Osoba zamawiajaca analiz¢ moze teraz, uzbrojona w taka
ilosciowa odpowiedz, podjac¢ decyzje, czy takie stezenie jest dopuszczalne, czy
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trzeba rozwazy¢ metody dalszego oczyszczania. Informacja o tym, ze w probce
wody wykryto obecno$¢ boru, nie jest zwykle wystarczajaca do oceny znacze-
nia tego faktu. W wielu przypadkach jedynie wynik ilosciowy ma w ogdle ja-
kiekolwiek znaczenie. Na przyktad, praktycznie wszystkie probki osocza ludz-
kiej krwi zawierajg albumine. Tak wiec istotna jest informacja, ile jej jest.

Nawet jezeli potrzebna jest odpowiedz jakoSciowa, uzyskuje sie ja w wyniku
oznaczen ilosciowych. W praktyce analityk nigdy nie przedstawia swojego wyni-
ku w formie stwierdzenia ,,Wykrytem (nie wykrylem) obecnosci boru w probce
wody”. Przyjmijmy, ze stosujemy metode pozwalajaca na wykrycie obecnosci
boru na poziomie powiedzmy 1 pg/ml. Jezeli test wypadnie negatywnie, popraw-
ny wynik powinien mie¢ postac: ,,Ta probka zawiera mniej niz 1 pg/ml boru”.
Jezeli test wypadnie pozytywnie, przedstawiamy wynik w postaci stwierdzenia,
ze probka zawiera co najmniej 1 pg/ml boru. Do takiego stwierdzenia dodawane
sg jeszcze inne informacje, o ktérych za chwile. Podejscie ilosciowe moze by¢
réwniez zastosowane do porownania dwoch probek gleby. Probki te moga by¢ na
przyklad poddane analizie wielkosci czastek. W analizie takiej okresla sie, jaki
utamek czgstek trafia do powiedzmy 10 przedziatoéw wielkosci. Kazda probka jest
wtedy opisana przez 10 wielkosci ilosciowych. Poréwnanie tych wielkosci (rozdz.
8) moze byc¢ uzyte do ilosciowej oceny podobienstwa probek.

1.2 Btedy w analizie iloSciowej

Poniewaz badania ilo$ciowe odgrywaja dominujaca rolg¢ w laboratorium anali-
tycznym, musimy przyjaé, ze btedy, jakie mogg wystapi¢ podczas oznaczen
ilosciowych, maja decydujace znaczenie. Nasza podstawowa zasada powinno
by¢ stwierdzenie, ze wyniki ilosciowe nie majg zadnej wartosci, o ile nie towa-
rzyszy im oszacowanie zawartych w nich btedow (oszacowanie ich niepewno-
sci). Ta zasada powinna obowigzywa¢ nie tylko w analityce chemicznej, ale
we wszystkich badaniach, ktérych wyniki maja posta¢ ilosciowa. Ponizej
przedstawimy kilka przyktadéw ilustrujacych powyzsza zasadg. Zobaczymy
rowniez niektore problemy statystyczne, z ktorymi spotykamy si¢ w praktyce
analitycznej i ktorych rozwiazanie bedzie przedstawione w kolejnych rozdzia-
ach tego podrecznika.

Wyobrazmy sobie, ze zsyntetyzowaliSmy, naszym zdaniem zupelnie nowy,
odczynnik analityczny. Podczas badania metodg spektroskopowa wynik po-
miaru wyniost 104 (normalnie wynik pomiaru powinien by¢ podany w jedno-
znacznie zdefiniowanych jednostkach, ale w tym hipotetycznym przyktadzie
mogg by¢ zastosowane catkowicie dowolne jednostki). Z danych literaturowych
wynika, ze w przypadku zadnego ze znanych zwigzkoéw nie uzyskuje si¢ wyni-
ku wigkszego niz 100 przy zastosowaniu tej samej metody pomiarowej i w tych
samych warunkach pomiaru. Pojawia si¢ wigc oczywiste pytanie, czy rzeczy-
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wiscie odkryli$my nowy zwiazek chemiczny. OdpowiedzZ na to pytanie zalezy
W oczywisty sposob od tego, w jakim stopniu mozemy polegaé¢ na wyniku po-
miaru rownym 104. Zawsze nalezy zapytaé, jaki jest btad (niepewnos$¢) tego
wyniku pomiaru. Jezeli z dalszych badan bedzie wynika¢, ze niepewno$¢ wy-
nosi 2 jednostki, tzn. prawdziwa warto$¢ najprawdopodobniej lezy w zakresie
104 £ 2, istnieje duza szansa, ze jest to rzeczywiscie nowy zwigzek. Jednak,
jezeli niepewno$¢ wyniesie 10 jednostek (tzn. zakres 104 + 10), to jest wysoce
prawdopodobne, ze prawdziwa warto$¢ jest mniejsza od 100 i nowe odkrycie
jest dalekie od pewnosci. Tak wigc wiedza o niepewnosci pomiaru jest krytycz-
na dla poprawnej interpretacji wyniku pomiaru (tego z naszego przyktadu jak
i kazdego innego). Ze statystycznego punktu widzenia powyzszy przyktad na-
lezy do problemu poréwnania wyniku pomiaru (104) z warto$cia referencyjna
(100). Zagadnienie to bedzie omowione ze szczegdtami w rozdziale 3.

Analityk zwykle wykonuje kilka pomiaréw (powtorzen) w ramach pojedyn-
czego doswiadczenia. Warto$¢ 1 znaczenie takich powtorzen bgda szczegdtowo
omowione w nastepnym rozdziale. Zalozmy, ze analityk wykonat 4-krotnie mia-
reczkowanie tej samej probki 1 otrzymatl wyniki 24,69, 24,73, 24,77 1 25,39 ml.
Warto zwroci¢ uwage, ze wyniki miareczkowania podane sa w zaokragleniu do
drugiego miejsca po przecinku. Ten problem bedzie réwniez przedyskutowany
w rozdziale 2. Wszystkie cztery warto$ci sa rozne na skutek nieuniknionej nie-
pewnosci pomiarowej. Ponadto czwarta wartos$¢ (25,39 ml) wydaje sie by¢ zdecy-
dowanie inna niz pozostate trzy. Czy w tej sytuacji mozemy ja bezpiecznie odrzu-
ci¢ 1 przedstawi¢ wynik miareczkowania jako rowny 24,73 ml (warto§¢ $rednia
z trzech pomiardow)? Czy z punktu widzenia statystyki warto$¢ 25,39 ml moze by¢
traktowana jako punkt odbiegajgcy? Najwazniejsze zagadnienia dotyczace punk-
tow odbiegajacych 1 ich odrzucania s omowione w rozdziatach 3 1 6.

Inny czesto spotykany problem dotyczy poréwnania dwoch (lub wigcej)
zbioréw pomiarow. Przypusémy, ze analityk oznacza zawarto$¢ wanadu w prob-
ce stali, stosujac dwie niezalezne metody. Wedtug pierwszej metody wynik
sredni wynosi 1,04% z oszacowaniem niepewno$ci pomiarowej na poziomie
0,07%. W drugiej metodzie otrzymano warto$¢ srednig 0,95% z niepewnoscia
0,04%. Powstaje pytanie, czy te metody daja znaczaco rézne wyniki, czy tez sa
one nierozroznialne ze wzgledu na niepewnos¢ pomiarowa. Kolejne pytanie do-
tyczy niepewnos$ci pomiarowej obu metod: czy rdznig si¢ one od siebie w spo-
sob znaczacy? No i1 najwazniejsze pytanie: ktora wartos¢ srednia jest blizsza
prawdziwej zawartosci wanadu w probce stali? Odpowiedzi na te i podobne py-
tania zostang przedstawione rowniez w rozdziale 3.

W wielu metodach analizy instrumentalnej bazuje si¢ na graficznej interpre-
tacji wynikéw. W takim przypadku zamiast wykona¢ seri¢ pomiarow tej samej
probki, wykonuje si¢ pomiary niewielkiej grupy standardowych probek. W tych
probkach jest znana zawarto$¢ analitu, a przedziatl zawartoSci obejmuje spo-
dziewang zawarto$¢ analitu w badanej probce. Z wynikéw uzyskanych w przy-
padku probek standardowych tworzy si¢ teraz krzywa kalibracyjna, na podsta-
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wie ktorej ustala si¢ na drodze interpolacji zawarto$¢ analitu w probee badane;.
Warto zda¢ sobie sprawe, ze wszystkie wykonane pomiary (zaréwno probek
standardowych, jak i badanych) sg obarczone niepewno$cig pomiarowg. Dlate-
go nalezy oszacowac niepewnos¢ uzyskanej krzywej kalibracyjnej oraz nie-
pewnos¢ odezytu na jej podstawie zawartosci analitu w pojedynczej probee te-
stowej. Zalecane jest takze oszacowanie granicy wykrywalnosci, czyli
najmniejszej zawartosci analitu, jaka moze by¢ wykryta przy zadanym pozio-
mie ufnos$ci. Szczegdlowy tok postgpowania bedzie omoéwiony w rozdziale 5.

Omoéwione przyktady stanowia jedynie niewielka czgs¢ problemow wynika-
jacych z obecnosci niepewnosci pomiarowej w analizie ilosciowej. Ale proble-
my te musza zosta¢ pokonane, jezeli wyniki pomiaréw maja mie¢ jakakolwiek
rzeczywistg warto$¢. Nasze rozwazania rozpoczniemy od szczegdtowego omo-
wienia roznych rodzajow niepewnos$ci pomiarowe;j i ich zrédet.

1.3 Rodzaje niepewnosci pomiarowej

W badaniach doswiadczalnych rozroznia si¢ trzy podstawowe rodzaje bie-

doéw: biedy grube, bledy losowe (przypadkowe) i btedy systematyczne. Jako

tzw. bledy grube definiuje si¢ wyniki tak dalece odbiegajace od rzeczywisto-

$ci, ze jedynym rozsagdnym rozwigzaniem jest pomini¢cie uzyskanego wyni-

ku i powtorzenie pomiaru od poczatku. Przyktadowo, zrédtem takich btedow

moze by¢:

e awaria aparatury pomiarowe;j,

e rozlanie lub zniszczenie kluczowej probki,

o stwierdzenie w trakcie do§wiadczenia, ze odczynnik o wymaganej duzej
czystosci jest w rzeczywistosci silnie zanieczyszczony.

Btedy tego typu (ktére zdarzaja si¢ od czasu do czasu nawet w najlepszych
laboratoriach) sg zwykle tatwe do wykrycia. Poniewaz wyniki obarczone bteg-
dem grubym mozna jedynie odrzuci¢, nie bedziemy si¢ nimi dalej zajmowac.
W ponizszej dyskusji skupimy uwagg na réznicach pomiedzy bledami losowy-
mi i systematycznymi.

Roznicg pomigdzy naturg tych btedow najlepiej pozna¢, analizujac staran-
nie jaki$ konkretny przyktad. Zatdézmy, ze kazdy z czterech studentow
(oznaczmy ich literami od A do D) wykonuje do$wiadczenie polegajace na
miareczkowaniu dokladnie 10,00 ml doktadnie 0,1 M roztworu wodorotlenku
sodu za pomoca doktadnie 0,1 M roztworu kwasu solnego. Kazdy ze studen-
tow powtarza miareczkowanie 5 razy. Wyniki uzyskane przez studentow
przedstawiono w tabeli 1.1.

Wyniki uzyskane przez studenta A posiadaja dwie cechy. Po pierwsze, maja
bardzo podobne wartosci: wszystkie wyniki znajduja si¢ w przedziale od 10,08
do 10,12 ml. W jezyku potocznym mozna powiedzie¢, ze wyniki sg bardzo po-
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Tabela 1.1 Biedy losowe i systematyczne

Student Wynik pomiaru, ml Uwagi

A 10,08 | 10,11 10,09 | 10,10 10,12 | Doktadny, obcigzony

B 9,88 10,14 10,02 9,80 10,21 | Niedoktadny, nieobcigzony
C 10,19 9,79 9,69 10,05 9,78 | Niedoktadny, obcigzony

D 10,04 9,98 10,02 9,97 10,04 | Doktadny, nieobcigzony

wtarzalne. Drugg cechg tych wynikow jest to, ze wszystkie one sa zbyt duze.
W tym hipotetycznym doswiadczeniu (odmiennie niz w rzeczywistosci) wiado-
mo, ze prawdziwy wynik powinien wynosi¢ doktadnie 10,00 ml. Wida¢, ze na
wynik pojedynczego pomiaru majg wptyw dwa typy btedow. Pierwszym z nich
jest blad losowy — w jego efekcie poszczegolne powtorzenia rozniq sie miedzy
sobq i lokujg sie po obu stronach wartosci sredniej (10,10 ml w tym przypadku).
Blad losowy wptywa na precyzje (precision), czyli powtarzalno$é (repeatabi-
lity) pomiaru. W przypadku studenta A wida¢ wyraznie, ze blad losowy jest
niewielki, a tym samym wyniki sg precyzyjne. Jednakze wyniki te zawieraja
rowniez blad systematyczny — jego wpltyw przejawia si¢ przesunieciem wyni-
kow w tym samym kierunku (w naszym przyktadzie wszystkie wartosci sa za
duze). Nalezy zauwazy¢, ze dane do§wiadczenie obarczone moze by¢ kilkoma
btedami systematycznymi. Niektore z nich powodujg przesuni¢cia wynikow
w kierunku warto$ci wiekszych, a inne przeciwnie (rozdziat 2). Suma wszyst-
kich bledéw systematycznych nosi nazwe obciazenia (bias) danego pomiaru.
Brak obcigzenia bywa czasami nazywany prawdziwoS$cig (f7ueness) pomiaru
(podrozdziat 4.15). Bledy losowy i systematyczny sa tatwe do rozréznienia przy
analizie wynikéw. Moga one mie¢ rowniez odmienne przyczyny w zaleznosci
od techniki pomiarowej i uzywanej aparatury (podrozdziat 1.4).

Wyniki uzyskane przez studenta B maja odmienng charakterystyke. Warto$¢
$rednia pigciu powtdrzen wykonanych przez studenta B (10,01 ml) jest bardzo
bliska wartosci prawdziwej. Nie ma wigc zadnych przestanek sugerujacych istnie-
nie obcigzenia wynikow (brak btedu systematycznego). Jednak rozrzut wynikéw
jest bardzo duzy, wskazujac na matg ich precyzje (duzy blad losowy). Z poréwna-
nia wynikow uzyskanych przez studentow A i B widac¢ jasno, ze wystgpowanie
btedow losowych i systematycznych jest od siebie niezalezne. Stwierdzenie to
znajduje poparcie w wynikach studentéw C i D. Wyniki studenta C charakteryzu-
ja si¢ niska precyzja (zakres od 9,69 do 10,19 ml), a srednia wynikéw (9,90 ml)
znacznie mniejsza od wartosci prawdziwej wskazuje, ze sg one obarczone obcia-
zeniem ujemnym. Z kolei student D uzyskat wyniki precyzyjne (zakres od 9,97 do
10,04 ml) i nieobcigzone ($rednia 10,01 ml). Réznice pomiedzy btgdami systema-
tycznymi i losowymi zostaty podsumowane w tabeli 1.2.

Poroéwnanie wynikéw uzyskanych przez poszczegolnych studentow pokaza-
no na rysunku 1.1 w postaci zestawu tzw. wykreséw rozproszenia (dot-plots).
Wykresy rozproszenia, na ktoérych poszczegdlne wyniki pomiaréw przedsta-
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Tabela 1.2 Poréwnanie cech btedu losowego i systematycznego

Blad losowy

Blad systematyczny

Ma wptyw na precyzje — powtarzal-
no$¢ lub odtwarzalnosé

Wytwarza obciazenie — ogdlne odchylenie
wynikow od wartoséci prawdziwej, nawet gdy
btad losowy jest bardzo maty

Powoduje, ze powtarzane pomiary lo-
kuja si¢ po obu stronach wartosci
$redniej

Przesuwa wszystkie wyniki w t¢ sama strong
— wszystkie za duze Iub za male

Moze by¢ oszacowany na podstawie
powtorzen

Nie moze by¢ wykryty na podstawie powta-
rzania pomiaréw

Moze by¢ zmniejszony w dobrych
technikach pomiarowych, ale nie
moze by¢ catkowicie wyeliminowany

Mozna go skorygowaé (wyeliminowac), sto-
sujac standardowe techniki lub materialy od-
niesienia

Zrédtem jest czynnik ludzki i apara-
turowy

Zrédtem jest czynnik ludzki i aparaturowy

! Rysunek 1.1 Obcigzenie i pre-

Wynik
poprawny
Student A
! ! ! | aloe | |
Student B
I e o le | o ® I
Student C
o o9 ! | e | ol !
Student D
! ! | _eele® | !
9,70 10,00 10,30

Objetosé titranta, ml

cyzja — wykresy rozrzutu dla
danych z tabeli 1.1

wione sg w postaci punktow na liniowej osi liczbowej, sg prosta metodg graficz-
ng czesto stosowang w analizie rozpoznawczej (exploratory data analysis, EDA)
zwanej takze wstepng kontrolg danych (initial data analysis, IDA). Przyktady
zastosowania wykresow rozproszenia pokazano w rozdziatach 3 i 6.

W wickszosci pomiaréw analitycznych najwazniejszym problemem jest
ustalenie, jak bardzo uzyskany wynik odbiega od rzeczywistego st¢zenia lub
zawarto$ci analitu. Problem ten nosi nazwe dokladnosci (accuracy) pomiaru.
Doktadno$¢ pomiaru jest definiowana przez ISO jako ,,stopien zgodnosci mie-
dzy wynikiem pomiaru a akceptowalng wartoscia odniesienia” dla danego
analitu. Zgodnie z tg definicjg doktadno$¢ pojedynczego pomiaru zalezy
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zarowno od btedéw losowych, jak i systematycznych. Doktadno$¢ wyniku
sredniego zalezy réwniez od obu zrédet btedow. Co wigcej, nawet jezeli brak
jest btedu systematycznego, wynik sredni rzadko kiedy jest idealnie zgodny
z wartoscig odniesienia. Wynika to z obecnosci btgdu losowego (niepewnosci
pomiarowej), patrz rozdziat 2 i 3. Wyniki studenta B sa potwierdzeniem tej
reguty. Cztery sposrod pieciu pomiaréw tego studenta mocno odbiegaja od
wartosci prawdziwej 10,00 ml. Pomimo to warto$¢ srednia ze wszystkich wy-
nikéw, 10,01 ml, jest bardzo doktadna. Dowodzi to, ze niedoktadno$¢ pojedyn-
czych wynikoéw jest rezultatem btedow losowych, a nie systematycznych. Cat-
kiem inaczej jest w przypadku wynikoéw studenta A: zaréwno pojedyncze
wyniki jak i ich $rednia sg niedoktadne, chociaz cechujg si¢ duza precyzja.
Wskazuje to wyraznie, ze niedoktadnos¢ wynika z btedow systematycznych.
Nalezy w tym miejscu zdecydowanie podkresli¢, ze w analityce chemicznej
(w odréznieniu od definicji stownikowych) pojecia ,,precyzja” i ,,doktadno$¢”
maja zdecydowanie rézne znaczenie.

PODSUMOWANIE: precyzja jest miarg btedu losowego, obcigzenie opisuje
btad systematyczny, a doktadnos¢, czyli zgodnos$¢ pojedynczego lub Sred-
niego wyniku z wartoscig prawdziwa zalezy od obu typoéw biedow.

Innym istotnym zagadnieniem terminologicznym jest réznica miedzy odtwa-
rzalnoscia (reproducibility) a powtarzalno$cig (repeatability). Mozna to zilustro-
wac, poszerzajac nieco nasz poprzedni przyktad. W typowej sytuacji na przyktad
student A moze wykona¢ wszystkie pie¢ miareczkowan jedno po drugim. Powin-
no mu to zajaé nie wigcej niz okoto godziny. Bedzie wtedy korzystat z tego same-
go zestawu roztworow i szkla laboratoryjnego. Rowniez temperatura, wilgotnosc¢
i inne warunki w laboratorium nie bgda si¢ drastycznie zmieniaé. W takiej sytu-
acji zmierzona precyzja bedzie precyzja pomiedzy kolejnymi pomiarami (within-
-run precision). Bedziemy ja nazywac¢ powtarzalno$cia. Rozwazmy teraz sytu-
acje, ze z jakich§ przyczyn poszczegdlne miareczkowania bgda wykonywane
przez rbézne osoby, w réznych laboratoriach i z uzyciem r6znych zestawow roztwo-
row 1 szkla laboratoryjnego. Nie powinno nas dziwié, ze takie wyniki bedg miaty
wigkszy rozrzut. Taki zestaw danych zawiera w sobie informacje o precyzji mig-
dzy ré6znymi pomiarami (between-run precision), tzn. odtwarzalno$ci pomiardw.

o Powtarzalno$¢ opisuje rozrzut wynikoéw kolejnych pomiaréw prowadzo-
nych w tych samych warunkach.

o Odtwarzalno$¢ opisuje rozrzut wynikow pomiaréw prowadzonych
w r6znych warunkach.

o Nalezy oczekiwac, ze odtwarzalno$¢ metody bedzie gorsza (tzn. z wigk-
szym btedem losowym) niz jej powtarzalnos¢.
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Jeszcze jeden wniosek mozna wyciagnac¢ z omawianych miareczkowan. Nie
budzi watpliwosci, ze wyniki uzyskane przez studenta C sg nieakceptowalne,
a te uzyskane przez studenta D sg najlepsze. Czasami zdarza si¢, ze istnieje
mozliwo$¢ wyboru pomiedzy dwiema metodami: jedng precyzyjna, ale praw-
dopodobnie obcigzona i druga nieprecyzyjna, ale niecobciazong. Odwotujac si¢
do powyzszego przyktadu, mamy mozliwo$¢ wyboru pomiedzy rodzajem wy-
nikéw uzyskanym przez studenta A a rodzajem uzyskanym przez studenta B.
Ktoéry rodzaj wynikow nalezy preferowac?

Nie ma jednoznacznej odpowiedzi na tak postawiony problem. W praktyce
wybor konkretnej metody pomiarowej zalezy jeszcze od wielu innych czynni-
kéw takich jak koszt, tatwo$¢ automatyzacji, szybkosci analizy. Warto sobie
réwniez uswiadomi¢, ze metoda nieobcigzona moze, jezeli ma bardzo mata pre-
cyzje, prowadzi¢ do wynikéw Srednich dalekich od warto$ci poprawnych.
Z drugiej strony istnieje czgsto mozliwos¢ zamiany metody precyzyjnej, lecz
obcigzonej (student A) w metode precyzyjng i nicobcigzona (student D). Dzieje
si¢ tak, gdy poznamy i usuniemy przyczyn¢ bledu systematycznego. Bledow
losowych nigdy nie mozna wyeliminowaé. Mozna je jednak ograniczyé¢, stosu-
jac odpowiednie procedury post¢gpowania i rozwigzania techniczne. Wielko§¢
niepewnoS$ci pomiarowej (Wptyw bledéw losowych) mozna oszacowaé, wyko-
rzystujac powtdrzenia pomiarow. Mozna wtedy ocenic jej istotnos¢ w interpre-
tacji wynikow doswiadczen. Te podstawowe réznice miedzy obu rodzajami
btedow bedziemy dalej poznawa¢ w kolejnym podrozdziale.

Gdy laboratorium analityczne otrzymuje probke do analizy w celu ustalenia
stezenia jednego z jej sktadnikow, powinno przede wszystkim okresli¢ wielko$¢
typowych btedow losowych i systematycznych. Moze to wymagac¢ dodatkowych
pomiarow lub by¢ juz znane na podstawie weczesniejszej praktyki. Czgsto osoba
lub instytucja dostarczajgca probke oczekuje, ze w odpowiedzi zawarta bedzie ta
informacja. Dlatego odpowiedz czgsto ma postac pojedynczego stwierdzenia, ze
prawdziwe stezenie zawarte jest z okreslonym prawdopodobienstwem w pewnym
przedziale: ,,Z prawdopodobienstwem 95% stezenie analitu zawarte jest w prze-
dziale od ... do ...”. Ten przedziat zwany jest niepewnoscia pomiarowg. Oszaco-
wania niepewnos$ci pomiarowej sg obecnie szeroko uzywane w analityce che-
micznej. Bedg one szczegotowo omdwione w rozdziale 4.

1.4 Btedy losowe i systematyczne w analizie miareczkowej

Na podstawie przyktadow pomiaréw miareczkowych widaé, ze bledy losowe
1 systematyczne moga wystepowac niezaleznie od siebie. Mozna przypuszczac,
ze pojawiaja si¢ one na réznych etapach pomiaru. Petna analiza miareczkowa
roztworéw wodnych z uzyciem wskaznika kolorymetrycznego sktada si¢ z na-
stepujacych etapow:
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1. Przygotowanie mianowanego roztworu jednego z reagentéw. Etap ten wy-
maga: a) zwazenia naczynka wagowego zawierajacego odczynnik w postaci
ciata stalego, b) przeniesienia nawazki do kolby miarowej i ponownego zwa-
zenia naczynka wagowego (wielko$¢ nawazki okreslamy jako roznice masy
naczynka z zawarto$cig i pustego) i ¢) rozpuszczenia nawazki i dopetnienie
kolby miarowej do odpowiedniego znaku.

2. Napelnienie naczynka pomiarowego odpowiednig obje¢toscig badanego roz-
tworu za pomoca pipety. Wymaga to odpowiedniego napetnienia i oproznie-
nia pipety.

3. Miareczkowanie roztworu w naczynku pomiarowym za pomocg roztworu
drugiego reagenta dodawanego z biurety. Etap ten wymaga: a) napelnienia
biurety i odczekania az poziom menisku w biurecie si¢ ustali, b) dodania kilku
kropel wskaznika do roztworu w naczynku pomiarowym, c¢) odczytu poczat-
kowej objetosci roztworu w biurecie, d) dodawaniu matymi porcjami roztworu
z biurety az do osiagnigcia punktu koncowego miareczkowania (zmiana kolo-
ru roztworu) i ) odczytu koncowej objetosci roztworu w biurecie.

Nawet tak prosta analiza sklada si¢ z 10 oddzielnych krokow. Przy czym
w celu uzyskania powtoérzen pomiaru ostatnie 7 krokéw nalezy powtdrzy¢ kil-
kakrotnie. Teoretycznie, w celu uzyskania informacji o wielko$ci mozliwych
btedéw losowych i systematycznych kazdy z etapéw powinni§my starannie
przebadaé. W praktyce prosciej jest ocenia¢ oddzielnie te etapy, ktore wymaga-
ja wazenia (la i 1b) i pozostate wymagajace zastosowania pomiaréw objetosci.
Przy czym naszym celem nie jest szczegotowy opis technik do§wiadczalnych
uzywanych w poszczegdlnych etapach ani metod kalibracji wag 1 naczyn mia-
rowych. Chodzi raczej o pokazanie zroédet potencjalnych bledéw i ich istotno$ci
dla jakosci koncowego wyniku.

Waznymi wielko$ciami majagcymi wptyw na potencjalne btedy jest toleran-
cja wag i naczyn miarowych (kolby miarowe, pipety, biurety itp.). Standardy
dotyczace tych tolerancji ustalane sa przez takie instytucje jak British Standard
Institute, American Society for Testing and Materials, a w Polsce przez Pan-
stwowy Urzad Miar i Wag. Tolerancja 100-gramowych wag najwyzszej jako$ci
moze by¢ nawet tak mata jak + 0,25 mg. Jednak wagi uzywane w rutynowych
pomiarach moga mie¢ tolerancje¢ nawet 4-krotnie wigksza. Analogicznie, tole-
rancja 250 ml kolby miarowej klasy A wynosi £ 0,12 ml, podczas gdy analo-
giczna kolba klasy B ma tolerancje dwukrotnie wigkszg.

Jezeli waga lub naczynie miarowe ma dopuszczalng tolerancje, ale uzyskana
waga lub uzyta objetos¢ nie jest doktadnie rowna deklarowanej wartosci, moze
to by¢ zrodtem bledu systematycznego. Na przyktad, jezeli kolba miarowa ma
rzeczywistg objetos¢ 249,95 ml zamiast 250,00 ml, ten blad odbije si¢ na wszyst-
kich pomiarach, w ktérych uzyto tej kolby. Przy czym powtarzanie pomiarow
nie ujawni istnienia tego btedu: we wszystkich pomiarach bedziemy bowiem
zaktadac, ze jej objeto$¢ wynosi 250,00 ml, podczas gdy w rzeczywistosci jest
mniejsza. Jednak, jezeli wynik uzyskany z zastosowaniem tej kolby miarowe;
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bedzie porownany z kilkoma innymi wynikami uzyskanymi z zastosowaniem
r6znych kolb miarowych, moze on mie¢ wpltyw na zmienno$¢ miedzylaborato-
ryjna, czyli odtwarzalnos¢ wynikdow.

Wazenie jest zwykle zwigzane z bardzo matym bledem losowym. W rutyno-
wej pracy laboratoryjnej stosowane s3 najczeséciej wagi o btedzie losowym rze-
du 0,0002 g (w nastgpnym rozdziale wyrazenia statystyczne stosowane do okre-
slania wielko$ci bledu losowego sg szczegdlowo omowione). Jezeli wazony
obiekt ma mase ok. 1 g lub wigksza, to btad losowy zwigzany z wazeniem (Wy-
razony jako procent wielko$ci wazonej masy) nie jest wigkszy niz 0,02%. Dobre
odczynniki stosowane w pomiarach wolumetrycznych powinny (oprocz innych
charakterystyk) mie¢ mozliwie duza mase czasteczkowa. Umozliwia to zmniej-
szenie btedu losowego wazenia przy przygotowywaniu roztworéw o zadanej
molarnos$ci. W niektdrych analizach stosuje si¢ wagi mikroanalityczne. Pozwa-
laja one na zwazenie masy rzedu kilku miligraméw. Ale nawet wazenie tak
matych mas zwigzane jest z bledem losowym jedynie kilku mikrogramow.

Blad systematyczny wazenia moze by¢ znaczacy i wynikac¢ z kilku dobrze
okreslonych zrodet. Zrédltem bledow systematycznych przy wazeniu moze
by¢ np.:

— wilgo¢ zaadsorbowana na powierzchni naczynka wagowego,
— skorodowane lub zanieczyszczone odwazniki,
— efekt sity wyporu pojawiajgcy sie przy wazeniu obiektow o rdznej gestosci.

Przy szczegolnie doktadnych pomiarach waga powinna by¢ kalibrowana
z wykorzystaniem odwaznikéw wzorcowych dostarczanych przez odpowiednie
urzedy standaryzacji. Kalibracja taka umozliwia pomiar masy z rzeczywiscie
duzg doktadnoscia, tzn. £ 0,01 mg w przypadku mas w zakresie od 1 do 10 g.

W celu ograniczenia mozliwo$ci wystapienia bledow systematycznych przy
wazeniu zalecane jest stosowanie kilku prostych srodkow ostroznosci. Wazenie
roznicowe (jak w omawianym przyktadzie) eliminuje na przyktad btedy wyni-
kajace z osadzania si¢ wilgoci i innych zanieczyszczef na naczynku pomiaro-
wym (patrz rowniez podrozdziat 2.12). Stosowanie takich srodkéw ostroznosci
powoduje, ze prawdopodobienstwo bledu systematycznego wazenia bedzie zde-
cydowanie mniejsze niz btedy systematyczne wynikajgce ze stosowania naczyn
miarowych. W praktyce pomiary grawimetryczne (wazenie) wykorzystywane
sg przy kalibracji szklanych naczyn miarowych. Kalibracja taka polega na wa-
zeniu w standardowych warunkach masy wody zawartej w kolbie miarowej lub
dostarczanej z pipety lub biurety. Ponadto roztwory standardowe przeznaczone
do pomiaréw o szczegdlnie wysokiej jakosci (rozdzial 5) sa przygotowywane
z wykorzystywaniem technik grawimetrycznych, a nie wolumetrycznych.

W technikach wolumetrycznych btad losowy wynika gléwnie ze stosowa-
nia szklanych naczyn miarowych. Btad przy napetnianiu typowej kolby mia-
rowej o pojemnosci 250 ml, czyli odstep pomigdzy znakiem a meniskiem cie-
czy, wynosi¢ moze + 0,03 cm. Srednica szyjki takiej kolby wynosi ok. 1,5 cm,
co prowadzi do btedu objetosci ok. 0,05 ml, czyli 0,02% pojemnosci kolby
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miarowej. Blad odczytu biurety wyskalowanej co 0,1 ml wynosi ok. 0,01—
0,02 ml. Podczas kazdego miareczkowania dokonujemy dwoch takich odczy-
téw, przy czym ich bledy nie sumujg si¢ w prosty sposob (rozdziat 2). Jezeli
objetos¢ dodawanego titranta wynosi ok. 25 ml, btad wzgledny pomiaru jest
rowniez niewielki. Warunki do§wiadczenia powinny by¢ przy tym tak dobra-
ne, aby objetos¢ dodawanego titranta nie byla zbyt mata. Jezeli bedzie ona
mniejsza niz ok. 10 ml, btagd pomiaru stanie si¢ znaczgcy. Ten $rodek ostroz-
nosci odpowiada doborowi odczynnikéw o duzych masach czasteczkowych
w pomiarach grawimetrycznych.

Pomimo, ze pomiary wolumetryczne sktadajg sie zwykle z kilku etapow,
w ktorych stosowane sg naczynia miarowe, popelniany podczas nich btad losowy
jest niewielki, o ile poszczegolne pomiary wykonane zostang starannie. W prak-
tyce wyniki poprawnie wykonanych miareczkowan maja wzgledne odchylenie
standardowe (rozdziat 2) nie wigksze niz ok. 0,1%. Nawet obecnie taka precyzja
nie jest zwykle osiggalna w analizie instrumentalnej i nie jest powszechna.

Pomiary wolumetryczne posiadaja jednak wiele znaczacych zrodet btedow
systematycznych. Najwazniejszymi z nich sg: btedy kalibracji i oprézniania na-
czyn miarowych i tzw. btedy wskaznika. Najpowszechniejszym btedem w ruty-
nowej analizie wolumetrycznej jest zbyt szybkie (niecatkowite) oproznienie pi-
pety 1 zbyt krétki czas przeznaczony na ustabilizowanie si¢ poziomu menisku
w biurecie. Nieprawidtowe oproznianie pipety ma wplyw zaréwno na bledy sys-
tematyczne, jak i losowe: dodawana objetos¢ ma wigkszy rozrzut niz powinna.

Temperatura pomiaru moze mie¢ dwojaki wptyw na jako§¢ wyniku. Naczy-
nia miarowe sg zwykle kalibrowane w temperaturze 20°C. Temperatura w labo-
ratorium analitycznym jednak rézni sie o kilka stopni. Ponadto wiele pomiarow
biochemicznych przeprowadza si¢ w tzw. zimnym pokoju (cold room) w tempe-
raturze ok. 4°C. Temperatura pomiaru wptywa z jednej strony na pojemno$¢
naczyn miarowych, a z drugiej na gestos¢ stosowanych roztworow.

Blad wskaznikowy moze by¢ czasami bardzo istotny, nawet wickszy niz btad
losowy w typowym miareczkowaniu. Na przyktad, podczas miareczkowania
0,1 M kwasu solnego za pomocg 0,1 M wodorotlenku sodu zaktadamy, ze punkt
koncowy miareczkowania odpowiada pH = 7. W rzeczywistosci jednak ustalamy
ten punkt koncowy za pomoca wskaznika barwnego takiego jak oranz metylowy.
W niezaleznych pomiarach wykazano, ze zwiazek ten zmienia kolor w przedziale
pH 3—4. Tak wigc, jezeli miareczkowanie polega na dodawaniu zasady do roztwo-
ru kwasu, wskaznik moze wskaza¢ punkt koncowy, gdy pH roztworu wyniesie
np. 3,5, czyli przed rzeczywistym punktem koncowym. Powstajacy w ten sposéb
btad systematyczny moze si¢ga¢ 0,2%. Z kolei podczas miareczkowania zasady
roztworem kwasu punkt koncowy miareczkowania uzyskany przy zastosowaniu
oranzu metylowego wypadnie troch¢ po rzeczywistym punkcie koncowym.
W obu przypadkach wielko$¢ btedu moze by¢ okreslona, a sam btad skorygowany
za pomocg tzw. Slepej proby. Polega ona na okresleniu, jakg objetos¢ zasady lub
kwasu nalezy doda¢, aby uzyskaé¢ zmiane koloru wskaznika bez kwasu (zasady).

1
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W kazdej procedurze analitycznej, klasycznej lub instrumentalnej, nalezy roz-
wazy¢ mozliwe zrodta btedoéw losowych i systematycznych w kazdym kroku od-
dzielnie 1 oszacowac¢ ich wpltyw na jako$¢ uzyskanego pomiaru, tak jak przedsta-
wiono to powyzej w przypadku metod miareczkowych. Przeprowadzenie takiej
analizy jest bardzo wazne, gdyz pozwala wyeliminowa¢ glowne zrédla btedow
przez staranne zaplanowanie pomiaréw (podrozdziat 1.5 1 1.6). Warto zauwazyc¢,
ze analiza miareczkowa jest dosy¢ nietypowa, poniewaz w zadnym z krokow nie
powstaje blad zdecydowanie wigkszy niz w pozostatych. W wielu technikach
analitycznych catkowity blad pomiaru jest w praktyce zalezny od bledu w jednym
z krokéw. Ten problem jest omowiony w nastepnym rozdziale.

1.5 Sposob postepowania z btedami systematycznymi

Wigkszo$¢ dalszej czgsci tego podrecznika bedzie poswigcona okresleniu bie-
dow losowych z wykorzystaniem réznorodnych metod statystycznych. W wielu
przypadkach bedziemy zaktadaé, ze wyniki nie sg obarczone btgdami systema-
tycznymi, chociaz zostang przedstawione metody testowania tego zalozenia.
Jednak wczeséniej nalezy ten typ btedow oméwic¢ duzo doktadniej — jak one po-
wstaja 1 jak mozna im przeciwdziata¢. Z omowionego przyktadu miareczkowa-
nia wynika, ze btedy systematyczne prowadza do powstania réznicy pomiedzy
wartoscig $rednig z powtarzanych pomiaréw a wartoscia rzeczywista. Mozna
stwierdzié, ze:
— obecnos¢ bledow systematycznych, w odréznieniu od bteddow losowych, nie
moze by¢ ujawniona przez powtarzanie pomiarow,
— obecno$¢ nawet bardzo duzych bledow systematycznych moze nie zostaé
wykryta, jezeli nie stosujemy odpowiednich srodkéw zaradczych.

Innymi stowy, bardzo tatwo jest przeoczy¢ zrddta istotnych btedow systema-
tycznych. Ponizej na podstawie kilku przyktadow wyjasnimy mozliwe proble-
my i sposoby ich unikania.

W wielu dziedzinach badawczych ustalenie poziomu metali przejSciowych
w probkach biologicznych, takich jak osocze krwi, ma istotne znaczenie. Wyko-
nano bardzo duzo oznaczen poziomu, np. chromu w osoczu, uzyskujac zaska-
kujace wyniki. Rozni naukowcy, wszyscy badajacy probki osocza pobrane od
0s0b zdrowych, uzyskali stezenie chromu w zakresie od < 1 do ok. 200 ng/ml.
Mozna zauwazy¢, ze mniejsze wartosci uzyskano z najnowszych pomiarow.
Moze to sugerowaé, ze wezesniejsze probki byly przynajmniej czesciowo zanie-
czyszczone chromem pochodzacym ze stali nierdzewnej uzywanej do wykona-
nia igiet strzykawek lub innych czesci aparatury. Analiza §ladowa chromu, na
przyktad za pomocg atomowej spektroskopii absorpcyjnej, jest w zasadzie
wzglednie prosta. Poszczegdlne grupy badawcze uzyskiwaty wyniki, ktore byty
zadowalajace z punktu widzenia precyzji oznaczen. Jednak w wielu przypad-
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kach nie zauwazono duzego biedu systematycznego wynikajacego z zanie-
czyszczenia probek.

Podobnie obecnie uznaje sig, ze naturalna zawarto$¢ zelaza w wodzie mor-
skiej jest na poziomie cz¢sci na miliard (ng/ml). Do niedawna uwazano, zZe jest
ona duzo wigksza — rzedu dziesiatek pg/ml. Ten bledny poglad pochodzi z prak-
tyki pobierania probek wody morskiej z poktadu statkow i dokonywania ich
analizy w §rodowisku zawierajacym zawyzony poziom zelaza. Metodologiczne
bledy systematyczne tego typu sa wyjatkowo powszechne.

Innym, szeroko rozpowszechnionym zrodtem btedow systematycznych, sg fat-
szywe zalozenia dotyczace doktadnos$ci przyrzadow pomiarowych. Monochroma-
tor w spektrometrze ulega z czasem rozkalibrowaniu tak, ze moze wystapi¢ btad
ustawienia dtugosci fali rzgdu kilku nanometréw. Pomimo to wiele pomiaréw
spektrometrycznych wykonuje si¢ bez odpowiedniego sprawdzenia. Prosty sprzet
laboratoryjny, taki jak naczynia miarowe, stopery, pH-metry, termometry moga
powodowac¢ znaczne btedy systematyczne. Pomimo to wielu pracownikow labora-
toriow analitycznych stosuje te sprzety tak, jakby nie miaty one zadnych bledow
systematycznych. Ponadto wzrastajaca dostepnos¢ przyrzadéw sterowanych przez
mikroprocesory lub komputery zmniejsza do minimum liczb¢ operacji niezbed-
nych do ich poprawnego funkcjonowania i poziom umiejgtnosci wymagany od ich
operatorow. W tych warunkach pokusa traktowania wynikéw instrumentalnych
jako bezbtednych staje si¢ przemozna pomimo faktu, ze wiele z nich nie jest wol-
nych od bledéw systematycznych. Dotyczy to nawet przyrzadow, ktore sa na tyle
»Hinteligentne”, aby dokonywaé automatycznej samokalibracji (podrozdziat 1.7).

Zrodiem bledéw systematycznych moga byé nie tylko stosowane procedury la-
boratoryjne i przyrzady pomiarowe, ale rowniez utomnosci ludzi. Niektorzy chemi-
cy maja wady wzroku takie jak astygmatyzm lub daltonizm. Moze to prowadzi¢ do
systematycznych btedow w odczycie przyrzadow. Wielu autoréw donosi o pewnych
preferencjach w traktowaniu danych liczbowych przez personel laboratoryjny.
Moze to dotyczy¢ na przyktad preferowaniu liczb parzystych w stosunku do niepa-
rzystych lub cyfr 0 i 5 w stosunku do pozostatych. Jest wiec oczywiste, Ze istnieje
ciggte, chociaz czgsto ukryte, ryzyko pewnych typow biedow systematycznych
i w celu ich uniknigcia nalezy podejmowac bardziej przemyslane kroki.

Istnieje wiele roznych podejs¢ do problemu eliminacji btedoéw systematycz-
nych i niektore z nich (lub nawet wszystkie) powinny by¢ uwzglednione w kaz-
dej procedurze analitycznej. Pierwsze §rodki ostroznosci nalezy podjaé jeszcze
przed rozpoczeciem jakichkolwiek prac do$wiadczalnych. Analityk powinien
starannie rozwazy¢ kazdy etap doswiadczenia, aparaturg, jaka ma by¢ uzyta,
oraz sposob pobierania probek i tok postepowania z nimi. Na tym najwczesniej-
szym etapie potencjalne zrodta bledow systematycznych powinny by¢ starannie
przeanalizowane. Dotyczy to:

— ustalenia listy przyrzadow, dla ktorych niezbedna jest kalibracja,
— wytypowania krokow procedury, podczas ktorych szansa popetnienia btedu
systematycznego jest najwigksza,
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— ustalenia procedur sprawdzajacych brak obecnosci btedéw systematycz-
nych.

Taka przezornos$¢ jest niezmiernie wazna i warta czasu, ktéry na nig nalezy
poswieci¢. Na przyktad juz niewielka doza zapobiegliwo$ci powinna ujawnic¢
mozliwo$¢ zanieczyszczenia probek osocza chromem, o czym wspomniano po-
wyzej. Analogiczne postepowanie wyprzedzajace powinno rowniez dotyczy¢
mozliwych zrodet bteddéw losowych.

Druga linia obrony przed btedami systematycznymi znajduje si¢ na etapie
planowania kazdego z etapow doswiadczenia. Wspomniano juz w podrozdzia-
le 1.4, Zze wazenie roznicowe pozwala na usunig¢cie niektorych btedoéw systema-
tycznych w metodach grawimetrycznych. Mozna bowiem zatozy¢, ze takie ble-
dy wystepuja przy obu wazeniach. Wynik uzyskany przez odejmowanie bedzie
wigc ich pozbawiony. Kolejny przyktad takiego starannego planowania do-
$wiadczen moze dotyczy¢é wspomnianego problemu pomiaréw spektrofotome-
trycznych. Przy wyznaczaniu zawarto$ci analitu za pomoca spektroskopii ab-
sorpcyjnej mozna zastosowa¢ dwa podejscia. W pierwszym probka jest
umieszczona w kuwecie o drodze optycznej 1 cm i1 pomiar dokonywany jest
przy jednej dtugosci fali, np. 400 nm. Stezenie analitu oblicza si¢ z dobrze zna-
nego wzoru Lamberta-Beara:

A=¢ebc

gdzie: A — zmierzona absorbancja, ¢ — literaturowa warto$¢ ekstynkcji molowej

analitu (mol™ - cm™) b — dtugo$¢ drogi optycznej (cm), ¢ — stezenie molowe

analitu.
Przy zastosowaniu tego podej$cia moze wystgpi¢ wiele btedéw systema-
tycznych:

— rzeczywista dtugo$¢ fali podczas pomiaru moze, jak juz wspomnielismy,
wynosi¢ raczej 405 nm, a nie 400 nm. W takiej sytuacji wartos$¢ ekstynkcji
molowej bedzie nieprawidtowa,

— pomiar absorbancji moze by¢ obarczony btedem systematycznym,

— dlugo$¢ drogi optycznej moze nie by¢ doktadnie réwna 1 cm.

Drugie podejscie opiera si¢ na uzyciu krzywej kalibracyjnej wspomniane;j

w podrozdziale 1.2 i omoéwionej szczegdtowo w rozdziale 5. Przy takim podej-

$ciu literaturowa warto$¢ ekstynkcji molowej, &, nie jest potrzebna, a btedy sys-

tematyczne zwigzane z przesuni¢ciem dlugosci fali, pomiarem absorbancji

i dtugos$cig drogi optycznej powinny zosta¢ wyeliminowane, poniewaz wyste-

puja zaréwno przy pomiarach kalibracyjnych, jak i przy pomiarze probki. Ma to

miejsce wtedy, gdy warunki pomiaru probek kalibracyjnych i probki badanej sa
rzeczywiscie identyczne (uzywamy tej samej kuwety, przesunigcie dtugosci fali

i btad pomiaru absorbancji nie zmieniajg si¢ w trakcie pomiaru).

Szczegdlnie uzyteczng ochrong przed btgdami systematycznymi jest stoso-
wanie standardowych materialéow odniesienia i standardowych metod kali-
bracji. Zanim rozpoczniemy pomiary, kazdy przyrzad poddawany jest kalibra-
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cji za pomocg odpowiedniej, standardowej procedury. Wspomniano juz, ze do
kalibracji naczyn miarowych stosowane sg metody grawimetryczne. Do kali-
bracji skali dtugosci fali w spektrometrze stosuje si¢ standardowe zrodta §wia-
tla o waskich liniach emisyjnych wystepujacych przy dobrze okreslonych dtu-
gosciach fal. Detektory natezenia $wiatla (pomiar absorbancji) kalibruje si¢
z kolei za pomocg standardowych filtréw. Odpowiednie metody kalibracji
ustalono dla praktycznie wszystkich elementow wyposazenia. Dzigki temu ich
ewentualne bledy systematyczne znane sa z wyprzedzeniem i moga by¢ wyeli-
minowane. O znaczeniu takich procedur kalibracyjnych w chemii i innych na-
ukach doswiadczalnych $§wiadczy najlepiej wytezona dziatalnos$¢ takich insty-
tucji jak National Physics Laboratory i Laboratory of Government Chemist
w Wielkiej Brytanii, National Institute for Science and Technology w Stanach
Zjednoczonych i ich odpowiednikéw w poszczegdlnych krajach. Napisano cate
tomy na temat standaryzacji i kalibracji poszczegélnych rodzajow aparatury
pomiarowej. Powstato rowniez wiele organizacji komercyjnych specjalizuja-
cych si¢ w przygotowywaniu i sprzedazy certyfikowanych materialow odnie-
sienia, CMO.

Kolejny sposob sprawdzenia, czy stosowana metoda jest obarczona bledem
systematycznym, to porownanie uzyskanych za jej pomoca wynikéw z wynika-
mi uzyskanymi inng metodg analityczng. Jezeli w dwoch niezaleznych meto-
dach oznaczania analitu uzyska si¢ w przypadku tych samych probek wyniki
roznigce si¢ tylko losowo, to mamy silng przestanke, ze nie sa one obarczone
blgdami systematycznymi. Aby ten wniosek byt poprawny, wszystkie kroki kaz-
dej metody muszg by¢ niezalezne. Oznacza to, ze na przyktad w przypadku
oznaczania zawarto$ci chromu w probce osocza nie wystarczy zastgpienie ab-
sorpcyjnej spektrometrii atomowej metodg kolorymetryczna lub spektrometria
plazmowa. Blad systematyczny ujawni si¢ jedynie, gdy zmienimy rowniez spo-
sob pobierania i przygotowania probki, minimalizujac lub eliminujac uzycie
wyposazenia zawierajacego stal nierdzewna.

Poréwnanie wynikow uzyskanych roznymi metodami musi przy tym doty-
czy¢ catego zakresu stezen, w ktorym metody sg stosowane. Dla przyktadu,
metoda wigzania zieleni bromokrezolowej stosowana do oznaczania zawartosci
albuminy w osoczu dobrze koreluje z innymi metodami (np. metodami immu-
nologicznymi) w przypadku normalnych i duzych zawartosci albuminy. Jed-
nak, gdy poziom albuminy jest nienormalnie niski (a takie przypadki majg naj-
wicksze znaczenie kliniczne), zgodno$¢ obu metod jest staba. W metodzie
barwnikowej otrzymuje si¢ konsekwentnie (i btgdnie) zbyt duze zawartosci al-
buminy. Metody statystyczne pozwalajace na porownanie metod sg omowione
szczegotowo w rozdziatach 31 5.

Powszechno$¢ wystgpowania btedow systematycznych w codziennej prak-
tyce analitycznej najlepiej jest widoczna w wynikach migdzylaboratoryjnych
badan normalizacyjnych (method performance studies). Jezeli do§wiadczony
analityk wykryje w probce moczu obecnos¢ leku w stezeniu 10 ng/ml, spodzie-
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wamy si¢ zwykle, Ze inni analitycy uzyskaja dla tej samej probki bardzo zblizo-
ne wyniki. Ewentualne réznice bedg miaty jedynie charakter bledéw losowych.
Niestety, w praktyce jest to dalekie od prawdy. Przeprowadzono wiele badan
z udziatem réznych laboratoriow, w ktorych analizowano te same probki z wy-
korzystaniem tej samej metody analitycznej i aparatury tego samego typu.
Stwierdzono wystepowanie zdecydowanie wigkszej zmiennosci wynikéw niz
wynikajacych z btedéw losowych. Prowadzi to do nieuniknionej konkluzji, ze
w wielu laboratoriach wystgpuja istotne btedy systematyczne (zar6wno dodat-
nie jak i ujemne), ktorych nie wykryto i nie skorygowano. Taka sytuacja ma
istotne znaczenie we wszystkich badaniach doswiadczalnych i zaowocowata
licznymi badaniami nad metodologia badan miedzylaboratoryjnych, procedura-
mi oceny biegtosci laboratoriow (proficiency testing schemes) i statystycznymi
metodami oceny wynikéw. Zastosowanie w praktyce wynikow tych badan do-
prowadzito do znacznej poprawy jako$ci wynikéw analitycznych w wielu dzie-
dzinach. Te problemy sa omowione szczegdtowo w rozdziale 4.

Sposoby opanowania bledéw systematycznych

o Przewidywanie mozliwych zrodet przed rozpoczgciem doswiadczenia.

o Staranne planowanie pomiaréw — stosowanie metod kalibracji.

o Sprawdzenie poprawnosci dziatania i wskazan aparatury.

o Uzywanie standardowych materiatéw odniesienia i innych standardow.

o Poréwnanie wynikow z innymi metodami oznaczania tego samego
analitu.

o Udziat w procedurach oceny biegtosci laboratoriow.

1.6 Planowanie doswiadczen i pomiarow

Wielu chemikéw traktuje testy statystyczne jedynie jako metody opracowania
juz uzyskanych wynikéw. To rzeczywiscie jeden z kluczowych obszaréw zasto-
sowania statystyki. Trzeba jednak zdawaé sobie rowniez sprawe ze znaczenia
metod statystycznych przy planowaniu doswiadczen i pomiarow. W poprzed-
nim podrozdziale pokazano znaczenie przewidywania zroédet wystepowania
btedéw systematycznych, co pozwala analitykom na opracowanie sposobow
oceny ich wielkosci. To samo dotyczy bledoéw losowych. W rozdziale 2 pokaze-
my, ze mozna, korzystajac z prostych wzorow statystycznych i oceny btedow
losowych poszczegbélnych krokéw procedury analitycznej, przewidzie¢ wiel-
ko$¢ catkowitego btedu losowego oznaczenia analitu. W praktyce ten catkowity
btad losowy wynika czgsto gtownie z btedu losowego tylko jednego kroku pro-
cedury. Wpltyw bledéw losowych innych krokow jest zaniedbywalnie maty. Jest
oczywiscie korzystne przewidzenie, przed rozpoczeciem doswiadczenia, o kto-
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ry krok chodzi. Mozna wtedy tak zaplanowa¢ do$wiadczenie, aby ten najwick-
szy btad zminimalizowac.

Chociaz btedéw losowych nie mozna nigdy wyeliminowac, to jednak mozna
istotnie zmniejszy¢ ich wielkos¢, stosujac odpowiedni tok postepowania. Za-
rowno w przypadku btedow losowych, jak i systematycznych nasuwa si¢ jeden
i ten sam wniosek: nalezy dotozy¢ wszelkich staran, aby zidentyfikowac zrodta
potencjalnie najwigkszych bledow jeszcze przed rozpoczeciem eksperymentu.
Umozliwi to takie zaplanowanie jego przebiegu, aby zminimalizowac¢ btedy po-
chodzace z tych zrodet.

Jest jeszcze inny i bardziej subtelny aspekt planowania eksperymentu.
W wielu analizach jedna lub wigcej charakterystyk metody (np. czutos¢, selek-
tywnos$¢, szybkos¢ i koszt analizy) zalezy od wielu czynnikéw doswiadczal-
nych. Identyfikacja najwazniejszych czynnikow i ich optymalizacja prowadza-
ca do polepszenia czutosci, selektywnosci itp. jest wtedy kluczowym etapem
wstepnym. W celu ograniczenia zuzycia zasobow naturalnych, rozpuszczalni-
kow, odczynnikéw lub zmniejszenia wielkosci badanych probek proces opty-
malizacji procedury pomiarowej powinien by¢ przeprowadzony, zanim proce-
dura bedzie powszechnie i rutynowo stosowana.

Niektore z probleméw planowania doswiadczen i optymalizacji pomiarow
mozna przedstawi¢ na prostym przyktadzie. W pomiarach enzymatycznych ste-
zenie analitu wyznacza si¢ na podstawie pomiaru szybkosci reakcji enzyma-
tycznej. W takich przypadkach analit jest czesto substratem reakcji katalizowa-
nej przez enzym i jego stezenie maleje w czasie. Zatozmy, ze zalezy nam na
okresleniu warunkow, w ktorych szybko$¢ ta jest najwicksza. Mamy podstawy
przypuszczaé, ze szybko$¢ ta zalezy, poza innymi czynnikami, od pH i tempe-
ratury mieszaniny reakcyjnej. Jak mozna oceni¢ wplyw tych czynnikow i usta-
li¢ optymalne (tzn., przy ktérych szybkos¢ reakcji jest najwieksza) ich poziomy,
czyli wartosci dla danej reakcji?

Analityk moze na przyktad wykona¢ seri¢ doswiadczen przy stalym stgzeniu
enzymu i stalej temperaturze, lecz zmieniajacym si¢ pH. W kazdym z doswiad-
czen nalezy oznaczy¢ szybko$¢ reakcji, a nastepnie wybra¢ optymalng warto$¢
pH — niech wynosi ona np. 7,5. Potem nalezy przeprowadzi¢ kolejng seri¢ do-
$wiadczen w celu ustalenia optymalnej temperatury. W tych doswiadczeniach pH
roztworu ma warto$¢ optymalng 7,5, a zmianie ulega tylko temperatura. Ustalimy
w ten sposob optymalng temperature, powiedzmy 40°C. Takie podejscie do opty-
malizacji doswiadczalnej jest w oczywisty sposob bardzo pracochtonne, zwtasz-
cza gdy optymalizowaé trzeba wiecej niz dwa parametry. Ponadto, jezeli szyb-
kos¢ reakceji przy pH 7,5 w temperaturze 40°C rozni si¢ jedynie, nieznacznie od
szybkosci przyktadowo w temperaturze 37°C, pojawia si¢ pytanie czy zaobserwo-
wana roznica jest rzeczywista, czy tez jest efektem bledow losowych. Mozemy
ten problem rozstrzygnaé, jedynie powtarzajac pomiary w obu warunkach.

Bardziej podstawowym problemem jest to, ze w takiej metodzie optymaliza-
cji za kazdym razem tylko jednego czynnika zaktada si¢, ze optymalizowane
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czynniki majg niezalezny od siebie wptyw na szybko$§¢ reakcji. Zatozenie to
oznacza, ze optymalna warto$¢ pH wynosi 7,5 niezaleznie od temperatury reak-
¢cji, a temperatura 40°C jest optymalna przy dowolnych wartosciach pH. Najczg-
Sciej tak nie jest! Dla przyktadu, optymalna warto$¢ pH moze zaleze¢ od tempe-
ratury 1 vice versa. W takim interaktywnym ukladzie warunki okres$lone na
podstawie dwoch serii do§wiadczen zwykle nie odpowiadajag warunkom opty-
malnym. Z powyzszego prostego przyktadu wida¢, ze nawet jezeli czynniki ma-
jace wptyw na wynik doswiadczenia mozna tatwo zidentyfikowaé, znalezienie
ich optymalnych wartosci moze by¢ nietatwym zagadnieniem. To wazne, lecz
ztozone zagadnienie statystyczne bardziej szczegdétowo omoéwiono w rozdziale 7.

1.7

Zastosowanie kalkulatorow i komputerow osobistych
w obliczeniach statystycznych

Obserwowany w ostatnich latach burzliwy rozwéj chemometrii — dziedziny
wiedzy zajmujacej si¢ zastosowaniem metod numerycznych i statystycznych do
rozwigzywania roznorodnych probleméw chemicznych — wynika z tatwosci,
z jakg mozna operowa¢ duzymi zbiorami danych liczbowych i1 przeprowadzaé
na nich nawet bardzo ztozone obliczenia. Dzieje si¢ tak dzieki powszechnemu
dostepowi do kalkulatorow i wszelkiego typu komputeréw osobistych.

Analityk ma obecnie tatwy dostep do sprzetu obliczeniowego o réznym po-
ziomie ztozono$ci i bardzo zréznicowanych cenach. Kalkulatory podrgczne sa
bardzo tanie i niezawodne, a mozna na nich przeprowadzi¢ wiele z rutynowych
obliczen statystycznych opisanych w tej ksigzce i1 to za pomoca tylko niewielu
nacisni¢¢ klawiszy. Dostepne w tych kalkulatorach preprogramowane funkcje
pozwalaja na obliczenie $redniej i odchylenia standardowego (rozdzial 2), jak
réwniez wyznaczenie wspotczynnika korelacji i rownania regresji liniowej (roz-
dziat 5). Nieco bardziej skomplikowane i drozsze kalkulatory programowalne
pozwalaja na przeprowadzenie dodatkowych obliczen, takich jak wyznaczenie
przedziatow ufnosci (rozdziat 2), przeprowadzenie testow istotnosci (rozdziat 3)
1 wyznaczenie rownan regresji nieliniowej (rozdziat 5). Mozliwosci takich kal-
kulatorow sg nawet wigksze, niz to jest niezbedne w badaniach analitycznych
i rutynowych analizach. Ich podstawowa wada jest brak mozliwo$ci operowania
duzymi zbiorami danych.

Wigkszo$¢ wspodlczesnej aparatury pomiarowej jest w petni kontrolowana
przez dotaczone do niej komputery osobiste. Pozwalaja one rowniez na groma-
dzenie i opracowywanie uzyskanych wynikoéw. Komputery przenosne (laptopy,
tablety, smartfony itp.) utatwiajg zapis i opracowywanie danych w warunkach
polowych. Dane te moga by¢ nastepnie fatwo przeniesione na komputery stacjo-
narne w laboratorium. Dodatkowo komputery sterujace przyrzadami pomiaro-
wymi mogg kontrolowac jako$¢ pracy przyrzadu oraz sygnalizowac i diagnozo-
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waé wystepowanie zaklocen. Mozliwe jest rowniez tworzenie duzych baz
danych (np. numerycznie zarejestrowanych widm) i porownywanie z nimi aktu-
alnych wynikow. Oprogramowanie tych komputerow pozwala tez czgsto na
przeprowadzenie optymalizacji warunkow do$wiadczenia (rozdzial 7) i r6zno-
rodnych kalibracji.

Dostepnych jest wiele znakomitych programéw statystycznych do kompute-
row osobistych. Wielko$¢ pamieci i szybkos¢ pracy komputeréw osobistych jest
wystarczajaca nawet w przypadku duzych baz danych. Jedynie najwigksze
z nich mogg sprawia¢ pewne problemy. Poniewaz sg one rutynowo wyposazone
w edytory tekstu, mozliwe jest szybkie przygotowanie raportéw analitycznych,
réwniez graficznych.

Programy typu arkusza kalkulacyjnego powstaly wprawdzie z mysla o ob-
liczeniach finansowych, maja jednak bardzo wiele wbudowanych funkcji staty-
stycznych 1 mozliwosci graficznej prezentacji wynikow. Popularnos¢ arkuszy
kalkulacyjnych wynika z ich szybkiej pracy i tatwej obstugi. Daja one réwniez
mozliwo$¢ prawie natychmiastowego rozwiazywania problemow typu ,,co si¢
stanie jezeli”. Przyktadowo, na ile zmieni si¢ warto$¢ sredniej i odchylenia stan-
dardowego zbioru danych, jezeli usuniemy z niego pewne watpliwe wyniki?
Arkusze kalkulacyjne przeznaczone sa rowniez do szybkiego wprowadzania
i kontroli danych. Ponadto dane zapisane w formacie typowych arkuszy kalku-
lacyjnych moga by¢ tatwo przeniesione do bardziej specjalistycznego oprogra-
mowania statystycznego lub chemometrycznego. Microsoft Excel® jest naj-
powszechniej uzywanym arkuszem kalkulacyjnym. Oferuje on wigkszo$¢
operacji statystycznych, jakie Czytelnik tej ksigzki moze potrzebowaé. Wiele
przyktadow jego zastosowania pojawi si¢ w dalszych rozdziatach tej pracy.
Rowniez w zatgczonej do tego rozdziatu bibliografii zawarto wiele pozycji, kto-
re opisujg jego zastosowanie w zagadnieniach statystycznych.

Bardziej zaawansowane obliczenia lub procedury statystyczne sg dostepne
w specjalistycznych pakietach statystycznych. Spo$rod nich Minitab® jest po-
wszechnie uzywany w $rodowisku akademickim i laboratoriach badawczych.
Oprocz prostych funkcji statystycznych oferuje on mozliwos¢ przeprowadzenia
bardziej zaawansowanych obliczen, takich jak metody wiclowymiarowe (roz-
dziat 8), analiza rozpoznawcza (EDA) i testy nieparametryczne (rozdziat 6), plano-
wanie do§wiadczen (rozdziat 7) oraz metody kontroli jakosci (rozdziat 4). Dostepne
jest rowniez bardziej specjalistyczne oprogramowanie dla réznych typéw analiz
wielowymiarowych. Najbardziej znanym z takich programéw jest The Unscram-
bler®. Ciagle uzupetiane i modyfikowane wersje programow tego typu, z dodat-
kowymi mozliwosciami i udoskonalanymi interfejsami uzytkownika, ukazujg si¢
regularnie. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze te uzupetnienia przeznaczone sa raczej dla
uzytkownikow profesjonalnych niz dla studentow i nie utatwiaja pracy poczatkuja-
cym uzytkownikom. Do tego celu przeznaczone jest specjalne oprogramowanie,
np. pakiet VAMSTAT® zawierajgcy ekranowe testy dla studentow i bardzo jasne
wyjasnienia dotyczace wielu waznych metod statystycznych.
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Komputery z tego samego lub sgsiednich laboratoriéw, a nawet ze wspot-
pracujacych laboratoridéw na roznych kontynentach, moga by¢ potaczone
w sie¢ w taki sposob, ze zardéwno stosowane oprogramowanie, jak i dane moga
by¢ miedzy nimi wymieniane tatwo i bezpiecznie. Oczywista zaleta takiej
sieci jest mozliwos$¢ zainstalowania oprogramowania typu zarzadzania infor-
macjg laboratoryjng (LIMS, Laboratory Information Management Systems).
Pozwala to na identyfikacje¢ i Sledzenie przemieszczania si¢ pakietow danych
nawet przy ich duzej liczbie. Jest to osiagalne dzigki uzyciu kodéw kresko-
wych lub podobnych systemow identyfikacji. Dane do komputera centralnego
sg przesytane przez komputery sterujace przyrzgdami pomiarowymi i przeka-
zywane do dalszego wykorzystania zgodnie z zaprogramowang procedurg.
Mozna na przyktad drukowac raporty zbiorcze zawierajace juz wstgpne opra-
cowania statystyczne wynikow.

Z punktu widzenia chemika-analityka wazne jest, aby zdawaé sobie sprawe,
ze korzystanie z tych wszystkich utatwien w opracowywaniu danych zwigksza
raczej niz zmniejsza potrzebe znajomosci podstaw obliczen statystycznych.
Z komputerem lub kalkulatorem wykona si¢ szybko wybrane przez uzytkowni-
ka obliczenia lub testy statystyczne niezaleznie od tego, czy sq one odpowiednie
do danych. Przyktadowo, program regresji liniowej wyznaczy liniowa zalez-
nos$¢ pomiedzy dowolnymi zbiorami warto$ci zmiennych x 1 y, nawet wtedy, gdy
z wizualnej analizy wykresu wynika, ze linia prosta nie jest poprawnym opisem
zalezno$ci (rozdziat 5). Podobnie prosty program do testowania istotnosci roz-
nicy pomigdzy wartosciami $rednich dla dwoch zbioréw danych zaktada zwy-
kle, ze wariancje (rozdziat 2) obu zbiorow sg zblizone. Program taki jest ,,Slepy”
1 na zyczenie uzytkownika przeprowadzi obliczenia oraz wydrukuje ,,wynik”
nawet wtedy, gdy rzeczywiste wariancje zbioréw roznia si¢ istotnie. Nawet bar-
dzo wszechstronne pakiety oprogramowania statystycznego nie sg w stanie
,»podpowiedziec¢”, jaka metoda statystyczna powinna by¢ zastosowana w przy-
padku konkretnego zestawu danych. Analityk musi wigc dysponowac zaréwno
wiedzg z zakresu statystyki, jak i zdrowym rozsadkiem, aby wybra¢ odpowied-
ni rodzaj opracowania wynikow.
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Ksigzki

Diamond D., Hanratty V. C. A., Spreadsheet Applications in Chemistry Using Microsoft
Excel, Wiley-Interscience, New York 1997. (Czytelny przewodnik dla uzytkowni-
ka Excela z wieloma przyktadami z zakresu chemii analitycznej i fizycznej).

Ellison S. L. R., Barwick V. J., Farrant T. J. D., Practical Statistics for the Analytical

Scientist, Royal Society of Chemistry, Cambridge 2009. (Bardzo dobre podsumo-
wanie podstawowych metod statystycznych z przyktadami).



1.7 Zastosowanie kalkulatorow i komputerdw osobistych w obliczeniach statystycznych

Middleton M. R., Data Analysis Using Microsoft Excel® Updated for Windows XP, Du-
xbury Press, Belmont 2003, CA. (Wiele przyktadow obliczen naukowych ilustro-
wanych wykresami. Weze$niejsze wydania odnoszg si¢ do wezesniejszych wersji
Excela).

Mullins E., Statistics for the Quality Control Laboratory, Royal Society of Chemistry,
Cambridge 2003. (Ksigzka dotyczy szerszego zakresu zagadnien, niz sugeruje jej
tytul. Zawiera wiele przyktadow roboczych).

Neave H. R., Elementary Statistics Tables, Routledge, London 1981. (Dobre tablice sta-
tystyczne sa niezb¢dne kazdemu uzytkownikowi metod statystycznych. Ten ze-
staw jest szczegolnie polecany ze wzgledu na jego wszechstronnos¢. Zawiera po-
nadto notki objasniajace i uzyteczne przyktady do kazdej tabeli).

Programy

VAMSTAT I1® jest pakietem programéw edukacyjnych na CD-ROM z zakresu staty-
styki, przeznaczonym dla studentéw i pracownikéw laboratoridw chemii anali-
tycznej. Dzigki wielu przykladom i testom ekranowym pakiet jest szczegdlnie
uzyteczny przy samoksztatceniu. Niestety, nie zawiera materialu z zakresu sta-
tystyki wielu zmiennych. Licencje indywidualne, jak i na dany obszar (site licen-
ces) sa dostepne w firmie LGC, Queens Road, Teddington, Middlesex TW11
OLY, UK.

Teach Me Data Analysis autorstwa H. Lohningera (Springer, Berlin, 1999) jest w for-
mie pakietu programéw na CD-ROM wraz z zawierajacg objasnienia broszurg.
Dostepne sg licencje jedno- i wielostanowiskowe. Pakiet jest przeznaczony do in-
teraktywnej nauki metod statystycznych i obejmuje wigkszo$¢ dziedzin podstawo-
wej statystyki oraz wybrane zagadnienia dotyczace metod wielu zmiennych. Wie-
le z pokazanych przyktadow dotyczy chemii.

Minitab® jest znanym od dawna i szeroko uzywanym pakietem statystycznym —
obecnie dostepna jest wersja 15. Zakres metod zawartych w pakiecie jest bardzo
obszerny, a oprogramowanie jest dostarczane wraz z obszerng instrukcjg obstu-
gi. Uzytkownicy maja dost¢p do regularnie uzupeinianej strony internetowej
zawierajacej aktualne informacje i odpowiedzi na pytania zglaszane przez
uzytkownikow. Istniejg rowniez strony prowadzone przez uzytkownikow, na
ktorych znalez¢ mozna dalsza pomoc. Ukazato si¢ ponadto wiele ksigzek napi-
sanych przez niezaleznych autoréw i zawierajacych wiele przykladéw zastoso-
wania pakietu Minitab®. Wersj¢ probna pakietu mozna uzyska¢ pod adresem
www.minitab.com.

Microsoft Excel®, dobrze znany program typu arkusza kalkulacyjnego wchodzacy
w sktad pakietu Microsoft Office®, oferuje wicle podstawowych funkcji staty-
stycznych. Ponadto w sieci dostepnych jest wiele naktadek (add-on) stworzonych
przez uzytkownikéw. Zalecane jest postugiwanie si¢ jak najnowszg wersja Excela,
gdyz w starszych wersjach zakres oferowanych funkcji statystycznych moze by¢
ograniczony, a najnowsze naktadki mogg nie dziata¢ prawidtowo. Dostepnych jest
ponadto, rowniez w jezyku polskim, duzo ksigzek dotyczacych zastosowania
Excela w analizie danych.
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