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Forord

Var erfarenhet fran kursverksamhet under senare ar har stiarkt oss i 6vertygelsen att det behdvs detaljerat
utbildningsmaterial om metodvalidering pa svenska. Trots Okande internationella aspekter och
harmonisering forekommer skillnader i terminologi och tillvigagangssitt mellan sektorer vilket ibland
skapar forvirring. Malséttningen har varit att ta fram en bred Handbok baserad pa befintlig litteratur.
Malgruppen r fradmst mindre kemilaboratorier som behdver validera eller verifiera sina analysmetoder
men kanske inte har tillrécklig erfarenhet. Handboken innehaller dirfor ocksa ett forslag till mall fo6r det
praktiska valideringsarbetet. Mallen kan laddas ner fran www.trollboken.se.

Den forra utgavan av denna Handbok togs fram efter att Eurachem hésten 2014 publicerade en kraftigt
omarbetad version av sitt vigledningsdokument The fitness for purpose of analytical methods — A
laboratory guide to method validation and related topics. Eftersom standarden ISO/IEC 17025 déarefter
kommit i en ny utgava, och Eurachems Guide kompletterats med tva supplement, har vi ater reviderat
Handboken. Den viktigaste fordndringen i Utgéva 4 dr att mallen for valideringsplanen och -rapporten
har utokats.

Handboken fokuserar pé validering och verifiering av kvantitativa metoder och ger viss vigledning och
referenser till motsvarande arbete for kvalitativa metoder.

Manga kollegor, kursdeltagare och véinner har ldmnat vérdefulla synpunkter pd manuskriptet. Vi vill
sdrskilt ndmna Elvar Theodorsson (Universitetssjukhuset i Linképing), Gunnar Nordin (Equalis) och
Goran Nilsson (Uppsala). Underlaget till exemplen i Bilaga 2-3 &r framtaget av Karine Arrhenius
(RISE) respektive Wichai Nakthet och Petra Hedman (Sandvik). De fina handmaélade teckningarna &r
utforda av Douglas Hasbun.

Lycka till med valideringsarbetet!

Bertil Magnusson Ulf Ornemark

RISE, Research Institutes of Sweden Emendo Dokumentgranskning
Box 857 Tédene Sannerna 3

501 15 Borés 530 30 Tun
bertil.magnusson@ri.se ulf.ornemark@telia.com

bertil. magnusson@trollboken.se

Denna Handbok kan bestéllas genom e-brev till info@ri.se.

Kommentarer till texten och information om tryckfel sinder du till Bertil Magnusson och Ulf Ornemark
pa ovanstaende e-postadresser.

Hinvisning till denna rapport bor ske som B. Magnusson och U. Ornemark, Metodvalidering — Handbok
for laboratoriet (Utgéva 4), RISE Rapport 2020:1, ISBN 978-91-89049-63-5, RISE, Borés 2020.



Lasanvisning

Inledningsvis (Avsnitt 1) behandlas begreppet validering, dess roll i kvalitetssdkringsarbetet och viktiga
mittekniska begrepp. Dérefter gar vi igenom grundléggande principer for metodvalidering (Avsnitt 2).
I Avsnitt 3 beskrivs hur man tar fram krav pa métningen och mitmetodens olika steg. Valideringsplanen
tas upp i Avsnitt 4 och i Avsnitt 5 gér vi igenom de vanligaste prestandacgenskaperna som kan inga i
valideringen. Avsnitt 6 rér utformningen av valideringsrapporten. Tvé viktiga aspekter dér &r slutsatsen
huruvida kraven &r uppfyllda och planering av den fortlopande kontrollen av metodens prestanda. Nér
metoden varit i rutinméssigt bruk en langre tid ar det 1ampligt att uppdatera valideringsunderlaget. Detta
beskrivs i Avsnitt 7.

I I6pande text refererar siffror inom hakparenteser, t.ex. [28], till litteratur i referenslistan som aterfinns
langst bak 1 Handboken. Dir anges sérskilt om informationen ar fritt tillgdnglig. Fotnoter aterfinns i
sidfoten och indikeras med en upphdjd siffra i slutet av meningen.

Listor med viktiga termer, forkortningar och symboler finns i borjan av Handboken. Till stéd for arbetet
finns ocksé sex bilagor. Bilaga 1 &r en mall for valideringsplan och -rapport. Bilagorna 2 och 3 é&r
genomarbetade exempel med mallen som grund. Bilaga 4 ror utviardering av metodprestanda genom
jédmforelser mellan laboratorier. I Bilaga 5 visas hur berdkningen av precisionsdata kan foérenklas och i
Bilaga 6 behandlas vissa aspekter av regressionsanalys.

I denna Handbok anvinds en standardiserad metod for bestdmning av ammoniumkvave som exempel.
Vi visar med anviandningen av mallen i Bilaga 1 hur man steg for steg dokumenterar krav, plan och
resultat till en komplett valideringsrapport pa foljande satt:

Tafram krav pa mitningen och

vilj metod Avsnhitt 3
Ta fram en detaljerad beskrivning (matrutin, Avsnitt 3

metodbeskrivning) fér metoden

!

Gér en valideringsplan Avsnhitt 4

Utfor experiment pa valda Avsnhitt 5
prestandaegenskaper

!

Skriv en valideringsrapport och dra slutsatser .
om metoden kan/inte kan anvéandas

!

Uppdatera vid behov valideringsrapporten Avsnhitt 7
utifran data fran kvalitetskontrollen

Avsnitt 6

For dig som ar nyborjare pa omradet rekommenderar vi att 1dsa hela boken sd som den ar uppstélld. Har
du redan teoretisk och praktisk erfarenhet av metodvalidering men vill bredda ditt kunnande kan de olika
avsnitten i Handboken lésas oberoende av varandra. Om ditt laboratorium &nnu inte tagit fram rutiner
for metodvalidering eller om det behdvs nya infallsvinklar for att effektivisera arbetet, kanske den
foreslagna rapportmallen kan vara till hjalp.
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Ordlista

Analyt
Antal frihetsgrader

ANOVA

Blank

Blankvérde
Detektionsgréans

Halt

Jamforelse mellan
laboratorier

Kalibrator
Kalibreringsblank

Kommutabilitet for ett
referensmaterial

Kvalificering

Kompetensprovning

Kvalitativ analys

Kvantitativ analys
(Métning)

Losningsmedelsblank

Grundémne eller substans som &r foremal for en kemisk analys.

Matt pa antal oberoende dataslag som anvénts fOr att skatta en statistisk para-
meter.

I regel ar antalet frihetsgrader lika med antalet méitvdirden minus antalet
parametrar som uppskattas fran métdata. Exempel: standardavvikelsen for ett
stickprov s har n-1 frihetsgrader eftersom medelvirdet redan berdknats fran
samma data.

Variansanalys (eng. ‘analysis of variance’). Bendmning pé statistiska metoder
som kan anvéndas for att uppskatta olika precisionsmaétt, undersoka skillnader
mellan flera medelvérden eller for att utvirdera osdkerhetsbidrag.

Generellt begrepp for material med lagt eller inget innehédll av analyt som
analyseras i syfte att faststélla underlag for korrektion (‘blankvérde’). Exempel
pa blanker &r provblank, reagensblank, 16sningsmedelsblank, kalibreringsblank
och metodblank.

Signal eller resultat fran méitning pa en blank.
Léagsta niva for vilken en analyt kan pavisas i provet med hog sékerhet.

Allmént begrepp for att beskriva relativ miangd av en analyt i ett prov, t.ex.
silverhalt. Vid rapportering av madtresultat krdvs att storheten specificeras:
masskoncentrationen silver ar 30 mg/L.

(eng. ‘interlaboratory comparison’). Overgripande begrepp som avser
organisering, utférande och utvardering av métningar eller provningar av samma
eller liknande objekt, och som utfors av tva eller flera laboratorier under
forutbestédmda forhallanden. Jimforelsen gors ofta i syfte att utvérdera metodens
prestanda eller laboratoriets prestation (kompetensprovning) eller for att
karakterisera ett referensmaterial som ar under framtagning.

Referensmaterial, t.ex. 16sning med kénd halt eller annan métnormal (eng.
‘measurement standard’) som anvénds for kalibrering.

Material som representerar halten noll vid instrumentkalibrering (eng.
‘calibration blank”).

Egenskap hos ett referensmaterial, ett métt p4 den samstdmmighet i métresultat
som uppnds nir man mater en storhet i referensmaterialet och i rutinprover med
tva eller flera mitmetoder.

Process for att sékerstdlla tillforlitlighet och prestanda hos utrustning och
processer innan dessa tas i bruk. Se ‘verifiering’.

(eng. ‘proficiency testing’ PT). Jamforelse mellan laboratorier med syfte att
utvirdera deltagarnas prestation, i regel for det rutinmédssiga tekniska arbetet.
Inom laboratoriemedicin anvinds istdllet ofta ‘extern kvalitetsbedomning’

(EQA).
I analytisk kemi, bendmning pé undersokning dér en eller flera substanser
identifieras eller klassificeras utifran sina kemiska eller fysikaliska egenskaper.

I analytisk kemi, bendmning pa undersékning dér en storhet, t.ex. massan eller
koncentrationen, av en eller flera analyter bestdms.

Material bestaende av de 16sningsmedel som ingar i den 16sning som presenteras
for méatinstrumentet. I samband med metodvalidering kan en 16sningsmedels-
blank (eng. ‘solvent blank’) anvindas for att utvdrdera storningar fran
komponenter i losningsmedlen. Forfarandet ar vanligt i samband med
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Matris
Metodbeskrivning

Metodblank

Metodprestanda
Metrologi

Metrologisk
sparbarhet

Mitmetod
Maitstorhet

Operationellt
definierad maétstorhet

Parameter

Precisionsgrins

Prestandaegenskap
(Prestandaparameter)

Provblank

Provtyp

kromatografiska analysmetoder. Métning pé en 16sningsmedelsblank direkt efter
kalibreringslosningar, referensmaterial eller forstirkta prover kan anvindas for
att pavisa forekomst av minneseffekter (eng. ‘carryover’).

Bendmning pé de bestandsdelar forutom analyten som finns i provet.

Detaljerad beskrivning av hur man utfor en analys, métning, undersdkning,
provtagning, provning, kalibrering etc., dvs. de instruktioner som kemisten
arbetar efter. Vanliga synonymer dr métrutin (eng. ‘measurement procedure’),
SOP (‘standard operating procedure’) eller ROP (‘recommended operating
procedure’).

Reagensblank som gar igenom alla steg enligt metodbeskrivningen (eng.
‘procedural blank”).

Begrepp som anvénds allmint om en analysmetods méttekniska egenskaper.
Vetenskapen om métningar.

Egenskap hos ett métresultat varigenom det kan relateras till en referens genom
en dokumenterad, obruten kedja av kalibreringar, som var och en bidrar till
matosdkerheten.

Kort 6vergripande beskrivning av hur en métning gér till.

Storhet, t.ex. en masskoncentration, som métningen avser. Exempel pa storheter
som en kemist brukar undersoka dr massbrak, substanskoncentration, volym,
temperatur och massa. Storheter maste beskrivas tydligt. I denna Handbok
anvander vi generellt “koncentration” och nédr s behovs beskrivs det som ska
madtas tydligare.

Mitstorhet som definieras genom referens till en dokumenterad och allmént
accepterad métrutin for vilken endast resultat framtagna med samma rutin kan
jédmforas. Det man forsoker méta definieras av metodbeskrivningen. Ett korrekt
och jaimforbart resultat forutsétter att laboratoriet foljer instruktionerna. Exempel
pa operationellt definierade matstorheter dr fukthalt erhdllen genom torkning
vid 105 °C till konstant vikt”, “fiberhalten i livsmedel”, “slagseghet”,
”enzymaktivitet” och “halten av bly som kan extraheras fran jordprover”.

Begreppet ’empirisk metod’ anvidnds ibland for att beskriva metoder dar
operationellt definierade storheter undersdks. Motsatsen till empirisk metod &r
"rationell metod’.

Storhet/egenskap som betraktas som konstant i en given situation och som bidrar
till att karakterisera ett system. Medelvirde och standardavvikelse ar exempel
pa statistiska parametrar. Lutning och intercept ar parametrar som beskriver en
kalibreringskurva. Extraktionstemperatur och reagensvolym kan utgora
experimentella parametrar i en robusthetsstudie.

Skillnaden mellan tvd upprepade métningar under specificerade forhéllanden
forvantas 1 19 fall av 20 (95 % konfidensnivd) vara mindre an 2.8-s.
Standardiserade metoder innehaller ofta information om repeterbarhetsgransen
r = 2,8-s; och reproducerbarhetsgransen R = 2,8-sg.

Egenskap som undersdks i samband med metodvalidering. (eng. ‘performance
characteristic’ eller ‘performance parameter’).

Prov med inget eller 1agt innehall av analyt, t.ex. humant urin utan nirvaro av ett
specifikt dopningsmedel, eller LD-polyeten med lag halt av kadmium (eng.
‘sample blank”’).

Overgripande beskrivning av provets sammansittning, t.ex. mjél, dricksvatten,
rostfritt stal.
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Rapportgrins (LOQ)

Rationellt definierad
matstorhet

Reagensblank

Responskurva
(Responsfunktion)

Robusthet
(Motstandsforméga)

Analytisk selektivitet

Signifikansniva for ett
statistiskt test, a

Skatta

Validering

Verifiering

Léagsta niva for vilken resultaten har acceptabel matkvalitet.

Vid rutinméssig anvéndning av en kemisk analysmetod rapporteras resultat
under rapportgriansen normalt pd formatet < LOQ, t.ex. <10 mg/L.

Mitstorhet for vilken resultat framtagna med olika rutiner kan jimforas.

Begreppet ’rationell metod’ anvinds ibland for att beskriva metoder dar
rationellt definierade storheter undersdks och dér resultatet fOrvintas
Overensstimma inom ramen for respektive matosdkerhet. Exempel é&r
bestdmning av totalhalten kadmium i ett prov med olika atomérspektrometriska
tekniker. Metoden definieras alltsd inte av mdtrutinen. Motsatsen &r
’operationellt definierad métstorhet’.

Material bestdende av ett eller flera reagens och/eller losningsmedel som
analyseras for att faststdlla om dessa ger en signal i métsystemet.

Exempel pa material &r syror vid uppslutning (eng. ‘reagent blank’).

Samband mellan signal fran métinstrumentet och maétstorhet. Om sambandet
anvands for utvardering av okdnda prover kallas det kalibreringskurva.

Formaga hos en metod att sta emot fordndringar i experimentella betingelser.

Omfattningen av stdrningar fran andra &mnen nér en analys utfors enligt en given
metodbeskrivning.

Ovre griins for sannolikheten att gora ett fel av Typ 1, dvs avfirda en hypotes
(antagande) som é&r sann.

Exempel: Hypotesen i ett valideringsforsok kan t.ex. vara att metoden inte har
nagon bias. P.g.a. slumpmassiga variationer i métningen kan utfallet i testet
tolkas fel, sd att kemisten felaktigt drar slutsatsen att det finns en bias. I
rutinméssigt laboratoriearbete ar signifikansnivéan ofta 1-5 %.

Konfidensniva (%) = 100 - signifikansniva (%).

Gora en ungeférlig berdkning. I denna Handbok anvdnds dven det mer
vardagliga “uppskatta”. Formen “skatta” &r vanlig i statistisk dokumentation.

Verifiering dér de specificerade kraven ér lampliga for avsedd anvandning.

Tillhandahallande av objektiva beldgg att ett visst objekt uppfyller specificerade
krav.



Forkortningar

AOAC
International

ASTM
International

CLSI

CEN

CRM

Eurachem

FIA
GC
GLP
GMP
GUM
ICH

ICP-MS
ICP-OES
IEC

ISO
[UPAC
LOD
LOQ
NATA
STP

RSD
SIS

USP

uv
var
VIM
WHO
XRF

Intresseorganisation inriktad pa framtagning av standardiserade analysmetoder inom
livsmedelsbranschen

Intresseorganisation inriktad pa framtagning av standardiserade analysmetoder for
bl.a. industriella tillimpningar

Clinical and Laboratory Standards Institute. Intresseorganisation inriktad pa
framtagning av vigledningsdokument och standardiserade analysmetoder inom
omrédet laboratoriemedicin

Europeisk paraplyorganisation for nationella standardiseringsorgan och som
publicerar standarder under beteckningen EN

Certifierat referensmaterial

Europeisk intresseorganisation som pa ideell basis bl.a. tar fram vaglednings-
dokument for analytiska kemister

Flow injection analysis

Gaskromatografi

God laboratoriesed (eng. ‘good laboratory practice’)

God tillverkningssed (eng. ‘good manufacturing practice’)
Forkortning for ett internationellt grunddokument om métosikerhet

The International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use. Organisation som framjar samarbete
mellan foreskrivande myndigheter och likemedelsindustrin

Induktivt kopplat plasma - masspektrometri

Induktivt kopplat plasma - optisk emissionsspektrometri

Internationella elektrotekniska kommissionen

Internationella standardiseringsorganisationen

Internationella kemiunionen

Detektionsgrins (eng. ‘limit of detection”)

Rapportgrins, rapporteringsgréns, kvantifieringsgrans (eng. ‘limit of quantification’)
National Association of Testing Authorities. Australiensiskt ackrediteringsorgan

Standardtemperatur (273 K) och standardtryck (1 atm). Tidigare kallat NTP, normal
temperatur och normalt tryck

Relativ standardavvikelse. Synonymt med variationskoefficient CV

Svenska Institutet for Standarder. En ideell férening som driver och samordnar
standardiseringen i Sverige och publicerar standarder under beteckningen SS

Amerikanska farmakopén. Officiell samling av foreskrifter och metoder som ror
utformning, tillverkning och kvalitet av 1dkemedel

Ultraviolett

Varians

Forkortning for en internationell ordlista 6ver grundldggande mattekniska begrepp
Virldshélsoorganisationen

Rontgenfluorescens
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Symboler

brel
(O\Y
CV.
/4
F

I (som index)
k

ko
KvS

MKy

np

1 (som index)

R

R (som index)
R

s

Se

S0

Sr

Sannolikheten for att begé ett fel av Typ 1 dvs avfarda en hypotes som &r sann.
Bias

Sannolikheten for att begé ett fel av Typ 2 dvs acceptera en hypotes som inte &r
sann.

Relativ bias

Variationskoefficient. Synonymt med relativ standardavvikelse RSD
Sammanvigd (poolad) variationskoefficient.

Antal frihetsgrader (eng. ‘degrees of freedom’). Aven df, dof, v forekommer
Teststorhet som anvands vid jimforelser av precisionsmatt i F-test
Mellanliggande precisionsbetingelser

Téackningsfaktor vid berdkning av utvidgad métosikerhet enligt U = k-uc.

Foreskrifter och vigledningsdokument rekommenderar ofta k£ = 2 vilket svarar mot
ett intervall med en konfidensgrad pé ca 95 % och bygger pa antagandet om stort
antal frihetsgrader

Faktor som anvinds vid berdkning av detektionsgrans

Kvadratsumma i ANOVA-beriikningar med svensk version av MS Excel®
Antal métningar som utfors vid bestimning av detektions- och rapportgrins
Medelkvadratsumma i ANOV A-berikningar med svensk version av MS Excel®
Antal méitningar

Antal blankbestdmningar som anvénds for att berdkna en blankkorrektion

Antal grupper i ANOVA-berdkning

Sannolikhet (eng. ‘probability’). En sannolikhet mellan 0 och 1 som erhalls vid
hypotesprovning och anvinds for att dra slutsatser om utfallet i statistiska tester

Repeterbarhetsgrans
Korrelationskoefficient

Repeterbarhetsbetingelser

Reproducerbarhetsgrins
Uppl6sning hos analysinstrument

Utbyte (atervinning)

Reproducerbarhetsbetingelser

Skenbart utbyte (eng. ‘apparent recovery’)

Generell beteckning for standardavvikelsen for ett stickprov
Sammanvigd (poolad) standardavvikelse
Standardavvikelse uppmétt pa prov med l&g koncentration

Standardavvikelse som anvinds for berdkning av detektions- och rapportgréns

Varians for ett stickprov. I manga statistiska berdkningar anvinds variansen istillet
for standardavvikelsen s

Standardavvikelse under repeterbarhetsforhallanden
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Xmiitt

Xprov

Xref

Standardavvikelse under mellanliggande precisionsférhallanden

Standardavvikelse under reproducerbarhetsférhallanden

Teststorhet som anvénds bl.a. vid jamforelser av medelvérden i #-test

Sammanlagd standardosdkerhet

Utvidgad méatosédkerhet

Maitvirde, observation, resultat nr

Aritmetiskt medelvarde

Uppmaitt mangd eller koncentrationen efter tillsats i ett forsok att bestimma utbytet

Kénd méngd eller koncentration av analyt i prov fore tillsats, t.ex. i ett
utbytesforsok eller vid kalibrering med ”standardtillsatsmetodik”™

Referensvirde. Ett dsatt varde som utgor referens, t.ex. for en egenskap hos ett
referensmaterial eller baserat pd métningar med en referensmetod
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1 Inledning
1.1 Mitcykeln

Centralt i allt rutinméssigt laboratoriearbete ar att sétta sig in i kundens problemstillning, behov och
onskemal och utifran dessa ta fram resultat for matningar (eller annat arbete) som gor att kunden kan
fatta vdl underbyggda beslut. ”Métcykeln” (Figur 1) illustrerar olika skeenden i uppdraget. Kundens
fraga klarlaggs i samrad med laboratoriet som sedan beslutar hur arbetet bor genomforas. Laboratoriets
metoder ska vara validerade.

Kund
Beslut utifran resultat Kundens fraga
Sammanstalining av data Klarlaggning av fragestallningen
Resultat frdn méatning/undersokning Beslut om
X+t U, "Ja’, "Nej”, "Positivt’,... métning/undersokning
Utvardering Provtagning

A Matning/ o

undersokning

Laboratorium

Figur 1. Mdtcykeln.

1.2 Definition av metodvalidering

Med validering menas en bekrdftelse genom att framligga beldgg (bevis) for att krav for en specifik,
avsedd anvindning eller tillimpning har uppfylits [1].

Enligt internationell terminologi finns det flera saker (instrument, métsystem, processer) som kan
valideras i samband med laboratoriearbete. Utifran VIM [2] kan man beskriva metodvalidering som
framldggning av objektiva bevis att en mdtmetod uppfyller specificerade krav ddr de specificerade
kraven dr ldmpliga for en avsedd anvindning.

Obs! Laboratoriets slutsats av valideringen kan dven vara att metoden inte uppfyller kraven.

1.3 Metodvalideringens roll i kvalitetsarbetet
Nagra viktiga skal till att matmetoder ska valideras ér:

o ctiska: Kunden forlitar sig pa laboratoriets kompetens och att det anvénder en metod som kan l19sa
kundens problem eller besvara en fragestillning;

e kommersiella: Rent affirsméssigt dr det sunt att skaffa sig indikationer pé att en métning &r korrekt
innan den tillimpas skarpt. Alternativet: klagomal, felsokning och ny métning &r sloseri med
resurser. Tillverkare &r dven skyldiga att forsékra sig om att deras produkter uppfyller krav pa kvalitet
eller sdkerhet innan produkterna nér konsumenten;

e legala: Krav pa metodvalidering finns inskrivna i foreskrifter, t.ex. for analys av livsmedel [3, 4].
Arbete enligt GLP-rutiner och vid ackrediterade laboratorier [5, 6] forutsatter ocksa att metoder
valideras;

o kvalitetssakringsmassiga: Metodvalideringsarbetet resulterar i information om vilka steg i metoden
som dr stabila och tillforlitliga, och vilka som kan ha betydelse for dess overgripande prestanda. Det
hjdlper darfor kemisten att utforma och inféra lampliga kvalitetskontrollatgdrder. Underlaget fran
valideringen har direkt aterkoppling pa metodbeskrivningen.



Metodvalidering 4r en av flera viktiga atgérder som ett laboratorium bdr genomfora for att kunna
tillhandahélla tillforlitliga analysresultat (Figur 2). Metodvalidering kompletterar [7] andra interna
atgérder som:

e intern kvalitetskontroll (kontrollkort) [8, 9];

e kontroll av métsystemets prestanda fore eller under analys (eng. ‘system suitability testing”) [10];
e anvindning av referensmaterial for kalibrering [11];

e utvirdering av métosdkerhet [12];

e inférande av ett kvalitetsledningssystem [13];

e interna revisioner [14];

och externa atgérder t.ex.

e kompetensprovning [15, 16];
o ackreditering utifran krav i internationella standarder, t.ex. ISO/IEC 17025 [5] eller ISO 15189 [6].

Métosékerhet Validerad

metod

Kvalitetsledningssystem

Kvalitets-
kontroll

Revision
Referens-

material

\_/ Metrologisk sparbarhet

Figur 2. Exempel pd verktyg som bidrar till mdtkvalitet. Genom anvindning av validerade metoder,
referensmaterial, intern och extern kvalitetskontroll, revisioner och uppskattning av mdtosdkerhet skapas
underlag for mdtkvaliteten. Verktygen overlappar varandra. Referensmaterial som anvinds i kalibreringen ldgger
grunden till beskrivningen av resultatens spdrbarhet. Genom inforande av ett kvalitetsledningssystem, eventuellt
f6ljt av ackreditering ges laboratoriet mojlighet och stéd till stindiga forbdttringar genom regelbunden oberoende
tillsyn.

Ackreditering

1.4 Skillnaden mellan validering och verifiering

Det ar vanligt att laboratoriet bestdmmer sig for att anvinda en metod som finns publicerad som en
internationell standard (EN, ISO, ASTM etc.). Prestanda for sidana metoder har ofta undersokts genom
en sarskild jamforelse mellan laboratorier [17, 18]. I Bilaga 4 sammanfattas hur en sddan studie kan ga
till. I hilso- och sjukvarden anvinds ofta kommersiellt framtagna, metoder/métsystem. [ bigge dessa
fall har det grundldggande valideringsarbetet redan utforts men laboratoriet maste 4ndé bekréfta att
metoden fungerar lokalt innan den tas i rutinméssigt bruk (Se 4.2). Detta &r ‘verifiering’.

I vissa sektorer anvénds begreppen ‘primér validering’ och ‘sekundér validering’ [19], det senare i
betydelsen verifiering. Begrepp som acceptansprovning, kvalificering, “‘kvalificeringsprocess [1] och
“metrologisk bekriftelse [20] tidcks ocksa in av validering och verifiering.

1.5 Befintlig litteratur och sektorsspecifika krav

Det finns gott om litteratur om validering och verifiering. Internationella organisationer, bl.a. ISO,
IUPAC, Eurachem, ICH och AOAC har tagit fram végledningsdokument, protokoll och riktlinjer for
analytisk kemi [21, 22, 23], mikrobiologi [24, 25], laboratoriemedicin [26], likemedelsindustrin [10]
och livsmedel [27, 28]. Aspekter som ror metodvalidering och kvalitativa analyser behandlas ingaende
i en EU-rapport [29] och i NATA:s riktlinjer [30]. Uppdelningen mellan validering och verifiering har
blivit tydligare [5, 6, 30, 31]. Ménga av dokumenten vi refererar till ar fritt tillgdngliga.

Det finns ocksa mycket litteratur om statistik och mitosikerhet som stod for valideringsarbetet [12, 32,
33, 34, 35, 36, 37, 38]. I Avsnitt 5.6 sammanfattas nagra grundldggande aspekter av métosédkerhet.
Handboken beskriver kort nagra statistiska hjdlpmedel som gor arbetet mer effektivt.
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Miljoanalyser

Lagstiftningen stéller krav p& den som bedriver en verksamhet som kan paverka miljon. Miljobalken tar
t.ex. upp krav pé “egenkontroll”. Detta krav innebér att verksamhetsutovare regelbundet ska kontrollera
verksamheten och dess paverkan pa miljon genom maétningar. Centrala myndigheter pa omradet &r
Naturvardsverket och Havs- och vattenmyndigheten som bl.a. utfardar foreskrifter for matningar och
provtagningar, baserade péd t.ex. krav i EU-direktiv [39, 40, 41]. Detta handlar t.ex. om vilka
analysmetoder som far anvidndas [42], hur métningar ska dokumenteras eller vilken métosdkerhet som
accepteras. Naturvardsverket stillde tidigt krav pa att vissa méatningar maste utforas av ackrediterat
laboratorium [43, 44]. I senare EU-direktiv finns liknande krav, nimligen att metoder ska valideras
enligt principerna 1 ISO/IEC 17025 eller annan internationellt accepterad standard [39].
Provtagningspersonal kan ha en s.k. personcertifiering.

Standardiserade metoder inom omradet Utsldpp och utomhuslufi, t.ex. for stofthaltsbestimningar [45],
kréver att laboratoriet ska visa att méitsystemen uppfyller en lang rad tekniska krav, vilket i sin tur
sdkerstiller att malen for métosdkerhet uppnas. Standarderna innehéller 4ven detaljerad information om
hur matosdkerhet utvirderas. En detaljerad handbok for branschen ger dven information om typiska
matosdkerheter for de viktigaste tillimpningarna [46].

Livsmedelsanalyser

Livsmedelsverket dr central expert- och kontrollmyndighet pa livsmedelsomradet men néstan alla
svenska regler utarbetas och géller inom ramen f6r den Europeiska unionen, EU [47, 48]. Livsmedel far
bara slédppas ut pa marknaden om de &r ’sikra”. I forordningen om offentlig kontroll [48] finns regler
kring provtagning och analysmetoder. Analyser utfors med metoder foreskrivna i EU:s lagstiftning, eller
som beskrivs i internationella (ISO) eller europeiska (CEN) standarder, eller med andra lampliga
metoder. Referens 49 och Bilaga 3 till Referens 48 tar upp de egenskaper som metodvalideringen bor
omfatta. I allt hdgre grad specificeras ocksa de analytiska kraven pé metoderna i lagstiftningen [50, 51,
52]. Livsmedelsanalyser far bara utféras av ackrediterade laboratorier. Under senare &r har en ny serie
standarder for validering av metoder inom livsmedelsmikrobiologi bdrjat tas fram [25].

Liikemedelsanalyser

Utvirdering av prestanda for farmaceutiska metoder beskrivs i flera bocker [53, 54, 55]. En guide fran
ICH ligger till grund for definitioner av prestandaegenskaper och hur analysmetoder inom
lakemedelsindustrin valideras [10]. Guiden &ar framtagen i samforstaind mellan foreskrivande
myndigheter och branschens intresseorganisationer. Den beskriver vilka egenskaper som ska undersokas
i olika situationer, t.ex. vid analys av fororeningar.

Lakemedelsforetagen arbetar ocksa efter officiella samlingar av foreskrifter och metoder som ror
utformning, tillverkning och kvalitet av ldkemedel (farmakopéer). Den europeiska farmakopén géller i
Sverige och stéller kvalitetskrav som lakemedel méste uppfylla for att fa séljas i medlemslédnderna [56].
Aven den amerikanska farmakopén (USP) anvinds flitigt av svensk likemedelsindustri [57].
Farmakopéernas metoder ar validerade men prestanda ska verifieras av laboratorierna. Inom ramen for
farmakopéerna utvecklas &ven referensmaterial som likemedelstillverkarna i princip maste anvinda i
sin kvalitetskontroll. Ladkemedelsverket i egenskap av GMP-myndighet tillser att utveckling,
tillverkning, forvaring och distribution av lakemedel uppfyller géllande krav. Swedac dr svensk GLP-
myndighet och provar och faststéller att laboratorier uppfyller kraven pd GLP samt utdvar tillsyn over
dessa laboratorier.

Laboratoriemedicin

Karaktaristiskt for mycket av laboratoriearbetet inom héilso- och sjukvarden é&r ett stort antal prover, som
analyseras med hog grad av automation med redan validerade, kommersiella métsystem déir bade
kalibratorer och kontrollmaterial kan ingd. Laboratoriet behdver verifiera tillverkarens angivna
prestanda och validera eventuella avvikelser samt validera egenutvecklade metoder. Socialstyrelsen och
Liakemedelsverket ar tillsynsmyndigheter. Ménga av métsystemen som anvédnds dr CE-mérkta enligt
krav i europeisk lagstiftning, vilket medfor skyldighet for tillverkaren att dokumentera och redovisa
mitsystemens prestanda [58]. Flera allménna och sektorsspecifika dokument med koppling till
metodvalidering finns publicerade [26, 59, 60]. Ackreditering sker pa basis av standarderna ISO/IEC
17025 [5] och/eller ISO 15189 [6]. I kombination med ISO 15189 kan dven ackreditering av ‘patientnéra
analyser’ goras utifrén ISO 22870 [61]. De flesta sjukhuslaboratorierna inom omradet patologi, och alla
3



inom omrédena klinisk kemi, medicinsk mikrobiologi, klinisk immunologi och transfusionsmedicin, &r
ackrediterade. Den externa kvalitetskontrollen (kompetensprovningsprogram) ar val utvecklad.

Kriminalteknik

Kriminalteknik (forensik) dr den sammanfattande bendmningen av de tekniska undersékningsmetoder
som anvands av polisen i samband med brottsundersékningar. I arbetet anvénds instrumentella metoder
for savil kvalitativa som kvantitativa kemiska analyser, operatorsbaserade metoder, t.ex. jamforelser av
fingeravtryck, informationsteknologi (IT), rittsantropologi, ballistik, brandteknik, toxikologiska och
rattsmedicinska analyser m.m. [62]. Den svenska verksamheten sker vid Nationellt forensiskt centrum
(NFC), en avdelning inom Polismyndigheten. Undersokningar ackrediteras pé basis av ISO/IEC 17025
[5] och ISO/IEC 17020 [63]. Valideringen av instrumentella metoder kan ofta forlita sig pa klassiska
prestandaegenskaper (Se Avsnitt 5). Operatorsbaserade metoder ar sdllan standardiserade. En central
aspekt av valideringsarbetet for dessa metoder ér att kunna visa att urval, beskrivning, klassificering och
markning av provforemal sker pa ett &ndamalsenligt sétt.

Industriella tillimpningar

Kvalitetsledningssystem som anvénds i tillverkningsindustrin, t.ex. IATF 16949 [64], kan stélla krav pa
validering. I sektorn anvinds ofta begreppet mdtsystemanalys (MSA) som syftar till att sdkerstilla att
instrument m.m. &r tillrdckligt bra. Hela métsystemets variation, bias, stabilitet och linjéritet undersoks
(Figur 3). Vanliga kriterier ar att ett métsystem &r bra om dess variation (6s) dr mindre &n 10 % av
produktspecifikationen/toleransen, och anvandbart om dess variation dr mindre &n 30 %.

Mztmiljs

Upprepade matningar
i varierande milj®

Operatér

Métobjekt Upprepade métningar med olika
Upprepade matningar pa — = operatdrer (med medelvardes-
olika prov eller delar av - -> bildning over ett antal forsok och

samma prov I delar) med matutrustning och

miljd oférandrade

Matmetod
*Upprepade matningar
*Noggrannhetsforsok
*Metodspecifikationer
*Kravuppfyllelse

Figur 3. Mdtsystemanalys (MSA) anvinds framforallt inom fordonsindustrin och liknar en validering med fokus
pd metod, objekt, miljé och operator. MSA erbjuder ett antal statistiska metoder som utgor krafifulla verktyg att
spdra orsaken till variationer i produktegenskaper och mdtresultat.

I industriella tillimpningar som stél-, kemikalie- och papperstillverkning spelar kemin en visentlig roll.
Foretagslaboratoriet Overvakar processen och produktkvaliteten. Metoder tas fram internt eller i
samverkan med intresseorganisationer. Rutiner for validering/verifiering &r i regel de som diskuteras i
denna Handbok. Tva tekniska rapporter beskriver hur statistiken i Del 1-3 av ISO 5725 tillampas inom
stalindustrin d& metoder valideras genom sérskilda jadmforelser mellan laboratorier [65, 66].

Forskning och utveckling

Maitmetoder som tas fram inom ramen for forskning och utveckling vid universitet, hgskolor och
forskningsinstitut blir i regel snabbt tillgdngliga via publikationer i vetenskapliga tidskrifter. Det blir allt
vanligare att universitet och hdgskolor infér kvalitetsledningssystem och dven ackrediterar
laboratorieverksamhet [67]. Ddrmed kan valideringsarbetet komma att framhdvas mer i publikationerna.
Det finns dven vetenskapliga tidskrifter som fokuserar pa matkvalitet och kvalitetssakring [68].



1.6 Kravisamband med laboratorieackreditering

Kraven pa validering och verifiering av analysmetoder ar tydliga i de internationella standarder som
ligger till grund for ackreditering av laboratorier [5, 6]. Dar star bland annat:

¢ ”Innan metoder anvinds ska laboratoriet verifiera att det kan tillimpa dem pa ett korrekt sétt, genom
att sikerstilla att det kan uppfylla kravet pé prestation. Dokumentation om verifieringen ska bevaras”
[51;

¢ ”Validerade undersokningsrutiner som anvinds utan modifiering ska undergd en oberoende
verifiering av laboratoriet fore rutinmassig anviandning” [6];

e ”Laboratoriet ska validera icke-standardiserade metoder, metoder utvecklade av laboratoriet samt
standardiserade metoder som anvénds utanfor sina avsedda tillimpningsomraden, eller som pa annat
sdtt har modifierats. Valideringen ska utforas i den omfattning som ar nddvandig for att uppfylla
behoven for en given tillimpning eller ett givet tillampningsomrade” [5];

¢ ”Laboratoriet ska bevara foljande uppgifter fran valideringar: den valideringsrutin som anvénts,
specifikation av krav, faststillande av metodens prestanda, uppnédda resultat och ett utlatande om
metodens tillforlitlighet och dess ldmplighet f6r den avsedda anvéndningen” [5];

o ’Nér dndringar av en validerad metod gors ska det faststillas vilken paverkan sddana &ndringarna
har, och om det visar sig att de paverkar den ursprungliga valideringen ska en ny metodvalidering
utforas” [5];

¢ ”Laboratoriet skall anvinda undersokningsmetoder som har validerats for deras avsedda anvandning.
De sérskilda kraven (prestandaspecifikationer) for varje undersdkningsrutin skall kopplas till
undersdkningens avsedda anvindning” [6].

For laboratorier med ‘flexibel ackreditering’ ldggs sarskild vikt vid valideringsarbetet [69].
Ackrediteringsformen innebér att laboratoriet kan gora vissa éndringar i sina ackrediterade metoder
utan att forst inhdmta Swedacs godkdnnande. Swedac foljer sedan upp de dndringar som gjorts vid
nidstkommande bedomningstillfalle.

1.7 Grundliaggande begrepp for méitningar och mitkvalitet

Information fran metodvalideringen kommer i viss man att formedlas utanfor laboratoriet, t.ex. till
kunder, myndigheter och ackrediteringsorgan. Du kan undvika missforstand genom att:

e anvinda termer och definitioner som ar svensk eller internationell standard;
o folja rekommendationer som utfardats for den sektor dir du arbetar;

o referera till dokument dér termer och definitioner framgar;

¢ vid behov, forklara inneborden i de begrepp du anvander.

Grundldggande begrepp for mitningar beskrivs i VIM [2]. Eurachem har publicerat en introduktion till
VIM f{or analytiska kemister [70]. Noggrannhet, riktighet och precision behandlas i ISO 5725 [17].
Internationella kemiunionen (IUPAC) har ocksd publicerat ett dokument om nomenklatur for
metodvalidering [71]. Termer och definitioner med direkt anknytning till metodvalidering aterges i
denna Handbok i en bla ruta i texten i direkt anslutning till det aktuella d&mnet. Nar officiella
Oversattningar till svenska saknas framgéar detta i anslutning till litteraturreferensen. Synonymer till vissa
termer aterges inom parentes eller i fotnoter med kommentar. I borjan av denna Handbok finns en
ordlista som stod.

Halt, koncentration och brdak

Manga olika storheter anvands for att beskriva hur mycket av ett &mne som finns i ett prov [72]. I denna
Handbok anvinder vi halt” eller “koncentration” som en allmin beskrivning (...ldg silverhalt...,
...bestamning av koncentrationen kadmium...). I manga fall méaste storheten specificeras mer i detalj
t.ex. ...masskoncentration... och ...molbrdk...).



Fel, noggrannhet, osiikerhet och korrektioner

Begreppet (mdt)noggrannhet liksom dess tva delar riktighet och precision, ar kvalitativa métt for en
analysmetods eller ett analysresultats kvalitet [17].! Den variation som observeras vid upprepade
matningar &r ett uttryck for bristen pd precision och avspeglar féorekomsten av slumpmdssiga fel. Som
kvantitativt matt anvands i regel standardavvikelsen eller den relativa standardavvikelsen. Man kan inte
korrigera for sSlumpmaéssiga fel men deras inverkan kan minskas genom att gora fler mitningar. En metod
kan ha bra precision men dnd& uppvisa ett systematisk fel [2].> Det innebir att resultatet avviker (uppét
eller nedat) fran ett accepterat referensvérde eller fran nagot annat vdrde som anses representera
sanningen. Ju storre avvikelser desto sémre riktighet. Som kvantitativt métt pé riktighet anvinds bias.
Man kan korrigera for ett systematiskt fel (bias) men korrektionen kan aldrig bli perfekt.?

Maitosdkerhet ar ett kvantitativt matt pa kvaliteten for ett métresultat. Grunderna behandlas i GUM [12].
Mitosédkerhet och métnoggrannhet 4r inte samma sak men om man resonerar utifran att “fel leder till
osdkerhet” sa kan man knyta ihop de tva begreppen sasom visas i Figur 4 och Figur 5 [73].

I alla steg av matningen finns faktorer som paverkar matresultatet och leder till osékerhet. En del beror
pa slumpmassiga effekter, t.ex. variationen vid fyllning och témning av en pipett, och andra pa
systematiska effekter t.ex. utbytet vid en extraktion. Métningar kan utvérderas i detalj och olika
osdkerhetskdllor redovisas var for sig. Vid metodvalidering ér det dock vanligare att man uppskattar ett
totalt slumpmassigt fel (matt pa precision) och ett totalt systematiskt fel (méatt pa riktigheten). Detta
behandlas mer utforligt i Avsnitt 5.2 och 5.3. Referens 32 innehéller en utforlig lista Over
osdkerhetskdllor som kan forekomma 1 analytiska tillimpningar.

Battre riktighet
®
%,
2N
2\ %,
o %,
Xy
4

- \ : ® L
i ° o .
. LT ®
b . B Systematiskt fel
; (bias)
c) d)

Battre precision

Figur 4. Trdffbilden vid pilkastning dr ett klassiskt sdtt att illustrera mdtkvalitet, t.ex. som noggrannhet (riktighet
och precision) eller mdtosdikerhet. En metod som ger en trdffbild som i a) har dadlig precision och bra riktighet. 1
d) dr precisionen bra men riktigheten dalig. I ¢) dr savdl precision som riktighet ddlig. Trdffbilden i b) uppvisar
bra riktighet och precision. Resultatet fran en enskild mdtning dr noggrant i b) och mindre noggrant i a), c) och
d). Mdtosdkerheten kommer att vara storst i c) och ldgst i b).

! Noggrannhet och riktighet forvixlas ofta. Inom likemedelsindustrin anvinds noggrannhet istdllet for riktighet
[10]. Utanfor mdtvetenskapen (se uppslagsverk) anvinds precision och noggrannhet ofta synonymt.

2 En tredje feltyp dr grova fel (misstag). Dessa gor mditningen ogiltig forutsatt att de upptiicks! Exempel dir
forvixling av prover, tillsats av for stor volym reagens, eller for kort uppvirmningstid. Grova fel kan inte
behandlas inom ramen for noggrannhets- eller mdtosdkerhetsbegreppet.

3 Det dir vanligt att kemisten korrigerar for blanker, kemikaliers renhet, stérningar och forluster.
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Figur 5. Bilden dr ett forsdk att visa pa sambanden mellan nio begrepp som ofta anvinds for att beskriva olika
aspekter av mdtkvalitet. Savdl kvalitativa som kvantitativa beskrivningar forekommer. Exempel: Ett systematiskt
fel inverkar pd mdtningens riktighet men for att veta hur mycket mdste motsvarande kvantitativa mdtt (bias)
uppskattas (horisontella pilar). De vertikala pilarna visar att begreppen i rott kan delas upp i tva komponenter,
t.ex. att mdtnoggrannhet bestdr av riktighet och precision.

Metrologisk spdrbarhet

Genom det internationella mattenhetssystemet (SI) finns en global dverenskommelse om hur man
definierar grundenheter som kg och mol. Begreppet metrologisk spdrbarhet ar centralt for att forsta hur
man i praktiken kan jaimfora maétresultat fran laboratorier, framtagna med olika metoder vid olika
tidpunkter.

Ett korrekt métresultat forutsitter att kemisten kalibrerar sitt instrument. Den som tillverkat kalibratorn
maste ocksa kunna visa vilken mitmetod som anvénts for att dsétta vérden till kalibratorn och att dessa
ar korrekta. ”Sparbarhetskedjan” i1 Figur 6 visar hur laboratoriets resultat pd ett rutinprov med en
rutinmetod kan sparas tillbaka till en gemensam referenspunkt via olika kalibratorer och méatmetoder.

Olika laboratorier anvénder ofta kalibratorer fran olika tillverkare. Det &r inget problem s& linge man
kan visa att kalibratorernas viarden kan sparas tillbaka till en gemensam referenspunkt. I t.ex. ISO/IEC
17025 och i vigledningsdokument fran Swedac fortydligas de krav rérande kalibrering och metrologisk
sparbarhet som stills pa ackrediterade laboratorier [17, 74].



Metrologisk referens
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Figur 6. En sparbarhetskedja innehdller information om material och mdtmetoder. Syftet dr att visa sambandet
mellan laboratoriets resultat och en gemensam mdtteknisk (metrologisk) referenspunkt. Referenspunkten kan t.ex.

vara en grundenhet i det internationella mdttenhetssystemet (SI), en viss kalibrator eller en speciell mdtmetod som
man har kommit 6verens om.



2 Grundlaggande principer for metodvalidering

2.1 Oversikt av valideringsprocessen

Valideringen utfors vid négot eller ndgra tillfdllen under metodens livstid och visar om metoden é&r
lamplig for den avsedda anviandningen (Figur 7).

Metodutveckling/ Validering Rutinméssig anvéndning

Planerin
2 -anskaffning eller verifiering  Intern och extern kontroll

Figur 7. Tidsfaser for en mditmetod. Mot slutet av metodutvecklingen framtrdder en bild av metodens prestanda.

Det ar utifran kundens problemstéllning och krav som kriterier for vad som gér metoden dndamalsenlig
(eng. fit for purpose”) tas fram (Figur 8). Oavsett vilka prestanda som metoden pastas ha, bestdms
anvindbarheten av hur den fungerar pa det aktuella laboratoriet. Redan under utvecklingsarbetet bor
regelbundna genomgangar bekrifta att kundens behov fortfarande tillgodoses [5].

frin kundens problemstalining

}

Identifiera/modifiera
befintlig metod eller
utveckla ny metod

[ Definiera analytiska krav }

A\4
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Kan de
analytiska

NEJ
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kraven? sankas?
NEJ
Utfirda J Ange de nya
_— analytiska
valideringsrapport Kraven
Y v
Metoden kan Metoden kan
anvandas inte anvandas

Figur 8. Oversikt av metodvalideringsprocessen. I ett av stegen utviirderas prestanda-egenskaper och resultatet
Jamfors med de analytiska kraven. Kdlla: Figur 1, Referens 21.



2.2 Forberedelser
Innan valideringsarbetet paborjas ska:

e laboratoriet vara inforstatt med de krav som stélls pa metoden;

o det finnas en fardigutvecklad metod och en detaljerad beskrivning av hur métningen gar till pa ditt
laboratorium,;

e det finnas lamplig och kalibrerad/underhallen utrustning, personal som ar kompetent att hantera
metoden och en ldmplig laboratoriemiljo;

o det finnas ldmpliga prover och referensmaterial som ar tillrédckligt stabila och homogena.

Valideringen kan komma att visa att ett eller flera krav inte uppfylls! Eventuellt kan metoden da
vidareutvecklas, vilket resulterar i en ny metodbeskrivning och férnyat valideringsarbete.

2.3 Beskrivning av prestanda

En mitmetods prestanda beskrivs vanligen med egenskaper som ‘riktighet’, ‘precision’, ‘métomrade’
och ‘robusthet’ (motstandsforméga) och métosdkerhet [21]. Dessa egenskaper kan liknas vid en meny
(Figur 9) som stér till kemistens forfogande och beskrivs i detalj i Avsnitt 5.

o 1 Figur 9. En metodvalidering
” dr som ett smérgasbord. Pa
' : menyn stdr olika egenskaper
som anvdnds for att beskriva
metodens prestanda. Det dr
inte sdkert att du behover ta
for dig av allt!

Maitosdkerheten ér en viktig indikator pa resultatens tillforlitlighet. For ménga ackrediterade métningar
stélls krav pa mitosédkerhet [5, 6] och det dr darfor vanligt att utvardera métosdkerheten inom ramen for
metodvalideringen. ISO 21748 visar hur data for precision och bias, framtagna vid sarskilda jamforelser
mellan laboratorier, kan anviandas i matosdkerhetsutvarderingen [34]. Denna Handbok tar endast upp
nagra grundldggande aspekter av matosédkerhet, se t.ex. Avsnitt 1.7 och 5.6.

2.4 Betydelsen av statistiska tester

Vid metodvalidering anvénds statistiska tester for att objektivt faststilla och dokumentera metodens
prestanda. Bra vetenskapligt arbete bygger pé att laboratoriet testar sina antaganden. Sadan
“hypotesprovning” dr viktig och ligger till grund for #-test, F-test och andra statistiska tester som
forekommer i samband med validering [36, 37].
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Histogram Over resultat frdn métningar visar ofta pa en symmetrisk férdelning runt medelvérdet med
flertalet resultat samlade i mitten av fordelningen. Man siger att resultaten dr normalfordelade. Aven
viarden mycket langt fran mitten kan erhéllas men sannolikheten for detta dr 1ag. Flera statistiska tester
som anvénds i samband med metodvalidering forutsdtter att resultaten &r just normalfordelade.

Normalfordelningen beskrivs med tva parametrar, ett ldgesmatt (1) och ett spridningsmatt (o). Nér en
kemisk métmetod undersoks uppskattas 4 och omed medelvirdet x respektive standardavvikelsen s. Ju
fler métningar som gors desto béttre blir uppskattningen. Av praktiska och ekonomiska skl kan
kemisten bara gora ett litet antal métningar. Man kan visa att 6—15 upprepade métningar &r en acceptabel
kompromiss mellan arbetsinsats och tillforlitlighet (se Figur 9.1 i Referens 36). En standardavvikelse
baserad pa 10 upprepade métningar kan variera med ungefar en faktor tva fran ett tillfdlle till nésta,
enbart p.g.a. slumpen [75].

Ibland observeras resultat som forefaller skilja sig mycket fran de andra. Sddana “avvikande varden”
(eng. ”outliers”) har stor inverkan pa medelvérde och standardavvikelse. Statistiska tester, t.ex. Grubbs
test, kan anvéndas for att identifiera avvikande vérden [36, 37, 76]. OBS! att ta bort avvikande varden
enbart pa statistiska grunder rekommenderas inte. Om kemisten déremot kan visa att nadgot blev fel med
just den analysen finns en saklig grund att ta bort det avvikande vardet.
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3 Krav pa mitningen och beskrivning av metoden
3.1 Kundens frigestillning

Utgangspunkten for valideringen dr kundens fragestillning, t.ex:

e kan detta avloppsslam anvéndas som jordforbéttringsmedel?

o fir detta material klassificeras som ett rostfritt stal utifran kraven i standarden SS-EN 10020?

o uppfyller fabrikens avloppsvatten utslappsvillkoren?

e har koncentrationen av nirsalter i sjon Asunden sjunkit sedan mitningen 2008?

e kan schaktmassor fran den nedlagda bensinstationen i Bollebygd ldggas pa deponi?

o tyder resultatet frdn métningarna av glukoskoncentrationen i Sven Svenssons blodplasma pa att han
har diabetes?

Tillsammans med kunden sétter sig laboratoriet in i fragestillningen. Genomgangen syftar till att
laboratoriet ska kunna forsta vilka méttekniska (analytiska) krav metoden behover uppfylla och utifran
dessa vélja bland befintliga metoder eller utveckla en ny metod (Figur 10).

Figur 10. Det kan finnas fler dn en mojlig mdtmetod.
Laboratoriet beslutar vilken metod som dr bdst
ldmpad for att besvara kundens fragestdllning.

De krav som stills pd metoden dokumenteras i valideringsplanen (Se Avsnitt 4 och Bilaga 1-3).
Laboratoriet kan behova fundera pa foljande:

Provtagning, -transport och -beredning

e hur gar provtagningen till och vem ar ansvarig?

o hur sdkerstills provets integritet bast under transporten?

o krivs neddelning av provet pa laboratoriet?

e dr analyten jamnt fordelad eller lokaliserad till en speciell fas? Hur stor mangd/volym behovs for att
fa ett representativt prov?

e vilka begrénsningar i provstorlek och provtillgidnglighet finns?

Miitning/undersokning
o for kvantitativa tillimpningar, vilken &r métstorheten (konduktivitet, masskoncentration, pH...) och
vilken enhet (S/m eller A-V'-m™!, mg/L eller pg/L....) bor resultaten rapporteras i?
o vilket matomrade &r aktuellt?
o for kemiska tillimpningar, vilken &r analyten och &r den nérvarande i mer &n en form (eng.
”species”). Vilken/vilka former bor inga i undersdkningen?
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e vilka provtyper forekommer (blod, vatten, jord...)? Vad bestar matrisen av och vilka komponenter i
den utgor troliga interferenser?*

 hur stor méatosidkerhet kan kunden acceptera?

e vilka begransningar finns betrdffande tid, kostnad, lokaler (méatning i falt eller patientndra) och
utrustning, provmaterial, referensmaterial/métnormaler och personalens kompetens?

Utviirdering/rapportering

e vilken bas for rapportering bor anvéndas i svaret till kunden?

o ska resultaten jamforas med resultat fran andra laboratorier och darfor rapporteras pa ett visst satt?

e behover kunden en ‘forsikran om Gverensstimmelse’ [5, 77] 1 forhallande till en specifikation eller
standard for métningen och vilken beslutsregel ska i sa fall anvéndas for att hantera matosékerheten?

3.2 Metodbeskrivningen

Den detaljerade beskrivningen av hur arbetet gar till pa laboratoriet dokumenteras i det som ofta kallas
‘metodbeskrivning’ (Se Ordlista). Metodbeskrivningen kan t.ex. utformas enligt Eurachems guide,
Bilaga A [21]. Den ska bl.a. ange maitstorhet/egenskap, omfattning (eng. ”scope”), analyt inklusive
kemisk form dér detta ar lampligt,> métosikerhet, matomréade, utrustning och reagens, och utférande
inklusive tilldten variation i experimentella parametrar, information om hur kalibreringen utfors, intern
kvalitetskontroll samt sdkerhetsforeskrifter.

Det dr limpligt att dversiktligt beskriva de steg som ingér i mitmetoden (Figur 11). Aven om
metodvalideringen ofta omfattar momenten fran det att provet anlént till laboratoriet maste ansvaret for
provtagningen dnd4 klarldggas. Metoden kan hénvisa till dokument som anger att provtagning ska ske
enligt vissa rutiner eller av ndgon som fatt sdrskild utbildning for detta (“behorig provtagare”).
Provtagning och provhantering utgér ofta de helt dominerande osékerhetskéllorna for metoden [78, 79].

Provtagning

; » Transport
Provhantering < Honoienissig

» Konservering

» Forvaring
Provberedning » Uttag av delprov

» Tillsats av reagens

~—  + Uppslutning
* Reaktion

Mélning * Separation av storande dmnen
» Tillsats av reagens
v + Kalibrering

* Signalavlidsning

Utvardering » Berdkning av resultat

e

Figur 11. Exempel pd moment som kan ingd i en mdtning frdn provtagning till utvirdering.

4 For att beskriva mdttekniska problem som beror pd provets eller kalibratorns sammansdtining anvinds ord som
storning, matriseffekt och kommutabilitet.

> For fysikaliska mdtningar som viskositet, konduktivitet eller flampunkt, och for mekaniska provningar som
hardhet, trycktdlighet eller dragstyrka, dr det inte relevant att referera till en specifik analyt. I vissa andra fall
sammanfattas de kemiska dmnena som underséks med sirskilda namn (t.ex. aska, fiber, fett).
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4 Valideringsplan
4.1 Grunder

Valideringen ska ge en realistisk bild av metodens prestanda pa det laboratorium dér den implementeras.
Forhallandena under valideringsarbetet ska dérfor, sa langt det 4r mojligt, likna de som kommer att rada
ndr metoden anvénds rutinméssigt. I planeringsfasen utgar man fran kraven pa metoden, dess status och
tillampning och styr upp valideringsarbetet i detalj [62, 80]. I detta ingar att faststilla:

e vem som ska planera och ansvara for valideringen och vem/vilka ska utfora det experimentella
arbetet;

e vem/vilka som ska granska metodbeskrivningen innan arbetet startar;

e vilka egenskaper som ska undersokas, antal métningar, hur experimenten ska gé till och hur de ska
utvérderas;

o vilka métnormaler/referensmaterial, provtyper och blanker som behovs;

o lampliga koncentrationer pa kalibreringslosningar;

¢ i vilken ordning experimenten ska utféras och nir méste valideringen vara klar (tidplan).

Diskutera valideringsplanen med en statistikkunnig kollega. Gemensamt for alla egenskaper som ska
undersokas dr ju att de underbyggs av experiment med upprepade mitningar. De resurser som star till
forfogande ar i regel begransade. Finns det en deadline nér valideringen maste vara klar? Det géller att
planera arbetet sé att det blir bade effektivt och bygger pa ett acceptabelt statistiskt underlag. Har foljer
nagra exempel:

o ctt forsok didr man varierar ménga faktorer pa ménga nivéer blir i regel dyrt. En studie med farre
maitningar, baserade pa t.ex. ytterlighetsvarden eller pa storre dn forvantade forandringar, kan ibland
dnda anses acceptabel [7]. Mitningar pd grund- och havsvatten kan darfor utgbéra acceptabla
ytterligheter for “naturliga vatten” under valideringen;

eresurser sparas om data frén ett experiment kan anvéndas for att f4 information om flera
prestandaegenskaper [81]. Ska en detektionsgrdns bestimmas kan kanske resultaten frén en
precisionsstudie pa prov med lag niva anvéndas;

¢ en robusthetsstudie kan utformas sa att viktiga effekter ger sig till kinna med ett litet antal experiment
(Avsnitt 5.5);

e om en kemist vill undersdka precisionen genom att géra som mest femton métningar kan detta ske
pa olika sdtt. Kemisten bedomer att variationen fran dag till dag ar betydligt storre &n den under
samma dag. Kanske dr omkalibreringen av instrumentet, eller variationen i utférandet betydande
faktorer. I den hér situationen &r det béttre att gora tre bestimningar pa fem olika dagar d4n fem
bestdmningar pé tre dagar;

¢ den ordning i vilken prestandaegenskaperna undersoks kan ha betydelse. I regel undersoks metodens
selektivitet tidigt 1 valideringen. Om man inte vet att selektiviteten dr acceptabel dr det inte sarskilt
meningsfullt att undersdka precision och bias. I vissa fall 4r det bra att undersoka robustheten fore
precision och bias eftersom robustheten ger information om kritiska steg som behdver styras upp. |
andra fall kan en foreskrift reglera att robusthetsstudien utfors sist [49].

Det &r inte sdkert att det d&r samma person som har utvecklat metoden och/eller tagit fram
metodbeskrivningen som sedan ska gora valideringen. Lés dérfor noga igenom metodbeskrivningen
innan arbetet borjar. Texten kan vara baserad pé ett mer generellt dokument och/eller Gversatts fran ett
annat sprak. Ar alla instruktioner klara och tydliga?

Ditt foretag kan ha dokument i ledningssystemet som ska anvéndas vid validering. I annat fall kan
mallen (Bilaga 1) eller sektorsspecifika dokument [62, 80] anvindas som grund for planering och
rapportering av valideringsarbetet. Mallen i denna Handbok bestar av en titelsida, en sida som
specificerar prestandacgenskaper, krav och ger en oversikt av forséksplaneringen, en sida for varje
prestandaegenskap dir det experimentella arbetet beskrivs och resultaten utviarderas samt en sida dar
resultaten sammanfattas och slutsatser om metodens anviandbarhet dras.
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4.2 Valideringsarbetets omfattning

Det arbete som laboratoriet méste ldgga ner for en validering beror bl.a. pd personalens erfarenhet,
metodens status och dess anvéndning, sektorsspecifika anvisningar och krav fran myndigheter [7, 10,
82].

Validering av en sparelementanalys inriktar sig delvis pa andra egenskaper dn analys av en
huvudkomponent (Tabell 1). Det finns exempel pa sektorsspecifika anvisningar som svarar mot dem i

Tabell 1. ICH nidmner tre slags analyser (“identification”, “testing for impurities” och “assay”) och
redogor for vilka egenskaper som ska undersokas i respektive fall [10].

Ofta ligger fokus pa metodens 6vergripande prestanda. Det finns dock situationer dér det dr intressant
for laboratoriet att f4 en mer detaljerad bild av ett enskilt steg eller hur instrumentet upptrader under
optimala forhallanden. Négra exempel ar:

e bakgrundsbruset fran t.ex. en vétskekromatograf dar mobilfas kontinuerligt pumpas in kan anvédndas
for att uppskatta instrumentets detektionsgrdns;

e en 16sning bestdende av kdnd méngd analyt i ett rent 16sningsmedel som injiceras upprepade ganger
i en atomabsorptionsspektrometer vid ett specifikt tillfdlle ger en bild av instrumentets precision
under repeterbarhetsforhallanden;

e signalerna frén en serie 16sningar, bestaende av kdnda méngder analyt i ett rent 16sningsmedel, ger
en bild av hur instruments respons varierar med koncentrationen och kan anvédndas for att
demonstrera instrumentets analytiska kéinslighet,

e upprepad extraktion av vattenldsningar med tillsats av kind mangd analyt och efterféljande métning
ger en bild av precisionen och utbytet i detta steg.

Ar metoden ansedd som “etablerad”, t.ex. standardiserad eller foreskriven i sektorsspecifika
anvisningar, ar det grundldggande valideringsarbetet redan utfort. Laboratoriets arbete gar da ut pa att
verifiera angivna prestanda (Tabell 2). En verifiering innebér visserligen att en del experimentellt arbete
maste utféras men omfattningen &r i regel mycket mindre dn for en validering.

Tabell 1. Prestandaegenskaper som bér ingd i valideringen for olika typer av analyser.

Typ av analys
Prestandaegenskaper o Kvantitativ Kvantitativ Fysikalisk
Kvalitativ Huvudkomponent Sparimne egenskap
Precision v v v v
Riktighet v v v v
e Bias 4 v v
e Selektivitet v v v v
Maitomréde v v v
e Linjiritet (linjart omrade) v v v
o Analytisk kénslighet v v v
e Rapportgrins (LOQ) v
e Detektionsgrins (LOD) v v
Robusthet 4 4
Mitosékerhet ) v v v
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Tabell 2. Olika situationer som styr valideringsarbetets omfattning.

Metodens status och
anvindning

Valideringsarbetets omfattning i olika situationer

Etablerad metod

Metoden dr publicerad som en standard och dess prestanda har undersokts i
en sirskild jamforelse mellan laboratorier. Laboratoriet tinker anvénda
metoden sd som den beskrivs i standarden.

Metoden dr publicerad som en standard och dess prestanda har undersokts i
en sarskild jimforelse mellan laboratorier. Laboratoriet vill anvéinda metoden

pa en ny provtyp.

Riktighet, precision samt eventuellt mdtomrade bor verifieras. Prestanda for
ny provtyp ska valideras.

Metoden dr publicerad som en standard eller i ett erként sektorsspecifikt
dokument. Information om metodprestanda ar bristféllig eller saknas.
Laboratoriet tdnker anvéinda metoden i enlighet med angiven omfattning.

Riktighet, precision samt eventuellt médtomréade bor valideras.

Ej etablerad metod

Metoden ér publicerad i en vetenskaplig tidskrift. Publikationen innehaller
viss information om metodens prestanda.

Metoden har publicerats i den vetenskapliga litteraturen men information om
dess prestanda saknas.

Metoden har utvecklats internt av laboratoriet.

Riktighet, precision, midtomrade och robusthet bor valideras.

Séllan anviand
metod

Metoden anvénds vid enstaka tillfélle varje ar, kanske for specialanalyser.

Samma krav som for etablerade/ej etablerade metoder enligt ovan giller.
Dessutom bor metodbeskrivningen och andra relevanta rutiner (t.ex.
personalens kompetens) ses over.

Tillfallig (ad-hoc)
metod

Metoden ska enbart anvéndas vid ett enstaka tillfélle. Laboratoriet kan utga
fran en befintlig metod for liknande analyter. Kraven pa métkvalitet kan vara
lagre dn normalt och kund och/eller laboratoriet vill hélla nere kostnaderna.

Riktighet och precision bor valideras.

Metoden eller forutséttningarna for dess tillimpning har dndrats pa ett
betydande sitt. Det kan t.ex. vara ett nytt instrument, byte av detektor, nya
partier av reagens med kraftig varierande egenskaper. Ett provupparbetnings-

Andrad metod steg har modifierats eller nya/ombyggda lokaler har tagits i bruk.
Laboratoriet bor atminstone verifiera att gjord(a) dndringar inte medfort en
forsdmring av riktigheten.

Laboratoriet anvinder metoden och har infort interna och externa
kvalitetskontrollatgiarder. Valideringsunderlaget ar bristfalligt eller saknas.

Metoden éar i drift

Faststill vilka prestandaegenskaper som behdver dokumenteras utifran
metodens status och anvédndning. Sammanstdll prestanda fran den interna och
externa kvalitetskontrollen. Komplettera vid behov med fler experiment.
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4.3 Inledning till exempel

For att illustrera valideringsarbetet anvénder vi en metod for bestdimning av laga halter ammoniumkvéave
[83]. Eftersom metoden é&r standardiserad och dess prestanda har undersokts i en jimforelse mellan
laboratorier anses den vara etablerad (Se kriterier i Tabell 2). Laboratoriet vill inféra metoden och arbeta
efter standarden och har darfér utarbetat en intern metodbeskrivning som passar tillganglig
instrumentering, utrustning och provtyper.

Kemistens utgangspunkt &r att det &r tillrackligt att verifiera precision, riktighet och analytisk kénslighet.
Laboratoriet vill kunna rapportera resultat pa lagre nivaer dn vad standarden anger och behdver darfor
dven validera den nya rapportgrénsen (se Tabell 1 och Tabell 2).

Kemisten borjar med att fylla i grundldggande information om metoden (Figur 12) och de egenskaper
som ska undersokas (Figur 13). Nedan kommenteras vissa av punkterna pa mallens forsta sida.

Metodens omfattning

Avsnittet Metodens omfattning ska gora det mojligt for ldsaren att snabbt dra slutsatser om vad det &r
tiankt att metoden ska klara av. Inled gérna texten med formuleringen "Metoden dr ldmplig for...” och
ta med information om f6ljande:

e mitstorhet, t.ex. pH, masskoncentration, konduktivitet, alkalinitet;

e analyt(er) eller vedertagen bendmning pé flera substanser, t.ex. kol, syre, kvive, PAH, anjoner,
sparelement;

e den/de former av analyten som ska maétas, t.ex. alla former (total””), substanser som &r tillgéngliga”,
”lakningsbara” eller substanser dér analyten har ett visst oxidationstal t.ex. Cr(VI);

e provtyp, t.ex. humant serum, jord, plast, rostfritt stal;

e metodens méatomrade, dvs halter av analyter (eller motsvarande storheter) i inkommande, ej beredda
prover;

o mitteknik, t.ex. jonkromatografi, rontgenfluorescens.

Metodens status och anvindning

Informationen om metodens status och anvindning ger en snabb indikation pa valideringsarbetets
omfattning. Ar metoden redan i drift finns sannolikt information om prestanda som litt kan
sammanstillas for att mota krav pa dokumentation, t.ex. for ett laboratorium som ska ansdka om
ackreditering. Vi anvidnder formuleringen “etablerad” om metoder som publicerats av erkidnda
standardiseringsorgan t.ex. SIS, CEN, ISO, CLSI och internationella organisationer som ASTM, WHO,
ICH och USP. Frdgan om metoden avser en ’operationellt definierad métstorhet’ dr inte alltid sa létt att
besvara. Se exempel i ordlistan i bérjan av Handboken.

Bas for rapportering

Med bas for rapportering menas att resultatet for métningen relateras till ett visst tillstdnd. Vanliga
exempel ar inldmningstillstand, torkat prov, glédgat prov och prov jadmviktat i en specificerad atmosfir.
Ett inkommande prov kan besta av ett fuktigt sediment (inlimningstillstdnd) men metodbeskrivningen
anger att matresultaten ska rapporteras pa prov torkat vid 105 °C under tva timmar. Basen for
rapportering blir da torkat prov”. Vid analys av gasers sammansittning maste man ibland specificera
att resultatet géller vid ett standardtillstand” t.ex. standardtemperatur och standardtryck (STP).
Ytterligare ett exempel r elektrisk konduktivitet for ett vattenprov dér metodbeskrivningen anger att
resultatet ska rapporteras vid 25 °C dven om temperaturen var annorlunda vid métningen.

Metrologisk spdarbarhet

Léangst ner pa mallens forsta sida finns rubriken “metrologisk sparbarhet”. Har beskriver du kort hur
matsystemet kalibreras. Ange kalibratorns egenskaper (t.ex. havsvatten), halten av den aktuella analyten
och eventuellt tillverkarens beteckning. Hér bor du ocksa indikera att du har kontroll pé utrustning som
végar, pipetter, ugnar etc. genom att referera till aktuella kalibreringsbevis.
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Valideringsrapport Titelsida Sid 1(6)
Datum 2020-01-29
Handléiggare Anna Analys

Metodens beteckning och

titel

A-001 Bestamning av halten ammoniumkvave i dricksvatten med flow injection
analysis (FIA) och spektrometrisk detektion enligt SS-EN ISO 11732:2005.

Metodens omfattning

Metoden ar lamplig for bestamning av ammoniumkvave (NH4-N) i dricksvatten med
halter i outspadda prover mellan 0,01 och | mg/L (10—1000 pg/L).

Kort beskrivning av
metoden

Prov injiceras i ett flodessystem som innehaller en alkalisk [8sning. Bildad ammoniak
separeras fran |dsningen i en diffusionscell och tas upp av en 1dsning med tillsatt
pH-indikator. P.g.a. ammoniaken andras I6sningens farg. En fotometrisk detektor
mater |6sningens absorbans som ar proportionell mot koncentrationen av
ammoniumkvave i provet.

Iakttagslse‘r vid Dokument A-001 beskriver klart och tydligt hur matningarna ska utféras pa vart
genomlisning av laboratorium
metodbeskrivningen )

Ange aktuell situation med Kommentar
Metoden ér i drift pa )
laboratoriet

7 Standardiserad metod. Variant med (FIA)

Metoden ér etablerad anvands. Detektion i flodescell (langd 50

Metodens status och mm).
anvindning
Metoden avser en
operationellt definierad ]
mitstorhet
Metoden ér Mitomradet andrat fran 0,1—10 mg/L till
andrad/modifierad 10-1000 pg/L
Metoden anviinds o
sallan/tillfilligt
Mitstorhet Masskoncentration
Analyt Ammoniumkvave (NH4+N)
Mittenhet pg/L
Bas for rapportering Inlimningstillstand
Mitomrade 101000 pg/L i outspatt prov
Standarden omfattar flera provtyper men
Provtyp/matris Dricksvatten endast dricksvatten ar relevant pa vart

laboratorium

Avsedd anvindning

Kontroll av dricksvattenkvalitet enligt
Livsmedelsverkets foreskrift.

Enligt ISO 5567. Se referens i SS-EN

ISO 11732 Utfors av behorig provtagare

rroviaenine Provtagningskarl: Glas Glas, polyeten eller teflon kan anvindas
Minsta provmangd: 100 mL Specificeras inte i SS-EN ISO 11732
Provbehandling Konservering: pH 2 med svavelsyra

Morkt, 2-5 °C, <24 h

Metrologisk sparbarhet

Mitresultaten for NH4-N ar sparbara till Sl-enheten pg/L via NH4Cl med
dokumenterad renhet och ovriga egenskaper enligt tillverkarens analyscertifikat.
Fysikaliska matningar gors med instrument (vagar, karl, termometrar) vars
prestanda framgar av specifikationer, kalibreringsbevis och kontroller.

Figur 12. Valideringsrapport med grundldggande information om mdtmetoden.
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Valideringsrapport

Planering

Sid 2(6)

Prestandaegenskap
Ange med M det som ska inga i
valideringen

Krav

Kommentar

Repeterbarhet

CV, (%) vid nivan
500 pg/L <28 %

Data fran SS-EN I1SO 11732

Precision Mellanlissande precision CV, (%) = 10 % vid Beriknas fran krav pa utvidgad
g8 P 500 pg/L matosakerhet
Bias < 10 % vid 500 pg/L Bgvrakr]as fran krav pa utvidgad
o matosakerhet
Riktighet - - .
. . Information om interferenser finns i
Selektivitet o
standarden
Robusthet o
Kalibrerin 5 Laboratoriet foljer standardens
g kalibreringsforfarande
c - o Teknik med kianda
Linjaritet (linjidrt omrade) ] T
linjaritetsegenskaper
Mitomride Derextionssrine (LOD) - Beriknas utifran acceptabel
Rapportgrins (LOQ) M| 10 gl mellanliggande precision
Ovre grins o
Analytisk kiinslighet ™ Kontroll foreskrivs i standarden

Utvidgad maétosiikerhet, k =2

M | 40 % (U.)

Krav i Livsmedelsverkets foreskrift.
Skattas fran experiment for bias och
precision.

Resurser Kommentar
Personalen jamnt fordelad under den
Antal personer 3 . . -
tid experimentet pagar
Antal arbetsdagar 30

Prov- och blankmaterial

Pl =20,0£0,5 pg/L
P2 = 50010 pg/L

Vattenlosningar som bereds nya varje
dag fran stamldsningar beredda fran
RI

Referensmaterial RI NH.CI, 99,5 % p.a., VWR ACS
Experiment
Dae nr Material & Antal Kommentar
g identitet métningar
I Pl & P2 3 Repeterbarhetsforhallanden
2-10 Pl I
I, 12 Pl & P2 3 Repeterbarhetsforhallanden
13-20 Pl I
21 Pl & P2 3 Repeterbarhetsforhallanden
22-29 Pl I
30 Pl & P2 3 Repeterbarhetsforhallanden

Figur 13. Exempel pd ifylld rapportmall for valideringens planeringsfas for ammoniummetoden. Fér mdtomrddet har
kemisten valt att inte verifiera linjdriteten eftersom kalibreringen dr beskriven i detalj i standarden och signalen dr
oberoende av den spektrofotometer som anvinds upp till cirka 2 absorbansenheter.
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S Prestandaegenskaper
5.1 Inledning

For att beskriva metodens prestanda anvinds egenskaper pé valideringsmenyn (Avsnitt 2.3 och Figur
9). I denna Handbok har vi valt att lata precision, riktighet, médtomrdde, robusthet och mdtosdkerhet
utgdra overgripande egenskaper. Vissa av dessa kan besta av flera delar (Tabell 3) och beskrivs i detalj
nedan.

Tabell 3. Egenskaper som beskriver en analysmetods prestanda och som kan ingd i valideringen.
Savdl strukturen som vad egenskaperna kallas kan skilja sig ndgot mellan sektorer.

Precision

e repeterbarhet

¢ mellanliggande precision

e reproducerbarhet
Riktighet

e bias

e analytisk selektivitet
Mitomrade

o linjéritet (linjart omrade)

o detektionsgrians (LOD)

e rapportgrans (LOQ)

e analytisk kénslighet
Robusthet (motstindsformiga)
Miitosikerhet

5.2 Precision

Precision: grad av 6verensstimmelse mellan oberoende resultat erhallna under foreskrivna betingelser
[17].

Grunder

Precision dr den generella termen for spridning (variation) mellan upprepade matningar pa samma eller
likartade prover [17, 75]. Man skiljer pa tre experimentella betingelser (férhdllanden, omsténdigheter)
som kan radda nir mitningar upprepas:

e repeterbarhet dr den spridning vi observerar nér faktorer som kemist, reagens, instrumentering,
kalibrering halls konstanta, och dd métningarna sker under en tdmligen kort tidsperiod (ofta samma
dag) pa samma laboratorium;°

e mellanliggande precision &r den spridning vi observerar nar metoden anvands pa ett rutinmassigt sétt
vid samma laboratorium. Det innebér att faktorer som kemist, reagens, instrumentering, kalibrering,
och tid kan variera. Den mellanliggande precisionen kan t.ex. uppskattas fran kontrollkortet;’

o reproducerbarhet dr den spridning vi observerar nér olika laboratorier férsoker mita samma sak, med
samma eller olika metoder. Information om reproducerbarhet kan fés fran kompetensprévningar [15]
eller fran sirskilda jamforelser mellan laboratorier [17, 84]. Eftersom denna Handbok handlar om
metodvalidering anvédnds termen reproducerbarhet, reproducerbarhetsgréins etc. om spridningen for
samma metod.

Repeterbarhet och reproducerbarhet utgor ytterligheter for precision. Under repeterbarhetsbetingelser ar
det fa faktorer som varierar och paverkar maétresultatet. Omvint géller att under
reproducerbarhetsbetingelser varierar allt eller ndstan allt. Darfor okar spridningen i regel nér
forhéllandet dndras fran repeterbarhet till mellanliggande precisionen till reproducerbarhet (Figur 14).

¢ Repeterbarhet kallas ibland for “inomserieprecision”.
7 Mellanliggande precision kallas ibland “"mellanserieprecision” eller "reproducerbarhet inom laboratoriet,
SRw ”.
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Nér man pratar om mefodens precision ar det underforstatt att man menar spridningen dé alla steg i
metodbeskrivningen upprepas. Om denna omfattar i) uttag av delprov, ii) provberedning, iii) kalibrering
och iv) slutbestdimning, s maste alla dessa steg upprepas for att resultaten ska vara ”oberoende”. Som
indikeras i Figur 14 kan det dock finnas situationer ndr man &ar intresserad av att undersoka
instrumentbruset eller precisionen for vissa arbetsmoment, t.ex. injektioner pa en gaskromatograf eller
ett extraktionssteg.

Kvantitativa mdtt pa precision och rekommendationer for rapportering

Det dr egentligen inte precisionen utan bristen pa precision vi uttrycker kvantitativt. De viktigaste
kvantitativa métten redovisas i

Tabell 4 och kommenteras nedan. Det vanligaste séttet att uttrycka precisionen ar med
standardavvikelsen (s). Det ar ofta praktiskt att anvidnda ett relativt spridningsmatt och uttrycka det i
procent (CV%). Medelvirdets standardavvikelse ar ett matt pd variationen for medelvirdet.
Precisionsgrdnser [17] finns ofta redovisade i standardiserade metoder och anger den storsta skillnad
mellan tva upprepade métningar som inte &r statistiskt signifikant (vid 95 % konfidensnivd). Om kunden
stdller krav pé att kunna sdga for vilken skillnad som tvd mitningar ar signifikant kan formeln for
precisionsgransen anvindas for att berdkna den standardavvikelse metoden maste ha.

Variation mellan

; Figur 14. Illustration av precisions-
Variation inom laboratoriet laboratorier & p

betingelser. Spridningen, som en
l standardavvikelse (s), okar med
l ] antalet experimentella faktorer.

I, — 1 regel dr ddrfor reproducerbarheten
l p—— sg > mellanliggande precisionen sy >
repeterbarheten s.. Pa ett enskilt
B laboratorium undersoks
I I e repeterbarhet och den mellanliggande
I | precision. Information om
reproducerbarhet fds fran jamforelser

] mellan laboratorier.
mellanliggande Aven precisionen hos ett visst steg i
RIS s ans mditningen eller hos viss utrusining

reproducerbarhet ..
kan undersékas.

Standardavvikelse (s)
)
\
I
i
[
7]
-
o
»n
A

Precision for del av
matmetoden, t.ex.
instrumentets
repeterbarhet

metodens
repeterbarhet Metodens

Tabell 4. Kvantitativa mdtt pd precision. I formlerna nedan dr n antalet mdtningar, x; resultat for
mdtning nr i, X det aritmetiska medelvirdet och s. och sr dr standardavvikelsen under
repeterbarhets- respektive reproducerbarhetsbetingelser.

Precisionsmatt Beteckning Formel

Standardavvikelse
(for ett enskilt resultat)

Varians var s2

Relativ standardavvikelse RSD S
Variationskoefficient Ccv RSD =€V = x
Relativ standardavvikelse i procent RSD % s
Variationskoefficient i procent CV % RSD% = CVo6 = x 100
Repeterbarhetsgréns r r=2,8s
Reproducerbarhetsgrians R R=228"s
Medelvirdets standardavvikelse Sg Sz = \/S—E
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Redovisa resultatet frdn varje precisionsstudie genom att specificera de experimentella betingelserna,
ange den beridknade standardavvikelsen och/eller annat lampligt métt. Eftersom en standardavvikelse i
regel ar ganska osdker (Avsnitt 2.4) bor den inte rapporteras med mer dn 23 signifikanta siffror. Antalet
maitningar eller frihetsgrader ska framga tydligt, liksom primédrdata. Grunder for misstankar och
uteslutning av avvikande virden ska redovisas, liksom vilket/vilka statistiska tester som anvints. Ofta
varierar precisionen med koncentrationen och detta kan da redovisas i en tabell eller med ett matematiskt
samband (se nedan). Rapportering av precisionsgrénser bor atfoljas av en forklaring.

Variation med halt och provtyp

Manga instrumentella analysmetoder uppvisar en tdmligen konstant standardavvikelse i den laga delen
av matomradet (ndra detektionsgransen) och en konstant relativ standardavvikelse for resultat i den 6vre
delen av haltomradet (Figur 15).

F 3
v
r S
v
r S
v

Figur 15. Precisionens (—) variation med
== koncentration. Vid ldga nivder (A) bestdms
~ precisionen i huvudsak av en konstant

™ effekt (~+++). Vid hoga nivder (C) dominerar
i en proportionell effekt - — -) och
- precisionen, uttryckt som den relativa

A standardavvikelsen ~ (RSD, CV), dr
il konstant. I omrddet mellan ldga och hoga
o nivder (B) inverkar bdde konstanta och
s proportionella effekter. Kdlla: Referens
[32].

Standardavvikelse (s)
\

Koncentration

Standardiserade metoder kan innehalla dokumentation av precisionen vid olika koncentrationer.
Arrangorer av kompetensprovningsprogram, och intresseorganisationer, gér sammanstéllningar av hur
reproducerbarheten varierar. Ett véilkant exempel, se Figur 16 dr Horwitz-trumpeten [85].

30 —

20 —

10 —

Reproducerbarhet, RSD %
(o ]
]

Figur 16. "Horwitz-trumpeten” dr en
-30 - illustration av hur reproducerbarheten
varierar med halten [85]. Underlaget
kommer fran ett stort antal metoder,
frdmst inom omradet
livsmedelsanalyser, som undersékts i
Jjamforelser mellan laboratorier.

10 ppb 4
100 ppb A
1ppm -
10 ppm +
100 ppm 4
0,1%
1%
10 %
100 %

Halt (massbrak)



I titeln pd en metodbeskrivning refereras i regel till provtyp t.ex. “naturliga vatten”, “’livsmedel”,
”fororenad mark”, “rostfritt stal”, “biologiskt material” etc. Eftersom precisionen kan variera med
provets sammansattning dr det viktigt att i “metodens omfattning” specificera vilka provtyper som ska
kunna analyseras (’grundvatten, dricksvatten, insjovatten...”). En precisionsstudie i samband med
metodvalidering kan déarfor komma att omfatta experiment med flera provtyper och halter.

e pé syntetiska prover for att studera instrumentets precision;
 pé representativa provtyper for att studera metodens precision.

Informationen fran métningarna pa rena l6sningar och riktiga prover (ev. prover med tillsats av analyt)
kompletterar varandra och underléttar felsokning och slutsatser om t.ex. stdrningar i métsystemet.

Bestimning av repeterbarhet

Repeterbarhet frian métningar samma dag - I det enklaste fallet utfor kemisten upprepade métningar
med metoden under repeterbarhetsforhéllanden, berdknar standardavvikelsen och redovisar den
tillsammans med information om de experimentella betingelserna.

Exempel: Under loppet av tre timmar hann kemisten med att utfora tio bestimningar av kadmiumhalten
i ett biologiskt material. Standardavvikelsen under repeterbarhetsforhéllanden (sr) berédknades till 0,062
umol/kg.

Repeterbarhet fran mitningar olika dagar - Vissa matningar kan ta sa lang tid att genomf6ra (timmar
eller dagar) att det inte gér att samla in tillrickligt manga resultat i ett ssmmanhéngande forsok. I sddana
fall kan data, framtagna vid olika tillfallen, vdgas samman (poolas) [8, 37]. Den sammanvigda
standardavvikelsen (sc) blir en uppskattning av repeterbarheten s;. Tva standardavvikelser som ar
ungefir lika stora poolas enligt:®

(ny—1)-s?+(ny—1)-s2 . . 52452
S = J L=l 2 =22 som forenklas till s, = S omm=m.

(n1+ny-2)

Det gar faktiskt ocksa att uppskatta repeterbarheten fran méatningar pa prov trots att standardavvikelserna
ar olika (se Figur 15 & Figur 18). Da ridknar man istéillet fram ett poolat virde CV. som blir en
uppskattning av den relativa repeterbarheten CV; [8].

2 2
(n1-1(3) +(nz-1(32)
D) eller CV, =

G+

vV, = .

om ny = na.

Detta dr anvandbart nér stabila kontrollmaterial med naturlig matris saknas. Laboratoriet kan da dnda
Overvaka metodens repeterbarhet t.ex. genom dubbelprov pa kundens material [8].

Bestimning av mellanliggande precision

I det enklaste fallet utférs upprepade métningar under forhallanden som é&r representativa for
laboratoriets tillimpning av metoden. Standardavvikelsen berdknas och redovisas tillsammans med
information om de experimentella betingelserna.

Exempel: Under tio dagar utférde kemisten var dag 1 mitning av kadmiuminnehallet i ett biologiskt
material. Standardavvikelsen under mellanliggande precisionsforhallanden (s1) berdknades till 0,090
umol/kg.

Utviirdering av repeterbarhet och mellanliggande precision med variansanalys

Nér ett laboratorium undersdker precisionen for en metod behovs i regel en uppskattning av bade
repeterbarhet och mellanliggande precision. Variansanalys (ANOVA) ar ett statistiskt verktyg som kan
anvindas for att dela upp den totala observerade variationen fran ett experiment i olika delar och
kvantifiera dessa. Dessa “variansbidrag” kan anvdndas i metodvalideringen for att utvardera olika
precisionsmatt. Planering, uppstéllning och tolkning av resultat med hjélp av ANOVA beskrivs i detalj
i standarder, vigledningsdokument och larobocker [17, 21, 36, 37]. ISO 5725 visar hur berdkningarna

8 Bdda standardavvikelserna mdste vara framtagna under repeterbarhetsforhdllanden. Med ett F-test kan man
bekrdfta att s; och s; inte skiljer sig dt.
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gors manuellt [17] och kalkylark som Excel® och statistikprogram har inbyggda funktioner for
variansanalys.

Exempel: Under atta dagar utférde en kemist dagligen tre métningar under repeterbarhetsférhallanden.
Inga avvikande virden noterades (Figur 17).” Med en enviigs ANOVA utvirderas variationen inom
grupper (samma dag) och mellan grupper (olika dagar) i Excel® Tabell 5 innehdller all nodvindig
information for att berdkna repeterbarheten (s:), mellandagsvariationen sx och den mellanliggande
precisionen (s1).1°

Miitning e ()
(nr) 1 2 [ 3] 4] 56 7] 8
1 0,71 0,69 | 0,66 [ 0,67 | 0,70 | 0,73 | 0,71 | 0,70
2 0,71 0,67 | 0,65 | 0,65 0,69 | 0,74 [ 0,71 | 0,65
3 0,70 | 0,68 | 0,69 | 0,66 | 0,66 | 0,73 | 0,69 | 0,68
;

0.70
|
o4

—e—

Medel +/- SD
0.66
[
o
—e—i
- e
—o—

0.62
1

Dag

Figur 17. Resultat (massbrak g/100 g) fran upprepade bestimningar av en analyt i ett provmaterial.

Tabell 5. ANOVA-tabell for data i Figur 17."! Signifikansnivd a = 0,05 (5 %).

Variationsursprung KvS fe MKy F p-virde | F-krit
Mellan grupper 0,0123 7 10,0017518 | 7,38 | 0,000484 | 2,66
Inom grupper 0,0038 16 |0,0002375
Totalt 0,0161 | 23

? I Bilaga 4 visas hur berdikningarna av sy och s i detta exempel kan forenklas genom att viga samman data.
19 Om F-testet inte indikerar en signifikant skillnad mellan och inom grupper kan repeterbarheten s; beréiknas som
standardavvikelsen for alla resultat. Uppskattningen blir bdttre eftersom den grundar sig pd fler frihetsgrader.

11 F_testet dir 1-sidigt eftersom man forviintar sig att variationen mellan dagar dr storre in den inom en dag.
Utfallet, att det beriknade virdet F dr storre dn det kritiska virdet (F-krit) innebdr att det finns en statistiskt
signifikant skillnad mellan resultaten (medelvirdena) under de olika dagarna.
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St = /MKVinom grapper = /0,0002375 = 0,015 /100 g

S, = MKvVpellan grupper"MKVinom grupper __ [0,0017518-0,0002375
X n/p 24/3

matresultat och p dr antalet grupper (dagar).

= 0,022 g/100 g, dir » &r det totala antalet

s; = +/s? + s2 = /0,0152 + 0,0222 = 0,027 g/100 g.

Aven om de mellanliggande precisionsforhallandena avser flera effekter (olika dagar, olika instrument,
olika kemister m.m.) kan en envigs-ANOVA anvindas for utvarderingen. Man far ingen uppdelning i
de olika effekterna men detta ar i regel inte nodvéndigt i samband med metodvalidering.

Om vi istdllet hade latit atta olika laboratorier utfora matningarna hade resultatet for variansanalysen
avspeglat repeterbarheten respektive reproducerbarheten. Se Bilaga B och C i ISO 5725-2 [17].

Ammoniumexemplet

Standarden SS-EN ISO 11732 [83] anges att metodens precision har undersokts i en jaimforelse mellan
laboratorier. Data for repeterbarhet (s;) och reproducerbarhet (sr) for ett femtontal laboratorier pé fyra
provtyper (dricksvatten, ytvatten, utgdende vatten fran ett reningsverk, samt vatten fran ett
industriavlopp) redovisas i standarden men dér finns inga anvisningar om hur informationen ska
anvindas. [ Tabell 6. aterges standardens data for dricksvatten.

Tabell 6. Absolut och relativ repeterbarhet (s; och CV) och reproducerbarhet
(sr och CVR) for ammoniumkvdive. Data frdn ca 50 mdtningar i en jimforelse mellan
15 laboratorier pd dricksvatten.

Repeterbarhet Reproducerbarhet
Koncentration
(mg/L) Sr CV: SR CVr
(mg/L) (%) (mg/L) (%)
0,28 0,011 4,0 0,028 9,8
0,90 0,018 2,0 0,038 4,2

Om s; och sr avsitts mot koncentrationen (alla matriser) ser man att standardavvikelsen 6kar ungefér
linjart med halten (Figur 18). I Figur 19 visas hur den relativa precisionen varierar med koncentrationen.
Den figuren visar tydligt att for halter 6ver 1 mg/L kan man forvénta sig att en relativ repeterbarhet
(CVr) pa ca2 % och en relativ reproducerbarhet (CVr) pa ca 5 %. For de lidgre nivaerna som undersoktes
i jamforelsen (ca 0,3 mg/L) erhdlls varden for CV, och CVr pa 5-10 %.

Ett laboratorium som implementerar metoden ska kunna visa att det kan méata med minst angiven
repeterbarhet (Figur 20). Den angivna reproducerbarheten ar en indikation pad metodens sammanlagda
standardosdkerhet (i) under forutséttning att jamforelsen har téckt in alla betydande osédkerhetskéllor.

26



0,35

. -
0,30 -
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Figur 18. Precision under repeterbarhets- (s,) och reproducerbarhetsforhdllanden (sg) for metoden i SS-EN
1SO 11732. Data avser fyra provtyper analyserade med mdtsystem baserade pd FIA.
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Figur 19. Den relativa precisionen under repeterbarhets- (CV,) och reproducerbarhetsforhdllanden (CVg) for
metoden i SS-EN ISO 11732. Data avser fyra provtyper analyserade med mdtsystem baserade pd FIA.
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Valideringsrapport Utforande Sid 3(6)

Prestandaegenskap Beskrivning
Repeterbarhet: Variation vid upprepade matningar av en och samma kemist,
samma dag, pa samma prov med samma instrumentering.
Mellanliggande precision: Variation vid upprepade matningar pa samma prov av
olika kemister, olika dagar med samma instrumentering.
Krav
Repeterbarheten ska vara minst sa bra som den som anges i SS-EN ISO
11732:2005. Fran standarden riknas fram att den relativa repeterbarheten CV,
. (%) vid nivan 500 pg/L bor vara £2,8 %. Utifran krav pa mitosakerhet i
Precision Livsmedelverkets foreskrift formuleras att den mellanliggande precisionen (CV))
bor vara £ U.a/4 = 40/4 =10 %.
Experiment
Upprepade matningar (n=3) under repeterbarhetsforhallanden pa lésningarna
Pl & P2 med halt av ammoniumkvave, ca 20 och 500 pg/L fem olika dagar (Se
sid 2).
Utvirdering
Envags ANOVA anvands for berakning av s, och s,.
20 pg/L 500 pg/L
Matning 1 2 3 1 2 3
Dag1l 19 18 18 509 503 496
Dag2 17 16 17,4 499 490 492
Dag 3 18,2 18,6 20 493 503 502
Dag4 19 21 19 506 495 507
Dag5 18 18 18 508 508 508
ANOVA pa nivan 500 pg/L
ANOVA (Underlag: halter i pg/L)
Resultat Variationsursprung KvS fg MKv F p-viirde F-krit
Mellan grupper 332,27 4 83,067 2,98 0,073 3,48
Inom grupper 278,67 10 27,867
Totalt 610,93 14
Skillnaden inom och mellan grupper ar inte signifikant (F < F-krit).
Repeterbarheten beriknas utifran standardavvikelsen for samtliga |5 matningar:
CV, = 1,3 %. Den mellanliggande precisionen (CV)) blir 1,6 %.
Pa nivan 20 pg/L visar berdkningen att skillnaden inom och mellan grupper ar
statistiskt signifikant. Utvarderingen ger: CV, = 3,9 % och CV, = 6,2 %.
Slutsatser Saval repeterbarhet som mellanliggande precision pa nivan 500 pg/l uppfyller

kraven (se ovan).

Figur 20. Laboratoriets noteringar kring planering, resultat och utvéirdering av metodens precision.
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5.3 Riktighet

Riktighet: grad av dverensstimmelse mellan medelvérdet for en stor serie av provningsresultat och
ett accepterat referensvarde [17].

Grunder

I Figur 5, Avsnitt 1.7 visade vi sambandet mellan begreppen systematiskt fel, riktighet och bias. Riktighet
(eng. ‘trueness’) &r ett kvalitativt matt pa hur vl medelvirdet av manga métningar verensstimmer med
ett accepterat referensvirde (‘sant viarde’). En riktig metod &r alltsa en metod med sma systematiska fel
(se Figur 4 och Figur 5). Som kvantitativt matt for bristen pa riktighet anvénds bias. Den bias som
uppméitts pa laboratoriet &r sammansatt av metodbias och av fel som beror pa hur metoden anvénds pa
laboratoriet, laboratoriebias (Figur 21).'> En metod dir en operationellt definierad mitstorhet undersoks
har, per definition, ingen metodbias men en individuell laboratoriebias kan fortfarande forekomma.

Vid valideringen dr det viktigt att bestimma storleken pé bias och avgdra om bias &r statistiskt
signifikant och om den har praktisk betydelse.'® Bias kan variera fran prov till prov och dver tid p& grund
av fordndringar i instrumentets prestanda eller forhallandena pé laboratoriet. Négra orsaker till bias ar:

e provet fordndras fran provtagningen till analys (stabilitetsproblem);
o forluster vid uppslutning/extraktion;
¢ en analyt kan existera i olika former (species) i provet och fel form av analyten bestdms:

o jarni ett fddodmne kan vara nidrvarande som oorganiska jarnsalter (bade 10sliga och oldsliga i
vatten) eller organiskt bundet jirn déir endast en del kan tillgodogodras av en konsument. For att
bestamma hela innehéllet av jarn, “totaljarn”, anvinds en aggressiv uppslutningsmetod som
bryter ner provmatrisen. For att bestimma "tillgéingligt jarn™ anvidndes en mildare extraktion
som liknar ménniskans matsmailtning;

o man Onskar méta totalhalten av krom i ett fast prov men endast syraldsligt krom reagerar nir
provet uppsluts enligt den standardiserad metoden.

e interferenser (Se sid 32);
e kontamination;

o fororeningar i materialet som anvénds for beredning av kalibratorerna;

o f6rorening av provet vid provtagning/-upparbetning som ¢j korrigeras for.
e kalibrering;

o fel kalibreringsmodell anvénds, t.ex. anpassning till linjdrt samband trots att kalibreringskurvan
ar olinjér.

12 [ §S-1SO 5725-1 oversiitts “’bias” med systematiskt fel medan den nyare VIM anges att bias dr en uppskattning
av det systematiska felet. Det dr mycket vanligt att ordet “bias” anvinds dven pd svenska.

3 Genom att méta mdnga gdnger kan man kanske visa att en liten bias dr statistiskt signifikant men det behéver
inte innebdira att den har praktisk betydelse. Kravet pa mdtningen kan vara lagt.
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Figur 21. Olika metoder kan ha olika bias och olika laboratorier som anvinder samma metod kan ha olika bias.
Diirfor ska bias anges med tecken (+ eller -). Ett laboratoriums totala bias kan alltsa delas upp i metodbias och
laboratoriebias. I figuren illustreras detta med en negativ metodbias och en negativ laboratoriebias. Man kan
naturligtvis tinka sig en negativ metodbias och en positiv laboratoriebias. I ett sadant fall och om felen dr ungefir
lika stora ser laboratoriet endast en liten totalbias ndr ett referensmaterial analyseras. En metod ddr en
operationellt definierad mditstorhet underséks har, per definition, ingen metodbias men en individuell
laboratoriebias kan fortfarande forekomma.

Kvantitativa mdtt pa riktighet och rapportering av bias

I Tabell 7 ges exempel pa berdkning av bias. Begreppet utbyte (eng. ‘recovery’) anvidnds bade vid
tillsatsforsok och vid direkta métningar pé referensmaterial (Se [IUPAC:s rekommendationer [86]). Bias
kan anges absolut eller relativt och bor, for att undvika missforsténd, alltid anges med sitt tecken.

Tabell 7. Kvantitativa mdtt pd riktighet. X dr medelviirdet och x..rdir referensvdrdet. Vid tillsatsforsok dr R(%)
det relativa utbytet i procent, X den kinda mdngd eller koncentration analyt som sdtts till provet och Xproy
och Xpsee den uppmdtta méingden eller koncentrationen fore respektive efter tillsats.

Mitt pa bias Beteckning Uttryck Data (mg/L) Resultat
x=95
Absolut bias b b =X — Xpef b=-0,5mg/L
Xret= 10
. . x - Xref =95
Relativ bias (%) | brel (%) bre; (%) = — - 100 brel (%) =-5%
Xref Xrer= 10
Skenbart utbyte | . o7 R (%)= — - 100 e R’ (%) = 95 %
(%) ' VT ey S 10 R
Tillsatsforsok
Xmare= 14,5
Toar — X
Utbyte (%) R (%) R(%) = w 100 | Zproy = 5,0 R (%) =95%
ref
Xrer= 10

Variation med halt och matris

Bias varierar inte lika tydligt med nivén som precisionen (Se t.ex. Bilaga 3). Vid laga halter ar det ofta
lampligt att ange en absolut bias — orsaken kan vara kontamination (hdg blanksignal) eller en
Overlappande signal. Vid hoga halter dr det ofta matriseffekter som ger annan lutning pa
kalibreringskurvan som dominerar [87]. Da ar det lampligt att ange bias relativt.

Exempel pé interferens som péverkar kalibreringskurvans lutning &r quenchning (minskning,
utslackning av fluorescensen), forandringar av den kemiska jonisationen i GC-MS eller hoga salthalter
i ICP-OES eller ICP-MS. Denna typ av storning kan undersokas med tillsatsforsok och med
referensmaterial med hoga halter av det interfererande dmnet.
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Bestimning av bias

I likhet med precision kan bias for en metod métas under olika forhallanden. Vid metodvalidering inom
laboratoriet bestimmer vi ldimpligen bias olika dagar och berdknar sedan ett medelvarde. Bestimningen
ska tdcka metodens omfattning (vara representativ) och atminstone omfatta varje provtyp/matris som
bedoms kunna ge upphov till olika stora bias. Det finns huvudsakligen fem sétt att undersdka och/eller
kvantifiera bias:

e métning pé referensmaterial;

¢ jimforelse med annan métmetod;
e bestdmning av utbyte;

e interferensstudier (selektivitet);

e kontroll av analytisk kénslighet.

Referensmaterial — Anvind foretrddesvis certifierade referensmaterial (CRM) med matris, analytniva
och maétosdkerhet som Gverensstimmer med metodens krav. Referensmaterialets angivna viarden bor
vara sparbara till internationellt accepterade referenspunkter. For manga tillampningar saknas l&dmpliga
CRM. Det kan dock finnas kommersiella referensmaterial med mindre omfattande dokumentation som
passar vissa valideringsforsok [88]. Laboratoriet kan ocksa tillverka egna referensmaterial [89].

Omfattning och kvalitet p4 dokumentation for referensmaterial varierar mellan tillverkare. Folj noga
instruktionerna i certifikat och produktinformationsblad. Virdefulla tips publiceras ofta pé tillverkarnas
hemsidor [90]. I prov med komplex matris, da matning sker med liten eller ingen provberedning, kan
kommutabiliteten behdva péavisas hos CRM som anvénds for kalibrering, bestdmning av bias eller i
kompetensprovning [91, 92].

Referensmetod — Det dr ganska vanligt att man utvirderar en ny metod genom jamforande méatningar
med en etablerad metod som da utgor referens. Behérskar laboratoriet referensmetoden kan jamforelsen
ske internt. Alternativt kan prover séndas till ett laboratorium som har erfarenhet av referensmetoden.
Statistikbocker och publikationer tar upp de krav som stélls pa dataseten for olika utvarderingsmetoder
[37, 93, 94, 95].

Bestimning av utbyte - Genom tillsatser av en kdnd méngd analyt till prover inom det linjdra omradet
undersoks om kalibreringen ar korrekt eller om forluster kan intrédffa i olika steg av metoden t.ex. vid
extraktion eller syrauppslutning. En begrénsning i utbytesforsok ar att analyt som tillsdtts provet inte
alltid binds lika hért till matrisen som den analyt som ar naturligt ndrvarande. Forsoket kan da ge en
felaktig bild av metodens prestanda. Det &r emellertid ett accepterat sitt trots sina nackdelar. Utbytet for
en analysmetod uttrycks ofta i procent (se Tabell 7).

Tillsatsen storlek bor vara minst 3—5 génger nivan i provet inom det linjara omréadet. For varje provtyp
ar det ldmpligt att undersoka utbytet olika dagar och berikna medelvirdet av tre eller fler métningar.
Hela det intressanta haltomradet bor tdckas. Myndigheter kan ha olika krav pa denna punkt.

Kontroll av analytisk kéanslighet - Vi forvintar oss att olika provtyper med samma koncentration av
analyt ska ge lika hog signal. Om responskurvans lutning (analytiska kénsligheten) for kalibreringsprov
och riktiga prover skiljer sig dr detta ett tecken pa storningar och/eller daligt utbyte. Se vidare avsnitten
om ”Interferensstudier - selektivitet” och ”Undersokning av miatomrade och linjart omrade”.

Utviirdering av bias

Var forméga att utvirdera bias bestdms av metodens precision (Figur 21). Ju simre precision desto storre
bias kan doljas bakom de slumpmaéssiga variationerna i mitningen. Inverkan av de slumpmaéssiga felen
kan minskas genom att 6ka antalet métningar. Det krdvs ungefér femton méatningar for att sla fast att en
bias, som 4r lika stor som standardavvikelsen (b/s = 1), &r statistisk signifikant [96]. Se Tabell 8.
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Tabell 8. Antalet mdtningar (n) som behovs for att detektera bias (b) av en viss storlek (95 % konfidensniva)
okar snabbt ndr precisionen (s) forsimras.

bl/s: 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
n: 54 39 29 23 19 15 9 6 5 4

Exempel: Ett laboratorium bestdmde bias for analyser av kalcium med en egenutvecklad metod genom
att utfora métningar pa ett lampligt CRM (Tabell 9).

Tabell 9. Resultat fran bestimning av bias (b) for kalcium i en
sjovattenmatris mdtt med ICP-OES under dtta dagar. Data (mg/L) frdan
Sveriges Lantbruksuniversitet (SLU), Uppsala 2009.

CRM SLRS-4

Ucrm n X S1 b
Xref

k=2
6,2 0,2 8 | 582 | 0,10 -0,38

Ar uppmiitt bias statistiskt signifikant? For att besvara frigan kan vi anviinda en variant av t-testet for
jamforelse av medelvarde med ett kdnt varde [37] dar hdnsyn ocksa tas till osdkerheten i det certifierade
virdet.'*

|bias| |-0,38] 0,38
t = = = = 3,58

2 012 0,106
\/u(ZIRM +% \/0'12 +7g

Det berdknade #-véardet jamfors med det kritiska vardet (fkit= 2,37) for n-1 = 7 frihetsgrader och vald
konfidensniva (95 %) i ett tvasidigt ¢-test. Eftersom ¢ > fii¢ dr skillnaden statistiskt signifikant. Om denna
bias har praktisk betydelse beror pa vad resultatet ar tdnkt att anvéndas till!

Om skillnaden inte &r statistiskt signifikant ar det mer informativt att ange att bias &r mindre 4n ett visst
virde dn att hdvda att ingen bias kan pavisas. Om bias i fallet ovan t.ex. hade varit +0,14 mg/L &r
skillnaden inte signifikant. Slutsatsen i valideringsrapporten kan uttryckas som att bias (med 95 %
konfidens) &r mindre &n ca 1,7-0,10 = 0,17 mg/L (ca 3 %) vid nivan 6 mg/L, dér 1,7 &r en uppskattning
av faktorn b/s fran Tabell 9 for n = 8 och 0,10 &r standardavvikelsen s som uppmattes vid analysen av
referensmaterialet.

Interferensstudier - selektivitet

Selektivitet: Graden av storningar fran andra &mnen nér en given matrutin anvands for bestimning av
en analyt.

IUPAC, fritt 6versatt fran [97].

I det ideala fallet ar det bara analyten som ger en signal i méatsystemet. I praktiken stérs dock méatningen
av t.ex. instrumentbrus, laboratoriemiljon och egenskaper hos provet. Selektiviteten (Figur 22 och Figur
23) for en metod beskriver i vilken utstrickning signalen fran analyten péverkas av andra dmnen i
provet.!>1¢ Begreppet anvinds i regel kvalitativt pd sd sétt att “hog/1ag selektivitet” avser en metod dér
resultatet paverkas lite/mycket av andra dmnen. I mikrobiologi anvédnds ‘inklusivitet’ i betydelsen
forméaga att detektera ett specifikt biologiskt agens, t.ex. en mikroorganism, och ‘exklusivitet’ for att
beskriva franvaron av stérningar fran andra mikroorganismer i provet [25].

Metodens prestanda kan paverkas pa olika sitt av storande dmnen. De kan t.ex. ge upphov till hdgre

4 Ett annat exempel pd utvirdering finns i ERM Application Note 1 [90)].

3 Likemedelsindustrin genom ICH anviinder termen “specificitet” i betydelsen “helt fri frdn storningar” men
IUPAC rekommenderar inte denna term.

16 Inom omrddet laboratoriemedicin anviinds termen “diagnostisk selektivitet” i en annan betydelse.
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eller lagre signaler for proverna an fOrvéntat. Forluster av analyten kan uppstd om en eller flera
substanser orsakar utfillning av analyten. Egenskaper som kan orsaka matriseffekter dr varierande
salthalt och viskositet. Exempel pé storningar fran specifika &mnen ér:

¢ vid anvindning av vitskekromatografi med UV-detektion jamfors retentionstiden pa ett prov med
den retentionstid analyten har i en kalibreringsldsning eller ett referensmaterial. Fragan dr om toppen
verkligen kommer fran analyten eller fran en helt annan substans med samma retentionstid! Toppen
kan ocksa vara en blandning av flera substanser. Identifieringen av analyten pa detta sitt &r inte
sarskilt palitligt och det &r onskvirt med ytterligare ndgon form av bevis;

e en vatkemisk metod for bestimning av ozon &r baserad pd méitning av den jod som bildas vid
oxidation av jodid. Kvdvedioxid (NO) ger en positiv interferens eftersom den ocksa oxiderar
jodidjoner, medan svaveldioxid (SO») ger en negativ stérning eftersom den reducerar jod.

E_/

i~
=l L, J £
=

! f Figur 22. I en selektiv analysmetod dr inverkan pd
‘ m analyten fran andra dmnen i provet liten. Att infora
w ett reningssteg, t.ex. en extraktion, dr ett enkelt sctt
att oka selektiviteten.

I de fall ett laboratorium méste analysera ett stort antal prover anvénds ibland en mindre selektiv men
enklare och billigare metod for screening (sillning). Prover som ger positivt resultat vid screening och
t.ex. indikerar nédrvaro av en kontrollerad substans (narkotika, bekdmpningsmedel, likemedel)
analyseras direfter med en mer selektiv metod (”verifieringsanalys”™). Se Figur 23.

S

Vagning

Figur 23. Grad av selektivitet hos nagra olika analystekniker.

Fran kunden eller litteraturen kan kemisten fa information om provets sammanséttning och darmed dra
vissa slutsatser om risken for storningar. Aven om man i viss méin kan korrigera for effekten av
storningar bor man, for betydande interferenser, 6verviga om metoden kan modifieras, t.ex. genom att
infOra ett reningssteg.

I valideringen ar det nddviandigt att bekrifta att metodens selektivitet ar tillrdckligt bra, dvs att inverkan
frén eventuella stérande dmnen 4r pa en acceptabelt 14g niva. Selektiviteten kan undersdkas genom att
jédmfora signalen for blanker, prov, syntetiska blandningar och referensmaterial med och utan tillsats av
dmnen som man missténker kan orsaka storningar.

I kromatografiska system &r kraven pé uppldsning, R, normalt minst 1,5 frén alla studerade interferenser
(Figur 24).
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Wi W2

Figur 24. Kromatogram med mdtsignal mot tid. Exempel pd tvd toppar med upplosning(R) ca 1,5.
Uppl6sningen ges av
— (t’,z - trl) — At
W+ W12~ (W, +T77)]2

dar fro och tr; ar respektive retentionstid for komponenterna 2 och 1. W, och W, ar respektive topps
bredd vid basen miitt i tidsenheter. For nédraliggande toppar med ungefédr samma bredd (W, = W) giller
att R=At/W,.

Ammoniumexemplet

Den information om systematiska fel som standarden [83] tar upp ror de som kan orsakas av matrisen
eller specifika storande dmnen. Dock nédmns inga sifferviarden for bias. Laboratoriet méste, vid behov,
sjdlvt utforma och genomfora ldmpliga experiment. Méatningar for att uppskatta bias kan utforas pA CRM
men nagra sadana finns f.n. inte att tillgé for naturliga vatten. Laboratoriet kan dven undersdka utbytet
genom métningar pé losningar beredda frén en ammoniumf{orening med kénd dokumenterad renhet.
Ytterligare mojligheter dr att gora en jamforelse med annan metod eller med resultat framtagna vid ett
annat laboratorium forutsatt att den metrologiska spérbarheten for resultaten kan dokumenteras.
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Valideringsrapport Utforande Sid 4(6)

Prestandaegenskap

Beskrivning

Riktighet

Systematiskt fel (bias).

Krav

Krav pa bias finns ej specificerat i standarden men en maximal relativ
mitosakerhet pa 40 % vid nivan 500 ug/L anges i Livsmedelsverkets foreskrift.
Som utgangspunkt satts darfor att bias < U,./4 = 40/4 = 10 %.

| standarden anges att interferenser kan fas om provet innehaller flyktiga aminer,
hoga halter av vissa metalljoner, om provet ar kraftigt surt, har hog
buffertkapacitet eller for hog salthalt (> 10 g/L). Inget av detta galler dock
dricksvatten som behandlas enligt metoden och darfor gors ingen sarskild
undersokning.

Experiment

Upprepade mitningar (n = 3) under repeterbarhetsforhallanden pa I6sningarna
Pl & P2 med halt av ammoniumkvave, ca 20 och 500 pg/L fem olika dagar (Se
sid 2). Utifran det dvergripande kravet pa bias (10 %) sakerstills att
provlosningarna bereds med en osakerhet U, k=2 < 2,5 %.

OBS — Den ammoniumklorid som anvands for kalibreringen av instrumentet
kommer fran en annan killa 4n den som anvinds for beredning av Pl & P2.

Utvirdering

En relativ bias berdknas fran: b,,; (%) = % -100
ref

Ett t-test anvands for att utvardera om bias ar statistiskt signifikant.

Resultat

For prov pa nivan 500 pg/L erhalls medelvirdet 501,3 pg/L med en
standardavvikelse pa 6,6 pg/L. Bias blir +0,3 %. t = 0,3 < ti (2,12) for 14
frihetsgrader.

For prov med 20 pg/L erhalls medelvirde 18,3 pg/L med en standardavvikelse
pa 1,2 pg/L. Bias blir -1,7 ug/L (-8,5 %). t = 2,8 > tic (2,12) for 14 frihetsgrader.

Slutsatser

Bias vid nivan 500 pg/L ar +0,3 %. Enligt NIST Spec. publ. 829 skulle man med 15
mitningar kunna pavisa en bias som ar lika stor som standardavvikelsen 6,6 ug/L
eller £1,3 %. Var uppskattning ar alltsa att bias ar lagre an +1,3 % vilket ar <<
kravet pa £10 %.

Bias vid nivan 20 pg/L dr -1,7 pg/L eller -8,5 %. Denna bias &r statistiskt
signifikant men ej praktiskt signifikant.

Figur 25. Laboratoriets noteringar kring planering, resultat och utvirdering av metodens riktighet.
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5.4 Maitomrade

Maitomrade (arbetsomrade): uppsittning storhetsvirden som kan métas med ett visst métinstrument
eller mitsystem med specificerad instrumentell osékerhet, under givna forhallanden.

Fritt 6versatt fran 4.7 measuring interval i VIM [2].

Grunder

Nér man refererar till matomradet bor man, for att undvika missforstdnd, specificera om man avser
metodens eller instrumentets matomrade. Bada ar intressanta i samband med metodvalidering.

Det intervall som anges i ”Omfattningen” (eng. scope) i metodbeskrivningen ér metodens métomréade.
Det refererar till halter i prover sdsom de levereras till laboratoriet (jord, metallféremal, serum, margarin
etc.) och som kan bestimmas med acceptabel méatosdkerhet. Denna information kan direkt forstas av
savil kunden som laboratoriet och tredje part.

Manga analysmetoder forutsétter att laboratorieprovet spads, extraheras eller uppsluts innan det kan
hanteras 1 métinstrumentet. Instrumentets midtomréde definieras utifrén de halter som finns efter
provberedningen. Savil maétstorhet, intervall och mattenhet kan alltsa vara olika fér metoden och
instrumentets métomréde (Tabell 10). Utfors ingen provberedning dr metoden och instrumentets
mitomrade ofta samma. Informationen om instrumentets matomrade berdr i forsta hand kemisten och
andra tekniska experter.

Tabell 10. Exempel pd skillnader mellan metodens och instrumentets mdtomrdde da
halten av ett fororenande dmne i jord analyseras. Ca 10 gram prov extraheras och
extraktet spdds till 100 mL fore injektion pd en vitskekromatograf-

Specifikation Storhet Intervall | Mattenhet
Metodens méatomrade Massbrak 1-50 mg/kg
Instrumentets métomrade Masskoncentration 0,1-5 mg/L

Maitomradets nedre gréns utgors av rapportgriansen (LOQ). Den 6vre gransen for instrumentet &r den
nivd didr den analytiska kédnsligheten p.g.a. instrumentella effekter borjar avta kraftigt (Figur 26).
Metodens Ovre grans kan variera beroende pa om man kan spidda provet eller minska provméngden. 1
de efterféljande avsnitten tar vi upp hur man underséker miatomradet i samband med valideringen.

Manga matinstrument som laboratorier anvénder kalibreras internt. Det géller t.ex. spektrofotometrar,
jonselektiva elektroder, masspektrometrar och instrument for atomér spektrometri. For dessa instrument
ar det viktigt att undersoka linjéritet och hur signalen varierar 6ver matomradet.

Instrument kan ocksa levereras kalibrerade eller kalibreras externt. Laboratoriets vagar kalibreras i regel
varje ar av personal fran ett ackrediterat kalibreringslaboratorium. Volumetriska instrument (pipetter,
byretter) kan levereras forkalibrerade eller kalibreras internt. For andra forkalibrerade instrument, t.ex.
sméd handhéllna XRF-instrument, salthaltsméitare och bédrbara gasanalysatorer, kan inte laboratoriet
undersoka hur signalen varierar 6ver mitomradet. Det gar dock alldeles utmérkt att f6lja instruktionerna
i avsnittet om Undersokning av metodens madtomrade (sid. 38) men hoppa 6ver forsta punkten om
kalibrering.

Undersokning av instrumentets miitomrdde

Inom mitomradet (mellan LOQ och 6vre gréins) foljer signalen frén instrument ett kdnt samband (linjért
och/eller kurvlinjart). Valideringen av matomradet ska i) bekrdfta detta samband, ii) visa att
instrumentets matomrade svarar mot det intervall som anges i metodbeskrivningens omfattning, och iii)
bekréfta att anvisningarna betrdffande hur instrumentkalibreringen ska utforas (en, tva eller flera
punkter) dr &ndamalsenliga.
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Undersokningen av instrumentets méatomrade kan utforas pa foljande satt [21, 36]:

e bered 610 kalibreringslosningar som ticker in det forvintade haltomradet. En punkt ska ha halten
noll (kalibreringsblank) och en punkt bor ligga 10-20 % ovan métomradets ovre grins. Fordela
halterna jamt 6ver matomradet;

e mit I0sningarna och avsitt i ett diagram signalen (y-axeln) mot halten (x-axeln). Den inledande
kontrollen 4r en visuell inspektion av att diagrammet inte uppvisar ndgot ovintat, t.ex. ett avvikande
vérde;

e bekrifta sambandet mellan signal och halt genom att granska regressionsstatistiken och ett
residualdiagram for vald modell (t.ex. linjar, kvadratisk). Anvdnd diagrammet och
regressionsstatistiken for att bedoma om det kalibreringsforfarande som anges i metodbeskrivningen
ar lampligt.

I nésta avsnitt tittar vi ndrmare pé den linjéra delen av mitomradet

10 - " .
Matomrade e
2 84 .
2 Analytisk
% 6 | kanslighet
£ Ay -~
od T 11
= 4 - AX
©
c
=)
n 2 - Linjart
omrade
0 I I | | - - | 1
0 2 4 6 8 10 12

Koncentration
Figur 26. Illustration av instrumentets mdtomrdade med detektionsgrins (LOD), rapportgrins (LOQ), analytisk

kénslighet (Ay/Ax) och linjirt omrdde. Att en responskurva eller kalibreringskurva bdéjer av vid hogre
koncentrationer dr vanligt. Fér en del tekniker bojer kurvan dven vid ldga koncentrationer.
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Undersokning av linjéirt omrdde och linjiritet

Linjért omrade Linjéritet
Det intervall dir metoden ger resultat som dr En metods forméga att ge méatresultat proportionella
proportionella mot analytkoncentrationen* mot analytnivan*

*Fritt oversatt fran AOAC International

For manga analytiska tillimpningar rdder, atminstone inom en del av méatomradet, ett linjért samband
mellan signal (y) och koncentration (x) enligt y = a+b-x dér b &r lutningen (analytiska kénsligheten) och
a ir skdrningspunkten (interceptet) med y-axeln. Undersokningen av det linjira omradet!” och
linjériteten kan utforas pa foljande sétt [21]:

ebered 6-10 Kkalibreringslosningar som faller inom det linjdra haltomradet. Ta ocksd med en
kalibreringsblank (nollpunkt). Foérdela halterna jadmt dver méatomréadet;

e mit varje losning 2—3 ganger och avsitt i ett diagram signalen (y-axeln) mot halten (x-axeln).
Kontrollera att diagrammet inte uppvisar nagot ovéntat, t.ex. ett avvikande viarde som kan paverka
de efterf6ljande berdkningarna;

o ta fram regressionsstatistik och ett residualdiagram for en linjar modell. Statistiska tester for icke-
linjéritet beskrivs i bl.a. Referens [36]. Om punkterna i residualdiagrammet &r slumpmaéssigt
fordelade runt noll dr detta en bekréftelse pa linjdritet forutsatt att det kalibreringsforfarande som
anges 1 metodbeskrivningen &r lampligt. Residualdiagrammet ger ocksa en bra bild av hur signalen
varierar pa varje haltnivd. Om spridningen dr ungefér den samma (“homoscedastisk™) ar detta en
bekréftelse pé att vanlig linjér regression kan anvéndas vid kalibrering. Fér ménga instrumentella
analytiska metoder ser man dock att spridningen 6kar med haltniva (“heteroscedastisk™). I sddana
fall rekommenderas att anpassningen gors med viktad linjar regression [37];

e om underlaget ovan trots allt indikerar att signalen inte f6ljer en linjar modell, kan man prova att
anpassa data till en kurvlinjir modell, t.ex. y=a+bx+cx.

I nésta avsnitt undersoker vi metodens méatomrade.

Undersokning av metodens mitomrdde

I valideringen av metodens mitomrade anviands prover och metodblanker som gar igenom alla steg
enligt metodbeskrivningen. Undersékningen kan utforas pa foljande satt:

e kalibrera instrumentet pa det sétt som anges i metodbeskrivningen;

e bered 610 prover bestaende av blank och referensmaterial eller blanker med tillsats av kdnd méangd
analyt som tdcker in métomrédet;

e g6r 23 upprepade analyser av alla prover enligt metodbeskrivningen;

erita i ett diagram upp uppméitt halt (y-axeln) mot kind halt (x-axeln). Se Figur 27. Gor en visuell
kontroll att inga avvikande virden férekommer. Gor en prelimindr bedomning av det linjara omradet
och métomradets nedre och ovre grins;

e ta fram regressionsstatistik och ett residualdiagram for lamplig modell. Anvidnd diagrammet och
regressionsstatistiken for att beddma linjdriteten. Om punkterna i residualdiagrammet &r
slumpmaéssigt fordelade runt noll 4r detta en bekréftelse pa linjéritet.

Undersdkningen av métomrédet bor omfatta alla de provtyper som anges i metodens omfattning.

For stora midtomraden (flera tiopotenser) kan undersdkningen behova delas upp i delstudier (se
Ammoniumexemplet sid. 45). Ett annat skal for att gora en sdrskild delstudie ar att man vet att halten
hos de flesta rutinprover kommer att ligga pa en viss nivé och inte i mitten av méatomradet.

Vid undersdkningen av métomrédet anvénds i regel ett storre antal niver och métningar &n vad som
sedan dr nodvéndigt vid rutinméssig kalibrering av metoden. Har man pévisat ett forsumbart intercept,
och linjéritet i ett intervall, kan det ricka med enpunkts- eller tvapunktskalibrering. Det dr dock vanligt

7 Ibland dir det inte motiverat att prova linjéiritet, t.ex. vid vissa titrimetriska och gravimetriska metoder déir man
pd goda grunder kan anta att systemet dr linjért.
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att standardiserade metoder foreskriver fler kalibreringsnivaer men att anvénda fler &n 7—10 nivéer och

gdra mer dn 2—5 métningar pa varje niva leder inte till sirskilt mycket béttre resultat. Figur 7.7. och 7.8
i Ref. 36 visar detta tydligt.

100+ - métomrade E—

80 -
=
T 601
=
g
& 40
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20 1
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0 20 40 60 80 100
Kind halt

Figur 27. Undersékning av metodens mdtomrdde.

Miitomrddets nedre del — Beslutsgriins, detektionsgrins och rapportgrins

Grunder - Problemen vid métning pd prov med ldga koncentrationer hdnger samman med att
sannolikheten for att detektera en signal for analyten inte plotsligt 6kar fran O till 1. Det finns inget
troskelviarde som ska passeras, utan hela tiden finns stérningar fran instrument och matris som ger en

matsignal &ven da analyten &r franvarande. Nir man diskuterar en analysmetods detektionsférméga finns
tre olika grinser att forhélla sig till:'®

1. beslutsgréns;
2. detektionsgrins;
3. rapportgréns.

Den forsta gransen (ldgsta koncentrationsnivan) kallas ofta ‘beslutsgrans’ eller ‘kritiskt varde’ [71, 98]
och i vissa EU-dokument for ‘CCa’ [49]. Vid denna nivé fir man en signal fran métsystemet som skiljer
sig sd mycket fran bruset att man drar slutsatsen att analyten finns i provet. Vid beslutsgriansen ska
andelen falskt positiva resultat vara pa en acceptabel 1dg niva. Griansen satts darfor sa att det ar en liten
risk att hdvda att analyten finns i provet nér den inte gor det.

Miter man pa prover med en koncentration som svarar precis mot beslutsgransen kommer man, p.g.a.
slumpmassiga fel, att misstolka en del métningar. Man vill undvika att sdga att analyten inte finns i
provet nar den faktiskt gor det (falskt negativa resultat). Man definierar darfor en grans som svarar mot
en koncentrationsniva dér risken for falskt negativa resultat ligger pa en acceptabel lag nivé. Det ér

denna gréns som i analytisk kemi kallas detektionsgréns, LOD [71, 98, 49] och i vissa EU-dokument
CCpB [49].

18 Terminologin for dessa grinser varierar kraftigt. Begreppen och motsvarande forkortningar i denna Handbok
dr de som dr vanligast i analytisk kemi.
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Figur 28. Vid beslutsgrinsen kan kemisten skilja ut signalen frdn analyten frdan bakgrundsbruset, vid
detektionsgrdnsen kan analyten pdavisas med hég sikerhet och vid rapportgrdinsen dr mdtkvaliteten acceptabel.

Vid detektionsgrinsen dr den relativa métosédkerheten mycket stor (> 30 %). Vi behover dirfor dven
definiera en grans dar metoden fortfarande ger resultat med acceptabel matkvalitet. Detta ar den tredje
gransen som brukar kallas rapportgrins (LOQ), mdtomrddets nedre grins eller kvantifieringsgrdns.

Beslutsgransen och detektionsgransen bygger pa ett statistiskt resonemang. Rapportgransen utgar fran
ett behov av mitkvalitet, vad som dr en acceptabel precision, riktighet eller métosdkerhet [99]. 1
praktiken berdknas dock alla tre grinserna pé ett likartat sétt. I Avsnitt 5.4 beskrivs hur experiment bor
utformas for att bestimma detektions- och rapportgrans.

De flesta kemister har ndgon gang rdknat fram en detektionsgridns genom att multiplicera en uppmatt
standardavvikelse (s) med faktorn 3 eller 3,3. Nedan forklaras var dessa siffror kommer fran och du
hittar mer information i Eurachems Guide [21].

En vanlig modell, se Figur 29, utgar fran ett statistiskt resonemang dar tanken ar att forekomsten av bade
falskt positiva resultat (pasta att analyten finns i provet nir den inte gor det) och falskt negativa resultat'®
(pasta att analyten inte finns i provet nir den gor det) ska ligga pa en 14g acceptabel niva [36]. Om nivén
sdtts till 5 % svarar grins 1 (beslutsgransen) mot 1,65s och grins 2 (detektionsgransen) mot 3,3s. Faktorn
1,65 kommer fran #-fordelningen for ett ensidigt test vid konfidensnivén 95 % och o#ndligt antal
frihetsgrader.

Rapportgransen (LOQ) definierades ursprungligen som den légsta niva dér metoden gav resultat med
acceptabel precision. Om en variationskoefficient (CV%) pé 10 % anses acceptabel far man LOQ = 10s
eftersom s/10s:100 = 10 %. Det &r darfor som man i regel berdknar rapportgrinsen genom att
multiplicera en uppmatt standardavvikelse med faktorn 10. I vissa dokument anges faktorn 5 eller 6
vilket svarar mot CV% = 20 % respektive 17 %

9 Hiir relaterar falskt negativa svar inte till halten noll utan till halten som svarar mot beslutsgréiinsen. Om halten
i provet ligger pa detektionsgréinsen sd dr det endast 5 % av resultaten som ligger under beslutsgrdnsen.
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Figur 29. Om man mdter pd ett prov utan analyt kommer resultaten (efter blankkorrektion) att variera kring noll.
Ungefdr hdlften av resultaten kommer att vara positiva, dvs. antyda att det verkligen finns analyt ndrvarande
(falskt positiva). Gréins 1 (beslutsgrdnsen) dr en niva ddr andelen falskt positiva (o) dr sd liten att den anses
acceptabel. Om vi mdter pd ett prov som innehdller motsvarande koncentration av analyten skulle resultaten,
p-g.a. slumpmdssig variation, dndd indikera att provet dr dver grinsen i hilften av fallen och under grinsen i
hdlften. En sa hég andel felaktiga beslut dr inte acceptabel. Detektionsgrdnsen mdste alltsa ligga sa hégt att dven
andelen falskt negativa svar () dr liten, dvs. vid Grdns 2.

Bestimning av detektionsgrins och rapportgrins. Eftersom det inte rader internationell enighet om
hur de olika granserna definieras och utvérderas &r det viktigt att laboratoriet foljer sektorsspecifika
rekommendationer eller beskriver berdkningarna tydligt. Anvisningarna nedan foljer Eurachems Guide
[21] som i sin tur foljer [UPAC:s rekommendationer [71].

Nér man planerar och genomfor experimenten for att validera LOD/LOQ bor man ta hansyn till foljande:

¢ anvind material med en koncentration nira eller under detektionsgrinsen, t.ex. en provblank eller en
reagensblank — Dessa material fungerar bra for analystekniker ddr en métbar signal erhalls for
koncentrationer ndra noll sdsom UV/Synlig-spektrofotometri och atomspektrometri. For
kromatografiska tekniker krévs en koncentration som ér tillrackligt hog for att trigga en signal som
ger en métbar topp/yta. Sddana prov kan beredas genom tillsats av en liten méngd analyt till en
provblank;

e upprepa alla steg i analysen — Provmaterialet som anvands ska behandlas som riktiga prover, dvs
passera alla steg enligt metodbeskrivningen. Om man endast gér upprepade mitningar pa en
reagensblank fir man en for lag standardavvikelse och underskattar ddrmed LOD/LOQ;

o tick in metodens omfattning — For metoder som omfattar manga olika provtyper kan man behdva
utfora bestdmningen for varje provtyp/matris. Stérningarna kan variera for olika matriser vilket
innebdr att detektionsformagan kan variera med matrisen;

eanviand ritt precisionsforhdllande — Maitningarna som ligger till grund for detektions- och
rapportgrins gors i regel under repeterbarhetsforhallanden. Om blanknivaerna varierar mycket
mellan dagar &r det béttre att anvidnda data frdn olika dagar, dvs mellanliggande
precisionsforhallanden. Om metoden redan &r i1 drift och det finns ett kontrollkort for prov med lag
koncentration ér detta ett bra underlag;

e lampligt antal métningar — Som ndmndes 1 Avsnitt 2.4 dr det svart att géra en bra bestimning av en
standardavvikelse. Varje LOD/LOQ blir dérfér en kompromiss mellan arbetsinsats och statistisk
sdkerhet. Manga protokoll rekommenderar minst 10 métningar. Om uppskattningen av
detektionsgriansen dr baserad pa just tio upprepade métningar kan den variera upp till en faktor tva
mellan bestdmningarma (95 % konfidensintervall) enbart p.g.a. slumpen. Det innebér att en
detektionsgrians som forst berdknas till 1 mg/L ndsta gang lika vl kan bli 0,5 mg/L eller 2 mg/L;
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o hur viktig ar detektionsgransen? — Om metoden anvinds for att bestimma halten av en analyt som
utgdr en betydande andel av provet behovs ingen verifiering av LOD. Den uppskattning som gjordes
vid metodutvecklingen eller vid en extern validering racker. I en annan situation, t.ex. dé beslut ska
tas om huruvida en produkt uppfyller krav, kan LOD behova kontrolleras i samband med varje analys
och underbyggas av ett mer rigor0st statistiskt resonemang [99].

Bade LOD och LOQ beriknas normalt genom att multiplicera en standardavvikelse (hér kallad sj)) med
en faktor. Om métningarna gors under mellanliggande precisionsforhallanden erhélls s direkt annars
maste denna standardavvikelse berdknas. Flodesschemat i Figur 30 foljer riktlinjerna fran Eurachem
[21] och visar hur man faststdller s, om mitningar har gjorts under repeterbarhetsforhallanden. I de
efterfoljande avsnitten visas exempel pa berdkningar av LOD och/eller LOQ for savil kvantitativa som
kvalitativa analyser.

Berékna standardawikelsen, s,
frén resultat for m upprepade
matningar vid valideringsforsok

Kommer resultaten
att blankkorrigeras
nar metoden
anvands
rutinmassigt?

JA

NEJ

-1 . 1 1
\,‘ﬁ SUZSU _+_

SU=

b

Anvand standardawikelsen, So for
aft berdkna LOD och LOQ

Figur 30. Standardavvikelsen s{ som ska anvindas for att utvirdera metodens LOD eller LOQ berdknas pd
foljande sdtt. Gor upprepade mdtningar, under repeterbarhetsforhdllanden, pa prov med ldg koncentration och
berdkna standardavvikelsen sg. Berdkna sy med hdnsyn till om resultaten blankkorrigeras (JA/NEJ), antalet
blankbestdmningar som utfors (ny) samt antalet mdtningar (n) som utfors pd provet enligt metodbeskrivningen.

Exempel 1: I ett valideringsforsok for en gaskromatografisk metod utfordes tio upprepade métningar pa
ett prov med lag koncentration under repeterbarhetsforhallanden (Figur 31). Medelvérdet berdknades
till 2,0 mg/L och standardavvikelsen so till 1,0 mg/L.
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Figur 31. Resultat frdn tio mdtningar pd ett prov med ldg koncentration under repeterbarhetsforhdllanden.

Fall 1a: Enligt metodbeskrivningen ska varje prov métas en gang (rn = 1) och resultaten for alla prover i
forsoksserien korrigeras med en och samma metodblank (7, = 1). Standardavvikelsen s; (se Figur 30)
blir da.

' 1 1 1,1
So —So\jz'l'a— 1,0\/I+I—1,4mg/L

En grov uppskattning av detektionsgrinsen erhélls ur sambandet LOD ~ 3-s{ = 3-1,4 = 4 mg/L. Enligt
laboratoriets rutiner berdknas rapportgransen som LOQ ~ 10-s; och blir darfor ca 10-1,4 = 14 mg/L.

Fall 1b: Metodbeskrivningen anger att provresultat ska rapporteras som medelvirdet av tvd métningar
(n=2) och med en blankkorrektion som ar baserad pad medelvérdet av tva méitningar av en metodblank
(ny= 2). Standardavvikelsen s (se Figur 30) for att berdkna LOD blir da.

' 1 1 1,1
So :SOJ;'FE: 1,0\/E+E=1,0mg/L

Motsvarande approximativa detektions- och rapportgréns blir da: LOD ~ 3-s; = 3-1,0 = 3 mg/L och
LOQ~=10-1,0 =10 mg/L.

Fall lc: En foreskrift krdver en rigords utvérdering av detektionsgrénsen for en metod som anvinds for
analys av laga halter av en giftig substans. Laboratoriet uppskattar darfoér detektionsgransen i samband
med varje forsoksserie och tar hidnsyn till det statistiska underlaget. Metodbeskrivningen anger att
provresultat ska rapporteras som medelvérdet av tvd métningar (# = 2) och med en blankkorrektion som
ar baserad pa medelviardet av tva bestimningar av en metodblank (7, = 2). I ett forsok utfordes 10
upprepade matningar pa prov med lag koncentration vilket gav en standardavvikelse so = 1,0 mg/L.
Sedan beriknas sg som i 1b och blir 1,0 mg/L.

Som virde pa ko anvinds inte approximationen 3 eller 3,3 utan vi tar hdnsyn till det statistiska underlaget.
Motsvarande 1-sidiga #-vérde (9 frihetsgrader, 95 % konfidensnivé) ér 1,83 vilket ger ko=2-1,83 = 3,66.
Detta ger LOD = 3,66"sy = 3-1,0 = 3,7 mg/L. Om kravet relateras till 99 % konfidensniva blir ko = 5,64
for samma antal frihetsgrader vilket ger LOD = 5,7 mg/L.

Exempel 2: Information fran den interna kvalitetskontrollen anvandas for att utvirdera eller Gvervaka
detektions- och rapportgrinsen for en metod som ér i drift. Om kontrollprovets egenskaper liknar riktiga
provers och kontrollresultaten erhélls genom att folja alla steg i metodbeskrivningen kan kontrollkortets
standardavvikelse anvéndas direkt som s;.
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Figur 32. Exempel pa kontrollkort (X-diagram) for zink i blankprov under sju mdnader. Standardavvikelsen for
kontrollresultaten berdknades till 45 ug/l och kan anvindas som mdtt pa s;, vid berdkning av LOD/LOQ.

Exempel 3: Detektionsgrinsen for instrumentet kan berdknas frén regressionsdata for
kalibreringskurvan [37, 49, 100] enligt sambandet LOD = a+3sy dér a ir interceptet (skdrningspunkten
med y-axeln) och syx dr residualernas standardavvikelse. Detta ger en detektionsgrins i métsignal
(absorbans, volt, intensitet, etc.) som rdknas om till koncentration.

y

N

a+3-sy

a —"

v

LOD

Figur 33. Instrumentets detektionsgrdns (LOD) kan utvirderas frdn regressionsdata for kalibreringskurvan. ddr
signalen (y) avsdtts mot halten (x). syx dr residualernas standardavvikelse och a dr linjens intercept.

Exempel 4: For kvalitativa analyser (identifieringar) finns det ett troskelvérde under vilket positiva
resultat inte dr sdkra. Ett sitt att uppskatta en nedre gréns for metoden dr med en spddningsserie. Bered
6-10 prover med kidnd koncentration och mét pa dessa. Spad samtliga prover och mit igen. I Tabell 11
visas ett exempel. Om kravet &r ett positiv resultat i mer &n 95 % av analyserna sa uppfylls detta vid
nivan 100 mg/L som da anges som metodens detektionsgrins.
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Tabell 11. Bestimning av detektionsgrdns genom mdtningar pd en spddningsserie.

Koncentration Antal Antal positiva Antal negativa

(mg/L) métningar resultat resultat

200 10 10 0

100 10 10 0

75 10 5 5

50 10 1 9

25 10 0 10

Analytisk kinslighet

Med metodens analytiska kénslighet menar man lutningen pa kalibreringskurvan, dvs. dndringen i signal
dividerat med dndringen i koncentration.?® Ju kraftigare lutning desto hogre analytisk kénslighet. Denna
prestandaegenskap dr inte en sarskilt viktig i metodvalideringen, eftersom den ofta beror pa
instrumentinstillningar. I samband med kvalitetskontroll kan den dock vara ett enkelt sétt att visa om
instrumentet dr stabilt och fungerar som forvantat. En glaselektrod for pH har en lutning pa ca 60
mV/pH-enhet (Nernsts ekvation) och en spektrofotometrisk metod har en bestdmd analytisk kénslighet
(absorbans/koncentration) enligt Beers lag.

Ammoniumexemplet

Metodens métomrade enligt standarden dr 0,1 — 10 mg/L ammoniumkvéve for ospddda prover [83].
Standarden rekommenderar att undersokningen av matomradet delas i tva forsok: 0,1 — 1,0 mg/L och 1
— 10 mg/L. Standardens forslag pa koncentrationer i respektive intervall (0,2; 0,4; 0,6; 0,8 och 1,0 mg/L)
och (1, 2, 4, 6, 8, 10 mg/L) dr som synes jamnt fordelade. Eftersom laboratoriet vill mita ner till 0,01
mg/L dr det foreslagna ldgre intervallet inte helt optimalt. Laboratoriet behover forvissa sig om att det
kan méta de lagre nivderna med acceptabel precision och méaste darfér bestimma sin rapportgrans (Figur
34).

Standarden foreskriver en kontroll av den analytiska kénsligheten. En l6sning med koncentrationen 0,5
mg/L ska ge en signal motsvarande minst 0,040 absorbansenheter per 10 mm optisk viglingd (Figur
34).

20 Inom omrddet laboratoriemedicin anvinds termen “diagnostisk kiinslighet” i en annan betydelse.
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Valideringsrapport Utférande Sid 5(6)

Prestandaegenskap Beskrivning

Rapportgrins (LOQ): Den niva dver vilken metoden har acceptabel
matosakerhet. Eftersom standardens krav refererar till en halt som ar mycket
over den som metoden ska klara av, approximeras LOQ som den niva dar
metoden har acceptabel mellanliggande precision. Med acceptabel menas har
CVi(%) = 10 %.

Analytisk kanslighet: Lutningen pa kalibreringskurvan.

Krav

LOQ = 10 pg/L. Detta medfoér en maximal tillaten spridning pa | pg/L for
prover med halter omkring 10 pg/L.

Analytisk kanslighet: En I6sning med koncentrationen 0,5 mg/L (500 pg/L) ska
enligt standarden ge en absorbans motsvarande minst 0,040 da kyvettlingden ar

I cm.
Mitomrade -
Experiment
Da kontaminationen kan vara stor vid matning av laga koncentrationer och
variera mellan dagar och personer sa analyseras ett kontrollprov pa nivan 20
pg/L under 30 olika dagar (mellanliggande precisionsférhallanden). Da vi har har
modifierat den standardiserade metoden har vi valt att gora fler an normalt 10
matningar som gors for att verifiera LOQ.
Analytiska kinslighet: Absorbansen pa nivan 500 pg/L for en kyvett med langd 5
cm mats.
Utvirdering

LOQ beriknas fran standardavvikelsen s enligt LOQ = 10s,.
Analytisk kanslighet: Uppmatt absorbans raknas om till den som svarar mot
kyvettlangden en (1) cm och halten 0,5 mg/L.
LOQ: Standardavvikelsen s ar 1,2 pg/L vilket ger LOQ = 10-1,2 = 12 pg/L.
Resultatet for LOQ ar det samma som det som erhalls ur data fran ANOVA-
berakningarna (se sid 3). Dar erholls CV,= 6,2 % vilket motsvarar 1,24 pg/L.

Resultat LOQ blir alltsa 12 pg/L.
Analytisk kanslighet: Fér nivan 0,5 mg/L uppmittes A = 0,252 vilket motsvarar A
= 0,050 for kyvettlangden | cm.

Slutsatser Den beraknade rapportgransen pa 12 pg/L ligger mycket nara kravet pa 10 pg/L

och anses darfor godkand. Den analytiska kansligheten uppfyller kravet

Figur 34. Laboratoriets noteringar kring planering, resultat och utvirdering av metodens rapportgrins och
analytiska kinslighet.
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5.5 Robusthet

Robusthet innebdar att riktigheten och Robusthetsstudie: Intern
precisionen hos en metod inte dr kénslig for laboratorieundersokning i syfte att undersoka
mindre fordndringar i den omgivande miljon, hur en analytisk process péverkas av sma
experimentella parametrar, personal etc. men avsiktliga fordndringar 1 miljo- och/eller
Fritt versatt och modifierat fran [UPAC (1995). driftsforhallanden...
AOAC International (fritt Oversatt och
modifierat).

Grunder

Med robusthet (eng. ‘robustness’ eller ‘ruggedness’) avses metodens forméga att sta emot forandringar
i de experimentella betingelserna [7, 10, 36]. I varje metod finns steg som har en betydande effekt pa
resultatet om de inte utfors tillrdckligt noggrant. I en robusthetsstudie gors medvetna &ndringar av
experimentella parametrar och effekterna studeras. Pa sa sitt dr det mdjligt att identifiera parametrar
som har stor inverkan pa resultatet. Nar sedan metoden anvands ar det mojligt att extra noga kontrollera
dessa parametrar. Om det dr nodvéndigt att forbattra metoden ytterligare kan arbetet koncentreras till de
parametrar som &r kinda att vara kritiska.

Robustheten studeras i regel under metodutvecklingen som ett led i optimeringen av metoden. En vl
utvecklad metod forvéintas vara stabil. Utgangspunkten i valideringen &r dérfor att robusthetsstudien ska
bekrifta att effekten fran variation av olika experimentella parametrar pa resultatet dr liten.

Standardiserade metoder forutsétts vara robusta. Om dessa anvdnds inom angiven omfattning finns
ingen anledning att undersoka robustheten da metodens prestanda verifieras.

e .
& e e ‘//
A \
y N
[ 3
L ‘ \g
)
’(» 7
\/ ! 4 Figur 35. En robust metod ger ritt resultat
3 dven ndr de experimentella betingelserna
varierar.

Provtyper och val av experimentella parametrar
I en robusthetsstudie anvénds prover som ér tillrdckligt homogena och stabila och som ticker metodens

omfattning, t.ex. vanliga prover eller referensmaterial. Valet av experimentella parametrar i
robusthetsstudien beror pa metoden, men kan t.ex. vara:

¢ volym och koncentration av reagensldsningar;

¢ pH;

o tid och temperatur for provforvaring, torkning, extraktion, reaktion, urskéljning etc.;
o hastigheter 1 flodessystem;

o tillverkare, typ, ldngd och alder hos en kromatografisk kolonn;

e personal.
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Utformning av robusthetsexperiment

Robusthetsstudien kan utformas for att ticka hela metoden eller separata steg som beddms vara kritiska,
t.ex. provforvaringen®' eller en provupparbetningsfas. I studien r det naturligt att resultaten fran
maitningarna avser matstorheten (ofta en koncentration av analyten) men andra storheter kan ocksa
anvéndas, t.ex. retentionstid eller uppldsning i ett kromatografiskt system.

For enkla metoder, med fa kritiska parametrar, &r det fullt mojligt att undersoka effekten av olika
parametrar en och en. Ett effektivare alternativ dr att anvédnda statistisk forsoksplanering. Da kan man
optimera sina forsok sé att man t.ex. far fram den information man &r intresserad av med sa fa forsok
som mojligt. Detta uppldgg kallas dd en reducerad forsoksplan eftersom man véljer bort vissa
interaktioner mellan parametrar som man inte &r intresserad av eller som bedoms som osannolika.

En reducerad forsoksplan beskrevs redan pa 1940-talet av Plackett och Burman [101]. I Figur 36 visas
ett exempel dir effekten av sju olika parametrar undersdks med endast dtta experiment [27].2? Det finns
i de flesta fall fardiga tabeller for det antal parametrar man 4r intresserad av, men om ménga parametrar
ska undersokas sé rekommenderas att anvénda ett statistikprogram [33, 36, 102].

Experiment | Parameter

nr p1 p2 p3 y2Z ps Ds p7 Resultat
1 Hog Hog Hog Hog Hog Hog Hog s

2 Hog Hog Lag Hog Lag Lag Lag t

3 Hog Lag Hog Lag Hog Lag Lag u

4 Hog Lag Lag Lag Lag Hog Hog v

5 Lag Hog Hog Lag Lag Hog Lag w

6 Lag Hog Lag Lag Hog Lag Hog X

7 Lag Lag Hog Hog Lag Lag Hog y

8 Lag Lag Lag Hog Hog Hog Lag z

Figur 36. Grunden for utformning av en robusthetsundersokning enligt Plackett och Burman. De sju parametrarna
(p1-p7) studeras vid tva nivder (hog/lag eller normal/alternativ) och effekten baserad pd resultaten frdn dtta
uppmdtta resultat (s, t, u,...) berdknas.

I det hér fallet representeras varje parameter av tva nivaer (hog/1ag). Parametrarnas virden viéljs utifran
normala instdllningar och de avvikelser som &r rimliga mellan olika laboratorier. Om t.ex. parameter p;
ar extraktionstid, och metodbeskrivningen foreskriver 30 min kan till exempel 20 min och 40 min véljas
(Lag”/"Hog”), alternativt om kemisten misstédnker att framfor allt kortare extraktionstid ger déligt
utbyte kan 30 minuter anviandas for ”Ho6g” och 20 min for ”Lag”. For utvédrderingen har det ingen
betydelse vad som dr hogt och lagt, men det rekommenderas starkt att vara systematisk och lata "Hog”
respektive ”Lag” motsvara forhallandet mellan parametrarnas vérden eftersom det annars kan uppsta en

hel del forvirring nér resultaten tolkas.

2l Viirme, ljus, fukt, pH m.m. kan pdverka prover och lésningar och orsaka tillvixt av mikroorganismer,
nedbrytningar eller sidoreaktioner av olika slag. Frdn utspddda I6sningar kan adsorption ske till kirlets viggar
och orsaka kraftiga forluster. I valideringen bor ingd en kontroll av tiden som dr angiven i analysinstruktionen
hur ldnge prover/reagens kan forvaras utan att resultatet pdaverkas.

22 Experiment for att underséka robustheten (motstindsformdga/tillimplighet) med en reducerad forséksplan
foreskrivs i europeisk livsmedelslagstifining [49].
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Utvirdering
Effekten for varje parameter berdknas som den genomsnittliga skillnaden i resultat (Diff) vid de tva
nivderna. For parameter p; ser sambandet ut sa hér:

. s+t+u+v wH+x+y+z Hog+ Hog+ Hog+ Hog Ldg + Lag + Lag + Ldg
Plip ="~ 4 - 4

En studie utformad som i Figur 36 dr ”balanserad” pa sa satt att ndr resultaten av de atta matningarna
delas in tva grupper med fyra resultat for varje parameter, sa tar effekten av de andra parametrarna ut
varandra. Du kan ldtt kontrollera detta i Figur 36. Nar differensen for p; berdknas subtraheras samtidigt
effekterna av 4 l4ga fran 4 hoga for alla andra parametrar. For p; blir det:

s+t+u+v wH+x+y+z Hog+ Hog+ Lag + Lag  Hog + Hog + Lag + Lag

DWpZ(pl): 4 4 4 4

Absolutvirdena av de sju differenserna ordnas i storleksordning. Ju storre differens desto storre effekt
pa metodens resultat har parametern. For att avgdra om en differens ar statistiskt signifikant jamfors den
sedan med metodens forvintade precision, t.ex. repeterbarheten, i ett ¢-test [36].

Dokumentation av robusthet

Metodbeskrivningen ska ange grénser for hur experimentella parametrar far variera, t.ex. ”Bered en
buffert med 6,5 + 0,3 pH...”, ”extrahera under 30 £+ 2 min...”, torka provet i ugn vid 105 £+ 2 °C...”.
Resultatet av robusthetsstudien ger laboratoriet méjlighet att bekrdfta att de tillatna variationerna for
experimentella parametrarna &r dndamélsenliga. En metodbeskrivning med tydligt angivna granser
underléttar kemistens arbete, t.ex. genom att informationen ger indirekt vigledning till val av utrustning.
Nér en standardiserad metod innehaller sddana grinser dr detta en indikation péa att metoden varit
foremal for ndgon slags undersokning av robustheten.

Ammoniumexemplet

Standarden SS-EN ISO 11732 [83] ndmner inte specifikt att metodens robusthet har undersokts men
texten innehéller information som visar hur kritiska vissa experimentella parametrar ar (Tabell 12).

Tabell 12. Exempel pd information som visar tilldtna variationer i experimentella parametrar vid bestdmning
av ammoniumkvive med SS-EN ISO 11732 (fritt 6versatt frdn engelska).

Avsnitt | Beskrivning

3.2 Hoga koncentrationer av metalljoner som kan falla ut som hydroxider leder till saimre
precision. Genom tillsats av Na,-EDTA (30 g/L) till 16sning R1 férhindras stérningar
fran upp till 0,2 mg/L {6r Cu, Zn, Fe, Ca, Mg respektive Al.

33.8 NH4CI torkad till konstant vikt vid 105 + 2 °C.

3.3.15 | De angivna miangderna for beredning av blandindikatorn kan minskas med 10 %.

3.3.17 | Losningen R1 ar vid forvaring i polyetenflaska i rumstemperatur stabil i ca 1 méanad.

3.3.19 | Absorbansen hos 16sningen R2 bor vara 0,3 — 0,5.

3.3.19 | Urlufta, filtrera och 6verfor 16sningen R2 till forvaringskarlet och lat den sta minst 2h.

3.3.22 | Kalibreringsldsning II med ammoniumkvéve &r stabil upp till en vecka vid forvaring i

kylskap.
3.5 Karl av glas, polyalkenplast eller teflon (PTFE) ar lampliga for provtagning.
3.5 I extrema fall kan provet forvaras upp till tva veckor forutsatt att det membranfiltreras

efter surgérning.
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5.6 Maitosikerhet

Matosdkerhet: Icke-negativ parameter som kiannetecknar spridningen av storhetsviarden som tillskrivs
en matstorhet, utifrdn den informationen som anvénts.

Fritt 6versatt fran VIM [2].

Grunder

Mitosékerhet dr egentligen ett kvantitativt matt pa kvaliteten for ett métresultat men anvénds dven for
att indikera hur bra en metod éar. Istillet for att rapportera matt pa precision och bias var for sig anger
man ett intervall inom vilket det ”sanna vérdet” ligger med specificerad, hog sannolikhet (ofta 95 %). I
t.ex. provnings- och kalibreringsrapporter och i certifikat for referensmaterial redovisas resultat ofta pa
formen métvérde + utvidgad osékerhet.

For ackrediterade laboratorier dr det ett krav att utvdrdera och rapportera matosdkerhet for méanga
tillimpningar [5, 6]. Det dr déarfor en god idé att uppskatta métosikerheten redan i samband med
valideringsarbetet [7]. Utvdrdering av maétosdkerhet beskrivs utforligt i bade standarder och
vigledningsdokument. Se t.ex. Referens 12, 32 och 35.

Uppskattning av mdtosikerhet fran valideringsdata

Erfarenheter frén kemiomradet visar att métosdkerheten ofta blir for 14g om den utvérderas fran en
modell for métningen [103]. Ett bra alternativ &r att utgd frdn information som redan finns pé
laboratoriet, t.ex. valideringsdata. For att uppskatta méatosdkerheten fran valideringsdata behovs tre
saker:

e bista mojliga uppskattning av precisionen;

e bista mojliga uppskattning av bias och osékerheten for bias [90];

e bista mojliga uppskattning av ev. dvriga osékerhetskéllor som inte técks in av bidragen ovan under
valideringen.

Dessa tre bitar kan ses som separata osdkerhetsbidrag som kan utvirderas var for sig och sedan
kombineras till en sammanlagd métosédkerhet.

Det laboratorium som vill anvénda valideringsdata for utvirdering av métosikerhet méste framforallt
fundera péa foljande:

e varifran kommer valideringsinformationen, &r det egna eller andras data (fran t.ex. sérskilda
jamforelser mellan laboratorier) som utgdr underlag?
o ticker valideringsunderlaget in alla betydande osdkerhetskallor?

Metoder som har karaktdriserats i en jaimforelse mellan laboratorier innehaller i regel detaljerad
information om repeterbarhet och reproducerbarhet och ibland dven om bias. Normalt har dock endast
nagra fa haltnivaer och provtyper studerats. En del av provberedningen kan ocksd vara gjord av
arrangéren for att fA material som &ar stabila under undersokningen. Det kan alltsd finnas
osidkerhetsbidrag som inte ticks in av jamforelsen.

I en jamforelse mellan laboratorier kommer ménga smé effekter att variera. Den bdsta uppskattningen
av precision dr déarfor reproducerbarheten (sr). Nér inga betydande signifikanta systematiska fel
konstaterats och metoden anvéinds inom avsedd omfattning, kan sg darfor anvdndas som ett matt pa
metodens standardosdkerhet [34]. Eftersom precisionen ofta utgdér en betydande andel av
matosdkerheten blir studier av haltberoende viktiga. Se Bilaga E4 1 Referens 32 for mer information.

Naér systematiska fel inte kan ignoreras bor standarden tydligt informera om hur dessa ska hanteras [104].
Enligt principerna i GUM [12] ska man korrigera for kdnda systematiska fel och ta hansyn till
osidkerheten i korrektionen, men standarden kan foreskriva annat.

Ett laboratorium som validerar en egenutvecklad metod baserar kanske sin uppskattning av riktighet och
precision pa ett relativt litet antal férsok under en kort tidsperiod. Det innebar dock inget hinder for att
gora en uppskattning av osékerheten. Nar metoden varit i bruk en tid finns mer information, om precision
frén den interna kvalitetskontrollen, och om bias fran t.ex. tillsatsforsok, analys av referensmaterial och
deltagande i jamforelser med andra laboratorier [90]. Matosédkerhetsuppskattningen kan da revideras.
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I den utvirderingsmetod for mitosikerhet som beskrivs i ISO:s grunddokument GUM [12] identifieras
alla betydande osékerhetskéllor och motsvarande osékerhetsbidrag riknas fram. Detta pdminner mycket
om robusthetsstudier dar kritiska experimentella parametrar identifieras och deras inverkan bestdms.
Robusthetsstudier kan allts& ge information om individuella osdkerhetsbidrag.

Osdikerhet for provtagning

Valideringen fokuserar ofta p& det som hénder efter att provet anlént till laboratoriet men kan ocksé
inbegripa rutiner for provtagning [5]. Arbetet med att ta fram rutiner for provtagning har traditionellt
fokuserat pa att undvika systematiska fel och uppna en acceptabel variation. Trots detta framhalls ofta
att provtagningen kan utgora det dominerande osdkerhetbidraget i en métning men det &r inte sikert att
siffervarden finns tillgdngliga [79]. En Guide fran Eurachem m.fl. tar upp ménga aspekter av
provtagningsosdkerhet. Guiden visar 1 sex genomarbetade exempel vilken betydelse som provtagningen
kan ha for den 6vergripande kvaliteten for kemiska analyser [78].

Exempel: Mitosékerheten for nitrathalten i partier av véxthusodlad sallat ska utvarderas. Sallat behover
nitrat for att vixa men for hoga nitrathalter kan inverka negativt pa konsumenternas hélsa. Darfor finns
ett ovre gransvarde for nitrathalten pa 4500 mg/kg. Ett faststéllt antal salladshuvuden viljs ut fran varje
parti enligt sérskilda provtagningsrutiner och bereds och analyseras. Den statistiska utvédrderingen sker
med ANOVA och mojliggdr att den totala métosékerheten (Urr, £=2) p& 16 % kan delas upp i ett bidrag
frén provtagningen (14,5 %) och ett bidrag fran analysen (6,7 %). Provtagningen utgdr alltsa 88 % av
den sammanlagda osdkerheten [78].

Ammoniumexemplet

Standarden ndmner inget specifikt om métosadkerhet. Det framgar dock att resultat inte ska rapporteras
med mer 4n tva signifikanta siffror, t.ex. 1,2 mg/L eller 9,6 mg/L. Det antyder osékerheter pa som mest
ca 10 % men é&r inte tillrickligt for att uppfylla de krav som stélls pa hur information om métosikerhet
numera ska vara utformad.

Standardens uppgifter om reproducerbarhet kan anviandas som en grov uppskattning av matosdkerheten
enligt sambandet Urel = 2ucre1 = 2CVr. Det ger da en utvidgad osékerhet pa 10-20 % (Se Figur 19). Detta
stimmer vél med data fran regelbunden kompetensprovning [105] for prover med halter av
ammoniumkvéve i intervallet 0,2—1 mg/L.

I EG:s dricksvattendirektiv fran 1998 uttrycktes kraven pa mdtkvalitet i termer av riktighet och
precision. For matningar av ammoniumkvave vid gransvardet gillde da:

e bias < 10 %;

e mellanliggande precision (2s) < 10 %.
Resultaten kunde alltsé ha ett systematiskt fel pa 10 % och dessutom variera kring den nivén med lika
mycket. Hur Gversétter vi dessa krav till ett krav pa matosdkerhet? Ett sdtt dr att diskutera utifran

osdkerhetsbidrag, utvdardera osdkerheten for varje bidrag och sedan tillimpa regler for
osdkerhetsfortplantning [12, 32, 35, 106]. De tva bidragen ar:

e bidrag 1 = standardosédkerheten som svarar mot precisionen = u1 = Uprecision = 10/2 =5 %o;
e bidrag 2 = standardosékerheten som svarar mot osékerheten i bias =

Uy = Upjgs = % = 5,77 %.

Vi har alltsé tva bidrag, vart och pa ca 5 %. De tva bidragen kombineras (1dggs ihop) enligt:

Ucrel = \/(uprecision)z + ubias)z = 52 +5,77% = 7,63 %.

Motsvarande krav for den relativa utvidgade osidkerheten ges av:
Urer =2 terer =2°7,63=153=16 %.
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I den nuvarande foreskriften om dricksvattenkvalitet dr kravet l4gre och formulerat pa annat sétt [50].
Nu ska métningar av ammoniumkvéve vid nivan 0,5 mg/L kunna utférs med en relativ méitosékerhet
(Urer, £=2) <40 %. De flesta laboratorier uppfyller detta krav [105]. Det nya kravet pa métosdkerhet kan
fortfarande Oversattas till krav pa bias och precision. Man kan t.ex. utga fran att respektive bidrag inte
ska overstiga en fjardedel av kravet pa utvidgad matosédkerhet [8] vilket i vart exempel ger:

upias (krav) < 1/4 U (krav) = 40/4 = 10 %;
Uprecision (Krav) < 1/4 U (krav) = 40/4 = 10 %.

Detta ger god marginal eftersom en kombination av tva bidrag av den storleken skulle ge:

v= 2\/(uprecision)2 + ubias)2 =+v10% + 102 =29 %.

Ett laboratorium som implementerar ammoniummetoden sadsom beskrivs i denna Handbok kan alltsé
redan vid valideringen goéra en prelimindr utvdardering av métosdkerheten och sedan jamfora sin
matosdkerhet med foreskriftens krav. De data som behdvs ér:

e information om mellanliggande precision;

e information om bias. Vardet utgdér underlag for eventuell korrektion;

e information om osdkerheten i bias dvs precisionen vid bestimningen av bias. Det man inte kan
korrigera for ar osdkerheten i bias. Osdkerheten for bias bestdms av hur bra laboratoriet kan mita
bias. Det ér alltsé precisionen i métningen som sitter gransen.

En mer ingaende diskussion om olika sétt att utvdrdera métosékerheten for ammoniummetoden finns i
Nordtests Handbok [35].
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6 Dokumentation
6.1 Valideringsrapport

Allt valideringsarbete, fran planering till genomf6érande och rapportering ska dokumenteras. Omfattning
och detaljer hos dokumentationen varierar beroende pa interna och externa krav men ska framgé av
laboratoriets kvalitetsledningssystem. En mall (Bilaga 1) kan inkludera analytiska krav, beteckning och
titel for metoden inkl. hdnvisning till metodbeskrivningen, valideringsplan, resultat av valideringen och
eventuella forslag till &ndringar i analysinstruktionen.

Slutsatser om metodens anvindbarhet

Nér det experimentella arbetet dr klart ska laboratoriet dra slutsatser om kraven uppfylls, dels for varje
undersokt prestandaegenskap, dels for metoden som helhet. Som indikeras i Figur 8 kan bedomningen
forst vara att metoden inte uppfyller kraven. Kanske var precisionen inte riktigt s bra som Onskat.
Valideringsarbetet behdver dock inte vara bortkastat. Kan kunden trots allt acceptera resultaten eller gar
det att vidareutveckla metoden? Forst ndr dessa mdjligheter undersokts tas beslut om metoden kan
anvéandas eller ej.

Planering av intern kvalitetskontroll

Med metodvalideringen som grund planeras den interna kvalitetskontrollen, t.ex. antal och typ av
kontrollprov, l&dmpliga kontrolldiagram och preliminédra kontrollgranser.

6.2 Ammoniumexemplet

Det aterstar nu att ssmmanfatta valideringsstudien och dra slutsatser fran experimenten. Kemisten fyller
i sista sidan av mallen (Figur 37).

Valideringsrapport Resultat och slutsatser Sid 6(6)

Metod A0OI, for ammoniumkvave i dricksvatten, ar baserad pa FIA-
varianten av befintlig ISO-metod. Matomradet ar dndrat fran 0,1-10 mg/L till
10—1000 pg/L. Forutom bias, repeterbarhet, mellanliggande precision och
analytisk kanslighet som bor verifieras for en standardiserad fotometrisk

Sammanfattning av utfort metod, har rapportgransen validerats.

arbete En grov uppskattning av mitosikerheten fran bestimningarna av bias och

mellanliggande precision (niva 500 pg/L) ger U, k=2 <5 % dvs << kravet pa
max 40 %. Standardens reproducerbarhetsdata, erfarenheter fran
regelbunden kompetensprovning samt avsaknaden av CRM for ammonium i
dricksvatten tyder dock pa att en realistisk osdkerhet ar 10—15 %.

Resultat Valideringen visar att metoden uppfyller stallda krav.

Inom mitomradet 4r det lampligt med tva kontrollprov, ett nara LOQ pa
Slutsatser betriffande nivan 20 pg/L och ett ndrmare foreskriftens gransvarde (500 pg/L). De
intern kvalitetskontroll prelimindra granserna for kontrollprovet baseras pa s = 1,3 pg/L pa lag niva
och 8 pg/L pa hog niva.

M Metoden uppfyller kraven och | o Metoden uppfyller ej kraven.
far tas i bruk Foljande atgirder ska vidtas:
Slutsatser om metodens _— -
o Valideringen ska foljas upp med
tillimpbarhet o .
resultat fran intern och extern
kvalitetskontroll senast 2021-03-01.
Datum Signatur (handliggare) Signatur (kvalitetsansvarig)
2020-03-02 Anna Analys Berra Balans

Figur 37. Resultatet av valideringen mdste sammanfattas tydligt. Slutsatsen ska innehdlla besked huruvida
metoden uppfyller kraven eller ej.
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7 Uppdatering av underlag och valideringsrapport
7.1 Grunder

Nér metoden har varit i drift en tid har laboratoriet samlat pa sig erfarenhet och information som kan
anvindas for att bekrifta eller uppdatera valideringsunderlaget. Data fran savdl den interna
kvalitetskontrollen (kontrollkort) som den externa kvalitetskontrollen (kompetensprovning) och andra
jamforelser mellan laboratorier kan anvéndas.

Ackrediterade laboratorier ska ha en strategiplan for sitt deltagande i kompetensprévning [107].
Databasen Eptis innehaller information om ett stort antal sidana program [108]. Som komplement till
regelbunden kompetensprovning erbjuder en del arrangdrer numera utskick av prover nér det passar det
enskilda laboratoriet.® S4 fort laboratoriet har rapporterat resultat far det dterkoppling, t.ex. som z-virde
eller i annat podngssystem. Det dr anvandbart t.ex. nir andra jamforelser saknas, déa det ar lang tid innan
ndsta kompetensprovning eller da laboratoriet blivit underként i sin vanliga kompetensprévning och vill
visa att korrigerande atgarder haft effekt.

Kontroll av precision

Efter att metoden har varit bruk en ldngre tid, t.ex. ett ar kan fasta kontrollgrinser séttas — se vidare
”Trollboken” [8]. Genom att vdga samman standardavvikelser frén resultat pd métningar av
dubbelprover fran inkommande rutinprover erhélls en uppskattning av metodens repeterbarhet vid olika
nivaer. Den mellanliggande precisionen s1 uppskattas fran resultat pd kontrollprov. Se Avsnitt 4 i
Referens [8].

Kontroll av rapportgrins

Ett prov med l&g halt kan anvindas for att kontrollera rapportgrinsen LOQ. Anteckna resultaten, dven
negativa, med en extra signifikant siffra, och berdkna LOQ.

Kontroll av uppskattad mdtoséikerhet

Resultat fran regelbunden kompetensprovning kan anvédndas for att kontrollera laboratoriets egen
uppskattning av méatosdkerheten [15, 109]. En forutséttning ar att de provmaterial som anvénds har en
matris och haltomrade som svarar mot metodens omfattning. Det &r l&mpligt att rita upp resultaten i ett
zeta-diagram [8].

7.2 Metoden ir i drift men valideringsrapporten ir ofullstindig

Det ér inte ovanligt att laboratorier har haft en metod i drift under manga ar utan att erhalla klagomal.
Det kan ocksé hédnda att laboratoriet eller ndgon extern intressent konstaterar att dokumentation rérande
validering saknas eller inte uppfyller stillda krav. Detta kan t.ex. intréffa d& ny personal introduceras,
nir myndighetskrav &ndras, vid interna och externa revisoner eller da laboratoriet granskar krav for
ackreditering i foreskrifter eller standarder. I den hér situationen rekommenderar vi foljande:

e se Over befintlig rutin eller ta fram en rutin for validering;

o se Over befintlig mall for valideringsrapport eller ta fram en mall (se t.ex. Bilaga 1);

o fyll i tillampliga delar av valideringsrapporten. Dokumentation om prestanda hamtas fran den interna
och externa kvalitetskontrollen. Komplettera vid behov med fler experiment;

¢ jamfor befintliga prestanda med de krav som stélls och dra slutsatser for varje egenskap och for
metoden som helhet.

23 Dessa aktiviteter kallas bl.a. 'rapid performance evaluation schemes’, "quick PT’ och ’rapid PT".
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Bilaga 1 - Rapportmall

Validerin:

srapport

Titelsida

Sid 1(X)

Datum

Handlédggare

Metodens beteckning
och titel

Metodens omfattning

Kort beskrivning av
metoden

Iakttagelser vid
genomliisning av
metodbeskrivningen

Ange aktuell situation med

Kommentar

Metoden ir i drift pa laboratoriet

Metodens status och

Metoden ér etablerad

anvindning Metoden avser en operationellt
definierad miétstorhet
Metoden ir indrad/modifierad
Metoden anvinds sillan/tillfilligt

Miitstorhet

Analyt

Mittenhet

Bas for rapportering

Mitomrade

Provtyp/matris

Avsedd anvindning

Provtagning

Provbehandling

Metrologisk sparbarhet
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Valideringsrapport Planering Sid 2(X)
Prestandaegenskap
Ange med M det som ska ing4 i Krav Kommentar
valideringen
Repeterbarhet m|
Precision
Mellanliggande precision ]
Bias o
Riktighet
Selektivitet m|
Robusthet o
Kalibrering o
Linjiritet (linjart omrade) o
Detektionsgriins (LOD) O
Mitomrade
Rapportgrins (LOQ) ]
Ovre griins a)
Analytisk kinslighet ]
Utvidgad maétosiikerhet, k =2 o
Resurser Kommentar
Antal personer
Antal arbetsdagar
Prov- och blankmaterial
Referensmaterial
Experiment
Dae nr Material & Antal Kommentar
g identitet miétningar
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Valideringsrapport Utforande Sid 3(X)
Prestandaegenskap Beskrivning
Krav
Experiment
Utviérdering
Resultat
Slutsatser
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Valideringsrapport

Resultat och slutsatser Sid... (X)

Sammanfattning av utfort
arbete

Resultat

Slutsatser betriffande
intern kvalitetskontroll

Slutsatser om metodens
tillimpbarhet

o Metoden uppfyller kraven och
far tas i bruk

o Metoden uppfyller ej kraven.
Foljande atgérder ska vidtas:

Datum

Signatur (handliggare)

Signatur (kvalitetsansvarig)
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Bilaga 2 - Exempel bestamning av siloxaner i biogas

Valideringsrapport Titelsida Sid 1(6)
Datum 2011-03-03
Handléiggare SA

Metodens beteckning och
titel

4846 Bestamning av halten siloxaner i biogas.

Metodens omfattning

Metoden lampar sig for bestamning av halten siloxaner i biogas med GC-MS efter
provtagning pa Tenaxror i intervallet 0,01-20 mg/m3.

Kort beskrivning av
metoden

Med ett flode pa 50—100 mL/min far 100—400 mL prov passera genom ett Tenaxror
dar siloxaner adsorberas. Efter termisk desorption sker kvantifiering pa GC-MS
med jonextraktion. En jon per siloxan anvands for kvantifiering. For identifiering
anvinds tva joner och retentionstid. Minst tva prover tas ut och medelvardet
beraknas.

Iil:l:)t;gl;l;:;lwgv Ej tydligt hur kalibreringen ska utforas. Denna punkt har fortydligats i aktuell
g '8 a version av metodbeskrivningen.
metodbeskrivningen

Ange aktuell situation med Kommentar
Metoden ir i drift pa
laboratoriet
.
Metoden ér etablerad ISO 16017-1:2000.
Metodens status och
anvindning
Metoden avser en
operationellt definierad ]
miéitstorhet
Metoden ar Den standardiserade metoden omfattade
andrad/modifierad inte siloxaner.
Metoden anvinds o
sillan/tillfilligt
Miitstorhet Masskoncentration
8 olika siloxaner: L2, L3, L4, L5, D3, Organiska silc?xaner i biqgas ar oftast linjara
Analyt D4. D5. D6 (L) eller cykliska (D). Siffran anger antalet
T kiselatomer.
Mittenhet mg/m’
Bas for rapportering STP
Miitomrade 0,01-20 mg/m3
Provtyp/matris Biogas, luft, naturgas

Avsedd anvindning

Kontroll av kvalitet pa biogas och
naturgas.

Provtagning

Utfors av kunden. Prov (Tenaxror)
lamnas till laboratoriet

Vi forser kund med riktlinjer for
provtagning.

Provbehandling

Metrologisk sparbarhet

Resultaten ir sparbara till Sl-enheten mg/m?® via invigning av siloxaner med renhet
> 97 %, och matning av volymen provtagen gas med kalibrerad flodesmatare.
Certifierade referensmaterial (fasta amnen eller gasblandningar) saknas. Prestanda
for all instrumentering (vagar, termometrar, gasfloden) framgar av specifikationer
och kalibreringsbevis.
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Valideringsrapport

Planering Sid 2(6)

Prestandaegenskap

Ange med M det som ska ingi i valideringen Kray Kommentar
Precision Repeterbarhet M| CV. 5% Uppskattas vid nivaer > 0,02 mg/m3
Mellanliggande precision M| CV,<8% Uppskattas vid nivan 5 mg/m3
Bias M| <10% Uppskattas vid nivan 5 mg/m3
Riktighet Selektivitet 5 Information om interferenser finns i
standarden
Ingar ej. Metoden bygger pa en redan
Robusthet - validerad standardiserad metod
Kalibrering ]
<2% i .. .. ..
Linjiiritet (linjirt omride) p| 52 %avikelse | e for halcer dver | mg/m?
for residualer
Mitomrade Detektionsgrins (LOD) ]
Rapportgrins (LOQ) M| 0,01 mg/m3
Ovre griins M| 20 mg/m3
Analytisk kinslighet ]
Utvidgad mitosiikerhet, k =2 | 20 % (Ure) Berak.nas fran mellanliggande precision
och bias.
Resurser Kommentar
Personalen jamnt fordelad under den tid
Antal personer 2 . o o
experimentet pagar.
Antal arbetsdagar 30
Kund tar 2-5 prover pa Tenax fran varje
Prov Pl- P15 provtagningspunkt. Vart och ett av prov

Prov- och blankmaterial

P1-P15 bestar alltsa av flera delprover.

Kontrollprov K| (beredning)

Stamlésning 100 mg/L bereds fran alla
siloxaner RI-R8.

Kontrollprov K1 (provtagning)

Spadning i gaspase till ca 5 mg/m3 av alla
analyter. Bereds nytt varje analysvecka.
Prov ur gaspasen samlas pa Tenax.

Referensmaterial R1-R8 Rena siloxaner, renhet > 97 %.
Experiment
Dag nr Material & Antal Kommentar
identitet métningar (n)
| PI, P2, P3 |
Kl 2
2 P4, P5, P6 |
Kl 2
3 P7, P8, P9 |
Kl 2
4 PIO, P11, P12 |
Kl 2
5 P13, P14, P15 |
Kl 2
6 Kl 4 Test av provtagning fran gaspase med tva Tenaxror i serie.
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Valideringsrapport Utforande Sid 3(6)

Prestandaegenskap Beskrivning
Repeterbarhet: Variation vid upprepade matningar av en och samma kemist,
samma dag, pa samma prov med samma instrumentering.
Mellanliggande precision: Variation vid upprepade matningar pa samma prov av
olika kemister, olika dagar med samma instrumentering.
Krav
Repeterbarhet CV < 5 % pa nivaer 6ver 0,02 mg/m’
Mellanliggande precision CV < 10 % vid nivier ca 5 mg/m?
Experiment
Precision Repeterbarhet: Standardavvikelsen s. for varje prov beriknas fran resultat pa 2—
5 prover (tagna i falt) av kund. Totalt anvandes |5 olika prover.
Mellanliggande precision: Ett kontrollprov (halt ca 5 mg/m3) bereds genom att
injicera siloxan i en gaspase pa laboratoriet. Denna beredning gors varje
analysvecka. Antal prov 4.
Utvirdering
Variationskoefficienten for repeterbarhet (CV,) beraknas genom att vaga
samman resultat for de 16 proverna. Den mellanliggande precisionen (CV))
beraknas fran resultaten for de fyra proverna.
Repeterbarhet for halter dver 0,02 mg/m®. Rod markering: Kravet ej uppfyllt.
Analyt CV, (%)
L2 3,7
D3
L3 6,4
D4 3.3
L4 55
D5 4,6
L5
Dé 4,7
Mellanliggande precision
Resultat =
Analyt Medelvidrde (mg/ms3) s (mg/m?3) CV, (%)
L2 4,72 0,14 2,8
L3 4,99 0,17 3,5
D4 4,57 0,26 52
L4 4,31 0,27 54
D5 4,16 0,22 4,4
L5 2,99 0,18 3,7
Dé6 4,72 0,14 2,8
Hoga blanker for siloxan D3 orsakar den hoga spridningen och medelvirde
Slutsatser over 5 mg/m®. Uppmitt medelvirde ir ligre 4n forvintat for tyngre siloxaner

da dessa fastnar pa pasen insida. Kraven uppfylls for alla siloxaner utom D3.
Resultatet for L5 uppfyller kravet pa mellanliggande precision.
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Valideringsrapport Utférande Sid 4(6)
Prestandaegenskap Beskrivning
Systematiskt fel (bias).
Krav
Relativ bias < 10 % for halter éver | mg/m’.
Experiment
Referensprov tillverkas genom injicering av kidnda méangder siloxaner i en gaspase.
Provtagning sker direfter pa Tenax. Denna kontroll fungerar pa siloxaner med
Riktighet lagst kokpunkt dvs. analyterna L2 och D3. Storre siloxaner med hogre kokpunkt
ar inte stabila gasfasen utan bdrjar adsorberas pa innerviggen i gaspasen redan
efter ca 15 min.
| ett annat experiment med gaspase undersoktes adsorptionseffektiviteten
genom att ha tva Tenaxror i serie (huvudrdr och backup-ror).
Utvirdering
Absolut och relativ bias beraknas.
Test med gaspase
Analvt Medelvirde Xret £ U Bias Si
Y (mg/m?) (mg/m?) mg/m’ % mg/m’
L2 4,72 5,00 0,15 -0,28 -5,6 0,14
Resultat D3 4,99 500£015 | 001 | 02 | 0,7
“Mellanliggande precision
Test med tva Tenaxror i serie
Halten av siloxaner pa backup-roér berdknades vara mindre an 5 % jamfoért med
huvudroret.
Slutsatser Metoden uppfyller kravet pa bias for alla analyter.
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Valideringsrapport Utforande Sid 5(6)

Prestandaegenskap Beskrivning
Det intervall dar metoden har acceptabel matosakerhet.
Krav
Linjiritet: Mindre in 2 % avvikelse i residualer for prov > | mg/m®.
Rapportgrins (LOQ) < 0,01 mg/m’.
Experiment
Linjariteten undersoks genom upprepade mitningar pa fem prover med kand
halt inom mitomradet.
Midtomrade
Rapportgrinsen baseras pa mitningar av prover med lag halt (< 0,02 mg/m?®)
under repeterbarhetsforhallanden.
Utviirdering
Linjariteten utvarderas visuellt genom att avsatta signal (y) mot koncentration
(x) i ett diagram.
Rapportgriansen (LOQ) beriknas som LOQ = 10 s dar s berdknas fran 3—4
mitningar pa 5—-10 prover genom att viaga samman resultat.
Linjdritet
Residualdiagrammet visar mindre 4n | % avvikelse fran kalibreringskurvan for
alla analyter.
Rapportgrins (LOQ)
s 10s
Analyt LOQ (mg/m?
Y | (mg/m’)| (mg/m) Q (me/m)
L2 0,0004 0,004 0,005
D3 0,0032 0,032
Resultat L3 0,0003 | 0,003 0,005
D4 0,0015 0,015 0,01
L4 0,0007 0,007 0,01
D5 0,0006 0,006 0,01
L5 0,0028 0,028
Dé 0,0006 0,006 0,01
Anm: Roda falt = krav ej uppfyllt.
Slutsatser Kraven uppfylls for alla siloxaner utom D3 och L5.
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Valideringsrapportz“ Resultat och slutsatser Sid 6(6)

Den modifierade metoden 4846 for bestamning av siloxaner i biogas har
validerats. Repeterbarhet, mellanliggande precision, riktighet och
rapportgrans har undersokts.

Sammanfattning av utfort
arbete

De analytiska kraven uppfylls for alla siloxaner utom D3 och L5. For de
sistnamnda ar prestanda m.a.p. repeterbarhet, mellanliggande precision och
rapportgrans simre an kraven. Metoden bedoms anda tillrackligt bra for

analyser av biogas da halterna av D3 och L5 normalt ir mycket laga i
Resultat proverna.

Det har dven framkommit kundkrav pa analys av siloxaner i luft och
naturgas. Bedomningen ar att dessa matriser inte medfor ytterligare
storningar varfor metodens omfattning, efter kontroll, skulle kunna utokas.

Kontrollprov pa hog halt 5 mg/m3 ska matas varje analysvecka.
Varningsgranser och aktionsgranser baseras pa en mellanliggande precision
Slutsatser betriffande pa 6 %. Varningsgranserna blir da 5 + 0,6 mg/m? och aktionsgrinserna 5 *

intern kvalitetskontroll 0,9 mg/ m’.

Krav pa skillnaden mellan dubbelprov, repeterbarhetsgrinsen sitts till 15 %
(ca 2,8 ;). For D3 och L5 satts kravet till 30 %.

0 Metoden uppfyller ej kraven.

M Metoden uppfyller kraven och Foljande Atgiirder ska vidtas:

far tas i bruk
Slutsatser om metodens
tillimpbarhet Valideringen ska foljas upp med
resultat fran intern och extern
kvalitetskontroll senast 2012-03-10.

Datum Signatur (handliggare) Signatur (kvalitetsansvarig)

2011-03-10 SA PH

24 Efter att denna validering sammanstilldes utfordes ytterligare experiment som sammanfattas i K. Arrhenius, B.
Magnusson, E. Sahlin, Fororeningar i biogas: Validering av analysmetodik for siloxaner. Rapport SGC 243
1102-7371 * ISRN SGC-R-243-SE, Svensk Gastekniskt Centrum. Fritt tillgdnglig fran www.sgc.se.
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Bilaga 3 - Exempel bestimning av kvive i stal

Valideringsrapport Titelsida Sid 1(7)
Datum 2017-04-08
Handléggare Anna Analys

Metodens beteckning och

titel

Metod SO12 — Bestdmning av kvive i rostfritt stal

Metodens omfattning

Metoden anvands for bestimning av totalhalten kvive (elementaranalys) i rostfritt stal
med gasfusion i inert atmosfar i intervallet 0,005 — 0,6 g/100 g (vikt%).

Kort beskrivning av
metoden

Ca 0,3 g prov (span) vigs in i en degel. Provet upphettas och allt kvive omvandlas till
kvivgas som renas fran syrgas och koldioxid och detekteras med en

varmtradsdetektor.
Iakttagelser vid
genomlisning av Metoden ar tydligt skriven och alla instrumentparametrar ar angivna.
metodbeskrivningen

Ange aktuell situation med M

Kommentar

Metoden ir i drift pa

laboratoriet Z
ASTM E1019-18 Standard Test Method for
N M | C S, N and O in Steel, Iron, Nickel and

Metodens status och Metoden dr etablerad Cobalt Alloys by various Combustion and
anvindning fusion techniques.

Metoden avser en operationellt 5

definierad miétstorhet

Metoden ir dindrad/modifierad

Metoden anvinds o

séllan/tillfalligt
Miitstorhet Massbrak (halt)
Analyt Kvave
Mittenhet g/100 g (vikt%)
Bas for rapportering Inlimningstillstand
Mitomride 0,005 — 0,6 vikt% Giller for prover med massan 0,3 g
Provtyp/matris Rostfritt stal, nickelbas

Avsedd anvindning

Kvalitetskontroll av produkt

Provtagning

Provbehandling

Metrologisk sparbarhet

Resultaten 4r sparbara till Sl-enheten g/100 g (vikt%) via invigning med kalibrerad vag
och kalibrering av instrumentet med certifierade referensmaterial (CRM).
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Valideringsrapport Planering Sid 2(7)

Prestandaegenskap
Ange med M det som ska ingé i Krav Kommentar
valideringen
Halt < 0,05 g/100
Repeterbarhet | Sé\f (1,0IOCC;5 g/l00eg Halt > 0,05 2/ 100 g
.. e Data fran ASTM-E1019-18 Tabell 4
Precision

Halt < 0,05 g/100 g
Halt > 0,05 g/100 g
Skattat fran ASTM-E1019-18 Tabell 4

si< 0,001 g/100 g

Mellanliggande precision | CV.<2%

<
<0,0015 g/100g Halt < 0,05 g/100 g

Riktighet Bias . <25% E?:/z%glif /rLgSogséikerheten
Selektivitet o

Robusthet ]
Kalibrering ]

<2 % awi .
Linjiritet (linjirt omrade) | M 2 % avvikelse for

residualer
Mitomrade | Detektionsgriins (LOD) ]
Rapportgriins (LOQ) M | 0,005¢/100 g zmgagr dens krav pa LOQ ar 0,001
Ovre griins o
Analytisk kénslighet
Uppskattad vid tidigare forsok.
Utvidgad miitosikerhet, k=2 M | 0,003 g/100 g Haltomrade 0,005 — 0,05 g/100 g
5% Haltomrade 0,05 - 0,6 g/100 g
Resurser Kommentar
Personalen jamnt fordelad under
Antal personer 4 . . o o
den tid experimentet pagar
Antal arbetsdagar 22
Prov- och blankmaterial Bl (tomma deglar)
R1 EURO 79-2 Laglegerat 0,007 £ 0,001g/100 g
R2 JK 37 Rostfritt 0,0344 + 0,005 g/100 g
R3 JK 27A Rostfritt 0,0629 + 0,0007 g/100 g
Referensmaterial R4 EURO 298-1 Hoglegerat duplex 0,263 + 0,004 g/100 g
R5 EURO 294-1 Manganstal 0,566 £ 0,011 g/100 g
Materialen har liknande inhomogenitet som lollipop-prover. Gjutna prover kan vara
mer inhomogena.

Experiment
Dag nr Material & Antal Kommentar
g identitet métningar
Bl RI R2 10 e
I R3 R4 RS | Repeterbarhetsforhallanden
Bl RI R2 I e
2 R3 R4 RS 10 Repeterbarhetsforhallanden
Bl RI R2
3-30 R3 R4 R5 !
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Valideringsrapport Utforande Sid 3(7)
Prestandaegenskap Beskrivning
Repeterbarhet: Variation vid upprepade matningar av en och samma kemist, samma dag,
pa samma prov med samma instrumentering.
Mellanliggande precision: Variation vid upprepade mitningar pa samma prov av olika
kemister, olika dagar med samma instrumentering.
Krav
Precision Halt < 0,05 g/100 g - s, < 0,0005 g/100 g & s, < 0,001 g/100 g.
Halt > 0,05g/100g-CVr< 1| % & CV,<2 %.
Experiment
Upprepade matningar (n = 10) under en dag (se sid 2).
Matningar (n = I) under 30 dagar (se sid 2).
Utviérdering
Berakning av s och CV%.
Xref S CV. S| CVv,
Prov/CRM n n
(g/100g) | (g/100g) | (%) (g/100g) | (%)
Bl - 0,00026 - 10 0,00019 - 30
RI 0,007 0,0006 8,6 10 0,001 1 16 30
R2 0,0344 0,0005 1,5 10 0,001 29 | 30
Resultat R3 00629 | 000067 | I,I | 10 0,00085 | 1,4 | 30
R4 0,263 0,00065 | 0,2 10 0,00297 1 30
R5 0,566 0,0067 1,2 10 0,00619 1 30
Repeterbarhet (s;) och mellanliggande precision (s;). Inhomogenitet hos prov R5 (EURO
294-1) orsakar troligen den stora spridningen (s;) i den hogsta punkten.
Slutsatser

Om man accepterar 20 % hogre spridning ar kraven uppfyllda. Metodblanken (tomma
deglar) har lag standardavvikelse men provblanken (EURO 79-2) ger en mer realistisk

spridning.
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Valideringsrapport Utforande Sid 4(7)

Prestandaegenskap Beskrivning

Bias uppskattas dvs skillnaden mellan uppmatt medelvarde och referensvarde.

Krav

Bias < 0,0015 g/100g for halt < 0,05 g/100g
Bias < 2,5 % for halt > 0,05 g/100g

Riktighet Experiment

Fem CRM (RI-R5) mats under 30 dagar, ett matresultat varje dag.

Utviérdering

Bias (vikt%) beraknas som skillnaden mellan medelvardet x och referensvardet X.r.
Relativ bias (%) beraknas som bias/x.r. X 100.

CRM n X Xref Usxer Bias Bias
(/100 g) | (g/100 g) | (g/100g) [ (g/100g) | (%)
RI 30 0,00655 0,007 0,001 0,001 -6,4
R2 30 0,034 0,0344 0,0005 -0,0004 -1,2
R3 30 0,0635 0,0629 0,0007 -0,0015 -2,3
R4 30 0,2658 0,263 0,004 0,0028 1,1
R5 30 0,5743 0,566 0,011 0,0083 1,5
2,0

‘
Resultat
u 0,0 /

( VO,Z 0,3 0,4 0,5 0,6
_2'0 _%
-4,0 I
-6,0

-8,0 r

Kvive i stal - Relativ bias (%) dver haltomradet (g/100 g).

Slutsatser Kravet pa bias ar uppfyllt.
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Valideringsrapport Utforande Sid 5(7)

Prestandaegenskap Beskrivning
Det intervall inom vilket metoden ger resultat med acceptabel matkvalitet.
Krav
Genomsnittlig relativ avvikelse < 2 % for halter over 0,2 vikt-%
. . Experiment
Mitomrade
Upprepade matningar (n =3) pa referensmaterial (RM)dver haltomradet.
Utviirdering
Kalibrera instrumentet enligt metodbeskrivningen. Gor upprepade matningar pa
alla RM. Avsitt uppmatt halt mot kand halt. Anpassa en funktion med oviktad
linjar regression. Rita ett residualdiagram. Kontrollera att sambandet ar linjart
och utvardera residualernas storlek.
0,600
2
y =0,9847x + 0,0007 *
0,500 R2=1
E 0400
&
T 300 .
B a
=
5 0,200
o
2
0,100
o
o
0,000 =
0,000 0,100 0,200 0,300 0,400 0,500 0,600 0,700
Kand halt (vikt%)
Resultat
Figur 3. Samband mellan signal (intensitet) och halten (vikt%).
0,0006 -
*
— 0,0004 -
2
=
2 00002 4 e
3
o
3 0 ; ; ; ; ; .
= 0,0 01 02 0,2 0.4 05 0,6
= 0002 * -
-0,0004 - K
Uppmétt halt (vikt%)
Figur 4. Residualdiagram for data i Figur 3.
Den relativa avvikelsen ar mindre an 2 % for halter over 0,2 vikt% och strax over
Slutsatser

2 % vid lagsta uppmatta halt. Figur 3—4 visar att metoden ar linjir atminstone upp
till 0,6 vikt%.
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Valideringsrapport Utforande Sid 6(7)
Prestandaegenskap Beskrivning
Den lagsta halt dar metoden uppvisar acceptabel mellanliggande precision.
Krav
Rapportgransen (LOQ) bor atminstone vara 0,005 vikt%.
. Experiment
Rapportgrans
Upprepade matningar pa CRM R1 och blankprov Bl (tomma deglar) mellanliggande
precisionsforhallanden.
Utvirdering
Rapportgransen (LOQ) ar beraknad som 10 s,.
S| LOD LOQ
Prov/CRM (vikess) (vikess) (vikess)
Resultat RI 0,0011 0,003 0,010
Bl 0,0002 0,0002 0,002
LOQ beriknad pa tomma deglar kan bli for lag. Matningar pa Rl ger LOQ = 0,01vikt%
Slutsatser vilket ar dubbelt sa hogt som kravet. Forklaringen ar troligen att halten i RI ar for

hog. Forsoket bor upprepas pa annat CRM med lagre halt om sadant finns tillgangligt.
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Valideringsrapport Resultat och slutsatser Sid 7(7)

Sammanfattning av utfort

Metodens precision, bias och mitomrade (linjiritet och rapportgrins) har

arbete kontrollerats med blankprov samt fem certifierade referensmaterial.
Inledningsvis uppfylldes inte kravet pa rapportgrins. Ett nytt CRM (Euro 191-
Resultat 2) med certifierad halt 0,001 vikt% inkdptes. LOQ beridknades pa basis av

matningar 20 olika dagar. Med detta material erholls LOQ = 0,004 vikt%
Dirmed uppfylldes samtliga krav pa metoden.

Slutsatser betriffande
intern kvalitetskontroll

Intern kvalitetskontroll bor géras med ett prov i lag respektive hog del av
haltomradet. Prov med sa hog spridning som EURO 294-| bor inte anvindas
da kontrollgranserna blir for vida.

Rapportgransen ska foljas upp med nya matningar pa rutinprov med mycket
lag kvavehalt. Nar ett sadant finns tillgingligt bor LOQ verifieras med detta
material.

Slutsatser om metodens

M Metoden uppfyller kraven och | [] Metoden uppfyller ej kraven

tillimpbarhet far tas i bruk Foljande atgiirder ska vidtas:
Datum Signatur (handliggare) Signatur (kvalitetsansvarig)
2017-06-20 AnnavAnalyy Petrav Pipett
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Bilaga 4 - Validering genom jamforelse mellan laboratorier

Inledning

Utvirdering av noggrannhet (riktighet och precision) for en méatmetod kan ske i en sérskilt organiserad
jamforelse mellan laboratorier. Detta finns beskrivet i bl.a. ISO 5725 [17] och AOAC:s protokoll [84].
Jamforelsen forutsitter bl.a. att:

o det finns metodbeskrivning som i detalj beskriver hur métningen ska genomforas;

e metoden dr robust;

e man i samband med utvecklingen av metoden har gjort alla mojliga anstréngningar for att avldgsna
eller minska systematiska fel.

Jamforelsen arrangeras av en expertgrupp vars medlemmar &r vl insatta i metoden.

Val av deltagare och provmaterial

Deltagarna bor helst véljas ut slumpméssigt och ska utgdra ett representativt urval av alla laboratorier
som anvdnder metoden. Om det bara ingar deltagare som har sérskild erfarenhet av metoden, t.ex. genom
att de deltagit i utvecklingen eller dr “experter”, kan resultatet av jamforelsen bli att metodens prestanda
inte uppnas av laboratorier vid rutinméssig anvandning,.

De prover som ska inga i jamforelsen ska vara representativa for hur metoden ska anvédndas. Fem olika
material ticker i regel in mitomradet bra. Ar metodens omfattning storre (t.ex. olika matriser) kan det
behovas betydligt fler prover. Arrangoéren maste ocksd tinka pa provernas homogenitet, stabilitet,
distribution, samt rapportering och utvérdering av resultat. Om jamforelsen ska utvirdera metodens
riktighet behovs ett eller flera referensmaterial med kidnda egenskapsvirden.

Antal deltagare och mditningar

Antalet deltagare i jamforelsen kommer att vara en kompromiss mellan tillgdngliga resurser och
osidkerheten 1 de egenskaper man vill undersoka (repeterbarhet, mellanliggande precision,
reproducerbarhet och/eller det systematiska felet). Riktvarden dr 815 deltagare som vardera gor tva
maétningar (dubbelprov) pé varje provmaterial.

Statistisk utvirdering

Utvérderingen inleds med en granskning av rédata, identifiering av eventuella avvikande resultat, och
en kontroll av att den statistiska utviarderingsmodellen dr lamplig. Déarefter berdknas de statistiska
parametrarna.

Typiska problem som uppstar i utvédrderingen &r att deltagare rapporterat for ménga resultat, for fa
resultat, att enskilda resultat eller alla resultat fran ett eller flera laboratorier avviker. Granskningen av
radata kan ske med nagon form av grafisk illustration (k-diagram, Mandeldiagram), samt olika tester for
avvikande virden (Grubbs, Cochran). ISO 5725 ger rad om dessa situationer.

Variansanalys (ANOVA) kan anvindas for utvirderingen av repeterbarhet, mellanliggande precision
och reproducerbarhet.?’ Direfter behdver man ocksé undersdka om precisionen varierar med nivan (t.ex.
ett koncentrationsberoende) och beskriva detta samband.

Publicering av resultatet frdan jimforelsen

En jimforelse som den som beskrivs hér &r vanlig i samband med standardisering. Metoden kanske ska
utgdra svensk eller internationell standard. Resultatet fran jamforelsen bor publiceras som en del av
standarden och det bor ocksa inga en beskrivning av hur jimforelsen organiserades. Aven till detta finns
vigledning i ISO 5725-1 [17].

2 Som kvantitativa precisionsmdtt i standarder anviinds i regel standardavvikelse, relativ standardavvikelse
och/eller precisionsgrinser.
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Bilaga 5 - Forenklad berdakning av precisionsmatt

Anvindning av 1-vdgs ANOVA for att berdkna t.ex. repeterbarhet (sy) och mellanliggande precision (s1)
utifran resultaten i en valideringsstudie har flera fordelar. Ménga kemister dr dock obekanta med hur
berdkningarna fungerar och vid smé laboratorier finns kanske ingen statistikkunnig person att radfréga.
Nedan visas darfér hur man vager samman standardavvikelser inom och mellan dagar for att berdkna s,
och s1. Data i tabellen dr samma som i1 Figur 17 (se Avsnittet om Precision).

Méatning Dag (nr)

(nr) 1 2 3 4 5 6 7 8 s s?

1 0,71 0,69 0,66 0,67 0,70 0,73 0,71 0,70 0,0226 0,00051

2 0,71 0,67 0,65 0,65 0,69 0,74 0,71 0,65 0,0342 0,00117

3 0,70 0,68 0,69 0,66 0,66 0,73 0,69 0,68 0,0226 0,00051

S| 0,027

0,0058 0,0100 0,0208 0,0100 0,0208 0,0058 0,0115 0,0252

s? 0,00003 0,00010 0,00043 0,00010 0,00043 0,00003 0,00013 0,00063

S, 0,015

Beriakningarna utfors sa har.

e Beriikna standardavvikelsen s och variansen (s?) for matning 1-3 under de olika dagarna 1-8. Dag 1
ger s = 0,0058 och s? = 0,00003 osv. Vig samman de 4tta standardavvikelserna. Eftersom det ir lika

2 2 2
manga resultat varje dag anvénds det enkla sambandet s, = ’@ dvs den sammanvégda

standardavvikelsen ar ett "medelvérde” av n = 8 virden for s. Eftersom varje standardavvikelse ar
framtagen under repeterbarhetsforhéllanden blir den sammanvégda standardavvikelsen ett méatt pa
metodens repeterbarhet s.. Vi far 0,015 vilket stimmer med ANOVA-berdkningen;

e Beriikna s och s? for de 4tta resultaten Dag 1-8. Den forsta raden ger s = 0,0226 och s* = 0,00051
osv. Vig samman de tre standardavvikelserna. Eftersom det &r lika manga resultat varje dag anvénds
det enkla sambandet for s. ovan, dvs den sammanvégda standardavvikelsen &r ett “medelvérde” av
tre virden for s. Eftersom varje standardavvikelse kommer frén métningar under olika dagar
avspeglar  den  mellanliggande  precisionsférhallanden.  Motsvarande  sammanvigda
standardavvikelse &r alltsa ett matt pd metodens mellanliggande precision s1. Vi far 0,027 vilket
stimmer med ANOV A-berdkningen.

I det hér fallet fungerar den enklare berdkningen och vi far samma resultat som med ANOVA. Ibland
kan det skilja lite mellan angreppssétten. Notera att ANOVA ér statistiskt mer korrekt.
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Bilaga 6 - Regressionsanalys

En vanlig metod for att anpassa en funktion till métdata bygger pa att berdkna den linje som minimerar
kvadratsumman av avstanden (residualerna) mellan métpunkterna och den beréknade linjen (“minsta
kvadrat-metoden”). Se Figur 38.

Vid anvindning av linjar regression ska man alltid borja med att granska radata och responsfunktionen
visuellt. Ser dessa bra ut berdknas regressionslinjen och residualernas monster undersoks med ett
residualdiagram (Figur 39).
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Figur 38. Exempel pd anpassning av miitdata med oviktad linjir regression i Excel®. Det finns inget i bilden som
tyder pd mdttekniska problem och kemisten titta ddrfor ndrmare pd residualdiagrammet och
regressionsstatistiken.
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Figur 39. Residualdiagram for regressionslinjen i Figur 38 fidn Excel®. Residualen i varje punkt beriknas som
uppmditt signal minus berdknad signal. Man ser inget speciellt ménster och spridningen pd varje nivd dr ungefir
lika stor (homoscedastiska data).
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Normal (oviktad) linjar regression forutsitter att precisionen &r konstant Gver mitomradet [36, 37]. For
manga instrumentella tekniker 6kar standardavvikelsen med koncentrationen och i sadana fall ger viktad
linjar regression en béttre anpassning. Det visentliga dr dock dr att bedoma om metodens foreslagna
kalibrering fungerar tillfredsstdllande. Tvinga inte regressionslinjen genom origo (noll; noll) vid
valideringen! En sédan linje &r ju inte den bést anpassade linjen”. Men om regressionsstatistiken visar
att interceptet inte ar signifikant skiljt fran noll [36] kan detta anvdndas som motivering for att anvinda
enpunktskalibrering i den rutinmassiga tillimpningen av metoden. En del analysmetoder foljer inte ett
linjart samband. Data kan istéllet anpassas enligt andra modeller.

Mjukvara for statistik och kalkylark som Excel® ger dessutom en méngd statistik for regressionen som
kan anviandas som matt pa linjéritet och for att bedéoma kvaliteten pa métresultat utvarderade fran linjen
(Figur 40). Detta beskrivs ingdende i handbocker [36, 37]. Observera att sdvil bendmningar som
symboler varierar.

Regressionsstatistik
Multipel-R 0,9993
R-kvadrat 0,9987
Justerad R-kvadrat 0,9986
Standardfel 0,3095
Observationer 21
ANOVA
fg KvS MKv F p-varde fér F
Regression 1 1348 1348 14073 9,8E-29
Residual 19 1,820 0,096
Totalt 20 1350

Koefficienter Standardfel t-kvot p-virde = Nedre 95% Ovre 95%
Intercept 0,800 0,122 6,6 2,7E-06 0,55 1,05
Lutning 2,003 0,017 119 9,8E-29 1,97 2,04

Figur 40. Statistik genererad i Excel® for regressionslinjen i Figur 38. Den évre tabellen innehdller olika mdtt
som beskriver korrelation. "Multipel-R” svarar mot korrelationskoefficienten r men ofta visas det kvadrerade
vdrdet (R-kvadrat). Residualernas standardavvikelse kallas i den tabellen “Standardfel” och dr ett mdtt pa hur
mycket punkterna sprider runt regressionslinjen. I den undre tabellen svarar “Koefficienter” for linjens skéirning
med y-axeln (interceptet 0,800) respektive lutningen 2,003. Konfidensgrdnserna visar att interceptet dr signifikant
skiljt fran noll. Kemisten bor forsdkra sig om att detta inte foranleder ett problem vid rutinmdssig kalibrering.

Korrelationskoefficienten » kan anta virden i intervallet £1. Ju nidrmare 1 desto starkare korrelation
(samband) mellan variablerna som undersoks. 7 och nirbesliktade parametrar (7> och justerat 72) ir enkla
att tolka men samtidigt trubbiga métt pa linjéritet [36, 37]. De ska dérfor endast anvéndas tillsammans
med kalibreringskurvan och residualdiagram. Vid misstanke om icke-linjéritet kan sérskilda statistiska
tester anvandas [36].

Regressionsdata (korrelationskoefficienten och residualernas standardavvikelse) kan anvindas for att
grovt uppskatta den métosikerhet som kan erhéllas fran regressionslinjen. Det &r alltsd mojligt att redan
under metodutvecklingen bedéma som kalibreringen ér tillrdckligt bra. Nér linjar regression anvands i
samband med kalibrering av kemiska matningar kravs i regel » > 0,99 for att fa resultat med tillrackligt
lag métosédkerhet [36]. Ett annat sétt att halla kontroll pd métkvaliteten &r att stélla krav pd hur stora
residualerna fér vara.
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