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Oznaczanie zawartosci alkoholu etylowego
w piynach ustrojowych cztowieka
metodag chromatografii gazowej head-space

— walidacja metody

Wprowadzenie

Badania oznaczania zawartosci alkoholu etylowego
w ptynach ustrojowych cztowieka przeprowadzane sg
przez policyjnych ekspertow kryminalistyki od 1957 ro-
ku. Pierwsza pracownia, w ktérej badano zaréwno
probki krwi i moczu powstata w Zaktadzie Kryminalisty-
ki KG MO. Probki nadsytane byty wowczas z obszaru
catej Polski, gtownie jednak z terenu dzisiejszego wo-
jewddztwa mazowieckiego. Od poczatku 1995 roku
stopniowo na terenie catego kraju powstawaty w labo-
ratoriach kryminalistycznych komend wojewodzkich
Policji kolejne pracownie badan ptynéw ustrojowych
cztowieka na zawartos¢ alkoholu etylowego. W chwili
obecnej jest ich 13, w ktérych w sumie wykonywanych
jest srednio okoto 75 000 analiz rocznie. Liczba wyda-
wanych w tym zakresie opinii w ciggu tych kilku lat
utrzymuje sie stale na podobnym poziomie.

W praktyce, zaréwno w Polsce, jak i w wielu innych
krajach, sposrod kilkudziesieciu znanych i opracowa-
nych metod oznaczania stezenia alkcholu etylowego w
materiale biologicznym, przyjety sie i znalazty najszer-
sze zastosowanie trzy metody: metoda Widmarka
(chemiczna — dwuchromianowa), enzymatyczna (ADH)
oraz chromatografii gazowej z detekcjg ptomieniowo-
-jonizacyjng (GC/FID). Metody te, w mys|l Rozporza-
dzenia Ministra Zdrowia i Opieki Spotecznej z dnia 6
maja 1983 roku w sprawie warunkow i sposobu doko-
nywania badan na zawarto$¢ alkoholu w organizmie,
byty traktowane réwnorzednie pod wzgledem wiary-
godnosci otrzymanego wyniku. Zgodnie z zatwierdzo-
nymi przez Zarzad Gtéwny Polskiego Towarzystwa
Medycyny Sadowej i Kryminologii w dniu 26 listopada
2004 roku zaleceniami opracowanymi przez Instytut
Ekspertyz Sgdowych (IES) w Krakowie (opublikowany-
mi w ,Prokuraturze i Prawie”, nr 4, kwiecienn 2005 r.),
stezenie alkoholu etylowego w ptynach ustrojowych
wyznacza sie metodg chromatografii gazowej oraz me-
todg enzymatyczng ADH.

Zgodnie z wymienionymi zaleceniami |IES przy za-
stosowaniu metody chromatografii gazowej wskazane

jest wykorzystanie techniki analizy fazy nadpowierzch-
niowej head-space. Jest to metoda standardowa, do-
brze znana i opisana w literaturze fachowej i stosowa-
na najczesciej przez laboratoria wykonujace tego typu
badania na potrzeby organdéw $cigania lub wymiaru
sprawiedliwosci.

Wydziat Fizykochemii Centralnego Laboratorium
Kryminalistycznego KGP uznaje te metode i stosuje ja,
odnoszgc sie do ww. zalecen.

Oznaczanie jakosciowe i ilosciowe alkoholu etylo-
wego w materiale biologicznym wyznaczane jest meto-
da chromatografii gazowej head-space, zgodnie z Pro-
cedurg badawcza nr HJ-60/Pb-IV/3/08 ,Oznaczanie
zawartosci alkoholu etylowego we krwi cztowieka me-
toda chromatografii gazowej head-space” (ryc. 1). Aby
wynik oznaczania alkoholu etylowego w probce mate-
riatu biologicznego byt wiarygodny i spetniat kryteria
dowodowe w procesie cywilnym lub karnym, wymaga-
ne jest, aby pomiar zostat dokonany za pomocg dwdéch
metod. Zgodnie z obowigzujgcymi zaleceniami do-
puszczalne jest, aby w razie zastosowania jedynie
chromatografii gazowej head-space (tak jest w przy-
padku stosowanych procedur badawczych w policyj-
nych laboratoriach kryminalistycznych), badanie labo-
ratoryjne zabezpieczonego materiatu byto wykonane z
dwaoch oddzielnie pobranych do analizy prébek z mate-
riatu badawczego oraz aby oznaczenie byto wykonane
przy zastosowaniu kolumn o odmiennych witasciwo-
Sciach elucyjnych, np. takich kolumn, ktére réznig sie
polarnoscig.

Metoda chromatografii gazowej z wykorzystaniem
techniki analizy fazy nadpowierzchniowej (head-space
analysis) zastosowana przy oznaczeniu zawartosci al-
koholu etylowego w ptynach ustrojowych cziowieka
jest metoda z wyboru, o najwyzszym stopniu swoisto-
Sci. O powszechnym zastosowaniu tej metody decydu-
ja jej gtdbwne zalety, m.in.: fatwo$¢ przygotowania pro-
bek do analizy, potrzeba niewielkiej ilosci materiatu
przeznaczonego do badan, szybka mozliwo$¢ wykry-
cia i wykonania oznaczenia oczekiwanej substancji w
trakcie jednego cyklu badawczego, mozliwo$¢ wykona-
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Procedura oznaczenia alkoholu metodg chromatografii gazowej head-space

Probka krwi
0 nieznanym
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Odmierzenie 100 pl Odmierzenie 100 pl
probki krwi probki krwi
y 4
Dodanie 1000 pl Dodanie 1000 pl
standardu standardu
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Nastrzyk Nastrzyk Nastrzyk Nastrzyk
kolumna kolumna kolumna kolumna
A B A B

Kalibracja

Analiza za pomoca
GC —-Head Space

Kolumny A
Przygotowanie
roztworow
wzorcowych
Kalibracja
Kolumny B

y

Analiza wynikéw
zkolumn AiB

Ryc. 1. Schemat analizy iloSciowe] alkoholu etylowego we krwi metodg chromatografii head-space
Fig. 1. Flowchart of quantitative analysis of ethyl alcohol in blood by means of head-space chromatography

zrédlo (ryc. 1-4): autorka

nia duzej liczby préb w krétkim czasie, a takze czuto$é
pomiaru oraz duza selektywno$¢ w stosunku do etano-
lu. Metoda ta jest tatwa do automatyzacji, a odtwarzal-
nos¢ i powtarzalno$é wyniku jest zazwyczaj lepsza niz
przy bezposrednim, recznym nastrzyku. Do analizy
stosuje sie specjalnie do tego przeznaczone naczynia
szklane (naczynka chromatograficzne), szczelnie za-
mykane membrang z gumy i aluminiowym kapslem.

Proces izolacji alkoholu etylowego polega na czescio-
wym odparowaniu w podwyzszonej temperaturze |ot-
nych zwigzkéw z préby materiatu biologicznego do
przestrzeni naczynia nad analizowanym materiatem. W
technice tej analizie poddawana nie jest bezposrednio
prébka_ krwi, lecz faza gazowa znajdujgca sie nad préb-
ka umieszczong w zamknigtym naczyniu. lzolowanie
prowadzone jest do momentu osiggniecia stanu réwno-

34

PROBLEMY KRYMINALISTYK] 265 (liplec—wrzesien) 2009




wagi pomiedzy stezeniem zwigzku w materiale biolo-
gicznym oraz w fazie gazowej, ktéra nastepnie jest po-
bierana poprzez membrane do analizy chromatogra-
ficznej gazoszczelng strzykawkg. W zamknietym ukta-
dzie i ustalonej temperaturze stosunek stezen alkoho-
lu we krwi do jego stezenia w powietrzu nad krwig ma
— zgodnie z prawem Henr'ego-Daltona — wartos¢ stata.

Do naczynka chromatograficznego o pojemnosci 22
ml wprowadzany jest 1 ml roztworu tert-butanolu
(2-metylo-2-propanol) o stezeniu objetoSciowym
0,05%., ktdry petni role wzorca wewnetrznego, a na-
stepnie dodawane jest 0,1 ml probki krwi. Naczynko
chromatograficzne jest kapslowane i umieszczane
w autosamplerze chromatografu gazowego. Poniewaz
w oznaczeniach stosowany jest detektor ptomieniowo-
-jonizacyjny (FID), to wielko$¢ sygnatu analitycznego,
tj. pole powierzchni pod pikiem lub jego wysokosé, jest
proporcjonalna do stezenia alkoholu w probce. Ze
wzgledu na fakt, ze chromatografia gazowa nie jest
metodg absolutng, to aby wyznaczy¢ stezenie alkoho-
lu w badanej probce, nalezy wykonacé kalibracje, stosu-
jac okreslong ilos¢ prébek kontrolnych (roztworow
wzorcowych), sporzgdzonych z certyfikowanych mate-
riatéw odniesienia. Procedura przygotowania i analizy
probek kontrolnych jest analogiczna do przygotowania
i analizy probek krwi.

Organ procesowy dazy do doktadnego okreslenia
stezenia alkoholu etylowego we krwi badanego. Wynik
takiego badania stanowi obiektywny materiat dowodo-
Wy W procesie karnym i czesto ma rozstrzygajace zna-
czenie dla rozpatrywanych przez sgd spraw. Wynik
oznaczenia stgzenia alkoholu etylowego we krwi jest
podstawg do niepodwazalnego ustalenia stanu trzez-
wosci badanego w chwili zdarzenia.

Zgodnie z polskim prawodawstwem stan po uzyciu
alkoholu zachodzi, gdy zawarto$¢ alkoholu w organi-
zmie wynosi lub prowadzi do stezenia we krwi, od
0,2%. do 0,5%. alkoholu, co odpowiada obecnosci od
0,1 do 0,25 mg alkoholu w 1 dm3 wydychanego powie-
trza, a stan, w ktérym zawarto$¢ alkoholu w organi-
zmie wynosi lub prowadzi do stezenia we krwi powy-
zej 0,5%. alkoholu lub obecno$ci powyzej 0,25 mg al-
koholu w 1 dm3 wydychanego powietrza, okreslany
jest stanem nietrzezwosci.

Rzetelny, pewny i obarczony jak najmniejszym bte-
dem wynik wykonywanych badan jest waznym elemen-
tem dowodowym w procesie karnym. Mimo szczegoto-
wego opisu wymagan, procedur oraz instrukcji doty-
czgcych m.in. systematycznej kalibracji aparatury ana-
litycznej, a takze sprzetu pomocniczego, pobierania
probek do badan, analizy probek, zapewnienia jakosci
i kontroli jakosci badan, wieloletniego uczestnictwa w
programach migdzylaboratoryjnych badan biegtosci,
organizowanych przez uznane miedzynarodowe insty-

tucje specjalistyczne oraz sporzgdzania dokumentacii
z badan oraz wydawanej opinii, z punktu widzenia ana-
lityka Scista realizacja tego celu nie zawsze sig udaje.
Z teorii pomiaru potwierdzonej codzienng praktyka
analityczng wiadomo, ze wynik kazdego pomiaru moze
byC obarczony btedem. Miedzynarodowa Organizacja
Standaryzacyjna (International Standards Organiza-
tion) w normie PN-EN ISO/IEC 17025:2005 obliguje la-
boratoria do przeprowadzenia walidacji metod badaw-
czych oraz oszacowania niepewnosci pomiaru. Dzieki
przeprowadzonej walidacji z duzym prawdopodobien-
stwem mozna powiedzie¢, ze proces analizy przebiega
w sposob prawidtowy oraz ze daje precyzyjne i wiary-
godne wyniki.

Pracownia badan ptynéw ustrojowych na zawarto$é
alkoholu etylowego Wydziatu Fizykochemii CLK KGP
dgzy do wykonywania badan na optymalnym poziomie
jakoSciowym, tak aby uzyskiwane wyniki badan byty
miarodajne, obiektywne i jak najbardziej rzetelne. Pra-
cownia, w ktdrej oznaczany jest alkohol etylowy w pty-
nach ustrojowych cztowieka, podlega kontroli audito-
row wewnetrznych, a okresowo takze auditoréw ze-
wnetrznych.

W lutym 2009 roku auditorzy z Polskiego Centrum
Akredytacji (PCA) ocenili m.in.:

a) obstuge i kontrole pracy aparatury badawcze;j,

b) kontrole kalibracji i sprawdzen wyposazenia po-

miarowego,

c) dokumentacje stosowanej metody analizy ozna-
czania zawartosci alkoholu etylowego we krwi
czfowieka,

d) dokumentacje uczestnictwa w programach mie-
dzylaboratoryjnych badan biegtoSci organizowa-
nych przez uznane miedzynarodowe instytucje
specjalistyczne,

e) sposob zapisywania i kontroli raportowanych wy-
nikéw analizy,

f) sposob i przebieg przeprowadzenia walidacji sto-
sowanej metody,

g) raport z przeprowadzonej walidaciji,

h) sposéb dokumentowania przebiegu badan oraz
sporzadzane opinie.

Dnia 22 maja 2009 roku Wydziat Fizykochemii CLK
KGP uzyskat Certyfikat Akredytacyjny na zgtoszong
metode oznaczania jakoSciowego i ilosciowego alko-
holu etylowego we krwi cztowieka metodg chromato-
grafii gazowej head-space.

Wazne jest, aby oprocz podania samego wyniku ba-
dania mie¢ Swiadomos¢ stopnia doktadnos$ci uzyskanych
oznaczen oraz mie¢ oszacowang niepewnosé zastoso-
wanej metody. W tym celu przeprowadzono ocene cate-
go postgpowania analitycznego, dzieki kitdrej przedsta-
wiono dowody, ze wprowadzona do badan metoda ozna-
czania alkoholu etylowego we krwi cztowieka metoda
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chromatografii gazowej head-space zgodnie z Procedu-
ra badawcza nr HJ-60/Pb-1V/3/08 jest stosowana wiasci-
wie. Ponadto udowodniono, ze w procesie przeprowa-
dzanych analiz, ktéry przebiega w sposob rzetelny i pra-
widtowy, otrzymuje sie wyniki badan na oczekiwanym po-
ziomie jakosciowym, obarczone niepewnoscia nie wiek-
szg, niz zatozono. W tym celu zostaty wyznaczone i oce-
nione nastepujace parametry walidacyjne:

— wyznaczenie zakresu i liniowosci metody

— wyznaczenie granic wykrywalnosci i oznaczalnosci

— okreslenie powtarzalnosci

— wyznaczenie doktadnosci

— okreslenie odtwarzalnosci

— wyznaczenie niepewnosci metody badawcze;.

Aparatura badawcza

Badania przeprowadzono z uzyciem chromatografu
gazowego Clarus 500 (model dwukanatowy — kanaty
synchroniczne), wyposazonego w automatyczny
podajnik probek (autosampler) TurboMatrix HS-40 fir-
my Perkin-Elmer oraz sterownik komputerowy z odpo-
wiednim oprogramowaniem (ryc. 2). Rozdziat dokony-
wany jest na dwoch kolumnach kapilarnych, réznig-
cych sie polarnoscia:

1. Bac 2 o diugosci 10 m, $rednicy wewnetrznej
0,18 mm i grubosci filmu 0,63 pm.

2. Bac 3 o dlugosci 10 m, srednicy wewnetrznej
0,18 mm i grubosci filmu 0,30 pm, w temperatu-
rze 35°C.

Do wykrycia obecnosci alkoholu etylowego w stru-
mieniu gazu no$nego (helu) wykorzystywane sg detek-
tory ptomieniowo-jonizacyjne (FID).

Wyposazenie pomiarowe (ryc. 3):

- pipeta poétautomatyczna, o numerze fabrycznym
1729898, pozwalajgca na odmierzenie 0,1 ml; o
wartosci niepewnosci max. 0,21%,

« pipeta potautomatyczna, o numerze fabrycznym
1734278, pozwalajaca na odmierzenie 1,0 ml; o
wartosci niepewnosci max. 0,27 %,

+ dozownik pétautomatyczny o numerze fabrycznym
1602238, pozwalajacy na odmierzenie 1,0 ml, o
wartosci niepewnosci max. 0,27 %,

* jednorazowe koncowki do pipet lub do dozownika
(zgodnie ze specyfikacjg techniczna uzywanego
wyposazenia pomiarowego),

* termohigrometr posiadajgcy aktualne swiadectwo
wzorcowania,

* naczynka chromatograficzne, zgodne z wymaga-
niami specyfikacji technicznej uzytkowanego chro-

Ryc. 2. Chromatograf gazowy Clarus 500 z autosamplerem Turbo Matrix HS-40

Flg. 2. Clarus 500 gas chromatograph with Turbo Matrix HS-40 autosampler
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matografu oraz gumowe korki i aluminiowe kapsle
w niezbednej ilosci.

Do wyznaczenia precyzji objetosci pipet wykorzy-
stano dane zawarte w zatgczonych certyfikatach jako-
$ci, dostarczonych wraz z pipetami przez ich producen-
ta, firme Eppendorf (Niemcy):

Odczynniki

+ standard wewnetrzny w niezbednej ilosci — 0,05%o

wodny roztwér tert-butanolu,

- certyfikowany materiat odniesienia — roztwér wod-

ny alkoholu etylowego o okreslonych stezeniach
zawartych w granicach od 0,1%o do 5,0%s,

« Srodki dezynfekujace o wiasciwosciach bakterio-
bojczych, grzybobdjczych i wirusobdjczych w nie-
zbednej ilosci.

Dla wyznaczenia powtarzalnosci pomiarow za po-
moca aparatu wykorzystano dane z kilkudziesieciu po-
miarow dla tego samego stezenia roztworu wzorcowe-
go, sporzgdzonego z certyfikowanego materiatu odnie-
sienia. Biad stezenia alkoholu w roztworach wzorco-
wych odczytano ze Swiadectw certyfikowanych mate-
riatéw odniesienia, wystawionych dla kazdego pozio-
mu stezenia roztworu wzorcowego przez producenta,
firme Cerilliant, dostarczonych przez dostawce, firme

Ryc. 3. Wyposazenie stanowiska przeznaczonego do przygotowania prébek do analizy metodg chromatografii head-space
Fig. 3. Workstation for preparation of samples to head-space chromatography analysis

* probki krwi zawierajace alkohol etylowy,

» gazy: hel, powietrze, wodér, o czystosci minimum
99,9%

Wyposazenie pomocnicze

» statyw z otworami do umieszczenia odpowiedniej
liczby naczynek chromatograficznych na stanowi-
sku przygotowania probek,

» przyrzad stuzacy do zamykania naczynek chroma-
tograficznych — kapslownica oraz do ich otwierania
— dekapslownica,

- $rodki ochrony osobistej (m.in. fartuchy ochronne,
rekawiczki jednorazowe, przyibice stomatologiczne),

LGC Standards (USA) oraz Merck KgaA (Darmstadt,
Niemcy) i przedstawiono w tabeli 4, w rozdziale doty-
czacym oszacowania niepewnosci.

Przebieg badan

Wyznaczenie zakresu pomiarowego
od 0,10%0 do 5,0%o i liniowosci metody

Liniowos¢ jest to przedziat zawartosci analitu, dla
ktérego sygnat wyjSciowy urzadzenia pomiarowego
jest proporcjonalny do tej zawartosci w okreslonym za-
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kresie, zgodnie z wyznaczonym réwnaniem matema-
tycznym:

y=ax+b
gdzie:
y —zmienna zalezna (sygnat wyjSciowy urzadzenia po-
miarowego),

x — zmienna niezalezna (zawarto$¢ oznaczanego analitu),

b — wyraz wolny (oznacza punkt przecigcia sie krzywej ze
wspotrzedng y),

a — wspolczynnik kierunkowej prostej (méwi o nachyleniu
prostej wzgledem wspotrzednych xi y).

Zakres liniowy najczesciej jest wyznaczany z uzy-
ciem krzywej kalibracyjnej urzadzenia pomiarowego.
W tym celu przeprowadzono pomiary dla roztworow
wzorcowych roznigcych sie miedzy soba stezeniem
analitu na pigciu poziomach stezen, tj. 0,10%s; 0,20%:
0,50%s; 2,0%0 i 5,0%.. Wykonano po trzy niezalezne
oznaczenia I na tej podstawie z pigciu punkiéw kalibra-
cji zostata wykreslona dla kazdej kolumny krzywa kali-
bracji.

Parametry krzywych kalibracji:

2 = 0,999868
2 = 0,999853

kolumna A: y = 0,6088x-0,0288:
kolumna B: y = 0,5898x-0,0398:

Zalezno$¢ migdzy zmiennymi charakteryzuje wspot-
czynnik korelacji r. Jezeli jego wartos¢ jest réwna co
najmniej 0,99, mozna mowié¢ o liniowosci metody (w
zakresie stezen, dla ktérych sporzadzono roztwory
wzorcowe w celu wyznaczenia krzywej kalibracyjnej).

Uzyskane wysokie wartosci wspétczynnika r $wiad-
cza o prawidtowym skorelowaniu wielkosci, a takze o li-
niowosci wskazan detektora FID w badanym zakresie
stezen dla obu kolumn.

Zakres pomiarowy jest to przedziat stezen analizo-
wanej substanciji (pomiedzy najnizszym i najwyzszym
stezeniem), w ktérym mozna osiagna¢ akceptowalng
dokiadnos¢ i precyzje. W badaniach wykorzystano cer-
tyfikowany materiat odniesienia (roztwory wodne eta-
nolu firmy Merck oraz Cerilliant w zakresie stezen od
0,1%. do 5,0%o).

Granica wykrywalnosci i oznaczalnosci

Granica wykrywalnosci (/imit of detection — LOD)
— jest to najmniejsza ilo$¢ lub najmniejsze stezenie
substancji chemicznej, mozliwe do wykrycia za pomo-
ca danej metody analitycznej z okreslonym prawdopo-
dobienstwem. Warto$¢ granicy wykrywalnosci jest $ci-
§le zwigzana z poziomem szumow stosowanego urzg-

dzenia analitycznego, przyjmuje sie, ze wartos¢ LOD to
trzykrotnosS¢ poziomu szumow.

Mozna jg rowniez wyznaczy¢ na podstawie odchyle-
nia standardowego zbioru sygnatow i wspotczynnika
nachylenia krzywej kalibracyjnej, korzystajac z zalez-
nosci:

3‘ 3 3 Gy

LOD =

a

gdzie:
a — wspoiczynnik kierunkowy krzywej kalibracyjnej,
s — odchylenie standardowe.

Granica oznaczalnosci (/imit of quantification —
LOQ) — jest to najmniejsza ilo$¢ lub najmniejsze steze-
nie substanciji, mozliwe do ilogciowego oznaczenia za
pomocg danej metody analitycznej z zatozona doktad-
noscia i precyzjg. Jej warto$¢ jest zawsze wielokrotno-
scig wyznaczonej wartosci granicy wykrywalnosci
(LOD). Zazwyczaj przyjmuje sie zaleznos¢:

LOQ =3 x LOD
Powtarzalnosé

Powtarzalnos¢ jest parametrem wyrazajacym pre-
cyzje oznaczen wykonanych w krétkim odstepie czasu,
przez tego samego analityka i w tych samych warun-
kach. Powtarzalnos$¢ zostata wyznaczona poprzez ob-
liczenie odchylenia standardowego dla kazdego pozio-
mu stezenia alkoholu etylowego w zakresie kalibracji
od 0,10%. do 5,0%. w oparciu o wyniki 55 nastepuja-
cych po sobie pomiaréw wykonanych w krétkich prze-
dziatach czasu, za pomocg instrumentu chromatograf
gazowy head-space Clarus 500 firmy Perkin-Elmer, od-
dzielnie dla kazdej z kolumn A i B, jako wartosci
wzglednego odchylenia standardowego dla nastepuja-
cych szesciu pozioméw stezen: 0,10%o; 0,20%o: 0,50%o:
1,0%0; 2,0%o i 5,0%.:

Uzyskane wyniki pomiaréw jak i obliczone wartosci
srednie (xg,) dla kazdej serii, wartosci odchyleri stan-
dardowych (S), wartoéci wzglednych odchylen standar-
dowych (RSD) oraz odchylenia standardowe $redniej
('s) przedstawiono w tabelach 1 i 2.

Odtwarzalno$¢ — sprawdzono poprzez analize pro-
bek kontrolnych o stezeniach 0,2%o oraz 0,5%. w 30 se-
riach w rézne dni. Uzyskane wyniki pomiaréw jak i ob-
liczone wartoéci $rednie (x¢) dla kazdego stezenia,
wartosci odchylen standardowych (S), wartosci wzgled-
nych odchylen standardowych (RSD) oraz odchylenia
standardowe $redniej ('s) przedstawiono w tabeli 3.

Doktadnosé i poprawnosé — jest definiowana jako
2godnos¢ pomiedzy uzyskanym wynikiem (pojedyn-
€zego) pomiaru z wartoscig rzeczywistg (oczekiwana).
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Wartosci uzyskane dla stezen wzorcow od 0,10%. do 0,50%. (kolumna A i B)
Values obtained for standard concentrations from 0,10% to 0,50% (columns A and B)

Tabela

-

0,10% 0,20%- 0,50%o
A B A B A B
$rednia ( )Cg,,) 0,103%. 0,102%o0 0,201%. 0,202%0 0,498%o 0,500%.
odchylenie standardowe (s) 0,003%o 0,003%o 0,004%o0 0,004%o0 0,008%o 0,006%0
hyleni
E“F’{’Sg;?dne Sachylele;stancaracie 3,092% 3,223% 1,962% 1,901% 1,583% 1,140%
odchylenie standardowe $redniej ( S ) 4,29E-04%.o 4,44E-04%0 5,32E-04%o 5,19E-04%o 1,06E-03%o0 7,69E-04%o
zrodlo (tab. 1-8): opracowanie witasne
Tabela 2
Wartos$ci uzyskane dla stezen wzorcow od 1,0%. do 5,0%. kolumna A i B)
Values obtained for standard concentrations from 1,0 % to 5,0% (columns A and B)
1,0%0 2,0%o 5,0%
A B A B A B
srednia ( X¢) 0,994%0 0,998%- 1,999%o 2,001%o 5,009%- 5,005%.
odchylenie standardowe (s) 0,011%o0 0,012%0 0,013%0 0,007%0 0,025%o0 0,017%-
Z‘:Sgé‘):d”e odchylenisistancRIceRe 1,146% 1,200% 0,673% 0,333% 0,505% 0,331%
odchylenie standardowe sredniej ( S ) 1,53E-03%. 1,61E-03%. 1,81E-03%o 9,00E-04%0 3,41E-03%0 2,24E-03%.
Poprawnosc to stopien zgodnosci wy- Tabela 3

niku oznaczenia (jako sredniej obli-
czonej na podstawie serii pomiarow)
z wartoscig oczekiwang. Zatem po-
prawnosc¢ jest parametrem okreslaja-
cym zgodno$é wynikéw uzyskiwa-
nych za pomocg danej metodyki ana-
litycznej z wynikami rzeczywistymi
(oczekiwanymi). Doktadnos¢ stanowi
potaczenie poprawnosci i precyzji,
poniewaz im bardziej poprawne i pre-
cyzyjne bedg wyniki otrzymane z za-
stosowaniem danej metodyki anali-
tycznej, tym bardziej doktadny bedzie
wynik pojedynczego oznaczenia.

Wartosci uzyskane dla stezen wzorcéw od 0,20%. do 0,50%. (kolumna A i B)
Values obtained for standard concentrations from 0,20% to 0,50% (columns A and B)

0,20%- 0,50%0
A B A B

$rednia (X g.) 0,200%e. 0,201%o 0,500%0 0,501%o0
odchylenie standardowe (s) 0,005%- 0,003%. 0,010%- 0,009%0
wzgledne odchylenie

2,575% 1,255% 1,969% 1,788%
standardowe. (RSD) s o
odchylenie standardowe

= 4,29E-04%c | 4,44E-04%o | 5,32E-04%. | 5,19E-04%o

Sredniej (S )

Doktadnos$¢ zostata okreslona tymi samymi 30 se-
riami, jakimi obliczona zostata odtwarzalnos¢:

Dla stezenia 0.2%o

Warto$¢ rzeczywista (znana wartosC sktadnika w
prébce standardu I-rzedowego): 0,200%.
Odchylenie wartoéci rzeczywistej (Srednia wartosc

minus wartos¢ rzeczywista): 0,001%.

Doktadno$é (100 x $rednia/rzeczywista wartosc):

100%
Dla stezenia 0.5%.

Warto$¢ rzeczywista (znana wartos¢ skiadnika w
prébce standardu I-rzedowego): 0,500%o

Odchylenie wartosci rzeczywistej (Srednia wartosé
minus wartos¢ rzeczywista): 0,001%.
Doktadno$é (100 x Srednia/rzeczywista warto$6):

100%

Slepa préba

Na 10 chromatogramach wykonanych z probek wo-
dy na kolumnie A oraz kolumnie B nie stwierdzono
obecnosci pikow chromatograficznych przy czasach
retencji odpowiadajacych alkoholowi etylowemu i stan-
dardowi wewnetrznemu.
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Oszacowanie niepewnosci pomiaru

Niepewnos$¢ jest podstawowg witasciwoscia kazde-
go pomiaru. Wyznaczajac niepewnos¢ pomiaru, zwigk-
szamy jego miarodajnosé. Na podstawie oszacowane;j
wartosci niepewnosci mozna okreslic przydatno$é da-
nej metody analitycznej. Okreslenie rozszerzonej nie-
pewnosci badanej metody analitycznej pozwala mowic
o jakosci wynikéw osiaganych za pomocg danej meto-
dy. Niepewno$¢ jest parametrem zwigzanym z wyni-
kiem pomiaru, ktéry okresla przedziat wokét warto$ci
Sredniej, w ktorym moze znalez¢ sie wartoS¢ oczekiwa-
na. Niepewno$¢ pomiaru jest sktadowa niepewnosci
wszystkich pojedynczych etapéw postepowania anali-
tycznego.

Zrédtem niepewnosci w trakcie badania probki krwi
Za pomocg niniejszej procedury sg m.in.:

a) niepewno$¢ zwigzana z etapem kalibracji chro-

matografu gazowego (i), na ktéra sktadaja sie:
* powtarzalno$¢ odczytu wartosci sygnatu R; za-
rowno dla prébek wzorcowych — na podstawie

ktorych wykreslono krzywa kalibracyjna, jak i
badanych prébek krwi (i),

* sposOb przygotowania probek wzorcowych
(”pr:STD)'

* niepewnos¢ zwigzana z wyznaczeniem wartosci
odniesienia dla probek wzorcowych (ugrp) — z
danych producenta certyfikowanych materiatow
odniesienia,

b) standardowa niepewnos$¢ zwigzana z przygoto-
waniem probek krwi (it,,,.).
Wplyw poszczegdinych zrédet niepewnosci przed-
stawiono, stosujgc diagram Ishikawy (ryc. 4).

Pominigto niepewno$¢ wyznaczenia statej Hen-
ry’ego dla alkoholu oraz niepewno$c¢ wyznaczenia ob-
jetosci naczynek chromatograficznych, ze wzgledu na
niewielki ich wktad w sumaryczny budzet niepewnosci.
Biorgc pod uwage wszystkie sktadowe przedstawione
w diagramie Ishikawy, wzgledna niepewnos¢ wyzna-
czenia stezenia alkoholu w prébce krwi mozna zapisac
nastepujgco:

Uga) Kalibracja

b

UsTp Niepewnos¢ st¢zenia wzorcow

Uj000 Pipetowanie pipeta 1000 pl

g

Upr/,STD
Ujop Pipetowanie pipetg 100 pl
Ugrz Krzywa kalibracyjna \\

b
P>

Co

Uj000 Pipetowanie pipetg 1000 pl

U go Pipetowanie pipetg 100 pl

b,

/

Upy Przygotowanie probki krwi

Ryc. 4. Wptyw poszczegéinych parametrow na wartosc niepewnosci oznaczenia alkoholu etylowego we krwi cziowiek

Ishikawy

a przedstawiono, stosujgc diagram

Flg. 4. Effect of specific parameters on value of uncertainly in delermination of ethy! alcohol in human blood are presented on [shikawa diagram

B
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uéo = ufﬂ, ik uf" ' vSTD _ objetosé dodawanego i-tego wzorca alkoholu
etylowego na etapie kalibracji, zawsze 100 pl,

Vis°TD - objetosé dodawanego standardu wewnetrznego
na etapie kalibracji, zawsze 1000 pl,

R; — stosunek powierzchni wzorca alkoholu etylowego do
T powierzchni piku standardu wewnetrznego,
P e ST Vp — objetos¢ krwi pobrana do badar zawsze 100 pl,

VTP — objetos¢ standardu wewnetrznego dodawana do
Na niepewnos¢ metody wyznaczenia stezenia alko-  probki krwi, zawsze 1000 ul,

holu metoda chromatografii gazowej head-space wpty-
wajg przedstawione ponizej zmienne. Aby oszacowaé a nastepnie obliczy¢ zgodnie z prawem propagacii
niepewnos¢ wyznaczenia stezenia alkoholu metoda btedu warto$¢ rozszerzonej niepewnosci wedtug wzo-
chromatografii gazowej, nalezy przedstawié funkcje ru:
wigzaca zmienne ze stezeniem alkoholu w prébce

krwi: cp

CO - j'-(les . RSTD ; RI - CS[” V V STD - VO . VOSTD )

i YV STD? " IS

gdzie: gdzie:
cp — stezenie alkoholu etylowego w probce krwi odczytane X; — kolejne zmienne,
z krzywej kalibracyjnej [%s], co — stezenie alkoholu uzyskane z badan,
R; — pole powierzchni piku etanolu w nieznanej probce, k — wspotczynnik rozszerzenia.
RsTp — pole powierzchni piku standardu wewnetrznego

t-butanolu w nieznanej prébce,
¢;STD

Do wyznaczenia niepewno$ci objetosci Vs,
— stezenie i-tego wzorca alkoholu, V1s°TD, v, Vp°TD uwzgledniono dane zawarte w cer-

Tabela 4
Zestawienie danych zawartych w certyfikatach CRM oraz obliczonych na podstawie danych z certyfikatéw CRM ;
Comparison of data comprised in CRM certificates and calculated basing on data from CRM certificates i

Nz Pozior{\y::]eienia Producess Data wydania :;r:r:iakatu/wainoéci c:ﬁzﬁéi Iz“ n‘;:;:é:;;;::é :
CIS 2 0,10%o Cerilliant 23 lutego 2007/luty 2012 +0,00031%o 9,61*10°
Cf 1L 0,20%o Cerilliant 5 marca 2007/luty 2012 + 0,00062%- 9,61*10°
C:fTD 0,50%o Cerilliant 19 stycznia 2007/styczen 2012 + 0,00155%0 9,61*10°
CfTD 2,0%0 Merck’ 23 sierpnia 2007/30 czerwca 2012 (1,99 —2,03)%0 1,33*10" l
C;STD 5,0%o Cerilliant 12 lutego 2008/styczen 2013 +0,0155%o 9,61*10°

*W przypadku firmy Merck nie podano na jakim poziomie ufno$ci zostala oznaczona warto$é stezenia, wigc niepewno$é standardowg obliczono ze wzoru:

o _
e 2,03%0-1,99%0 — 0,0231%0

V3

dla pozostatych wzorcéw poziom ufnosci wynosit 95%.
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tyfikatach jakosci, dotgczonych przez producenta pi-
pet, firme Eppendorf (Niemcy) (tab. 4).

W obliczeniach uwzgledniono ilos§¢ odmierzen prze-
prowadzanych kazda z pipet.

W celu wyznaczenia niepewnosci etapu kalibracji
sporzadzono krzywa kalibracyjna dla stezen 0,10%,
0,20%o, 0,50%0, 2,0%o i 5,0%o.

Dla kazdego ze stezen zarejestrowano po cztery se-
rie wynikow dla kazdej z kolumn. Przygotowano prob-
ke krwi o stezeniu oczekiwanym alkoholu etylowego na
poziomie okolo 0,5%., dla ktdrej zarejestrowano po
pie¢ wynikéw na kazdej z kolumn Ai B.

Niepewnos¢ standardowg zwigzang z przeprowa-
dzeniem kalibracji i zastosowaniem metody regresiji li-
niowej obliczono z ponizszego wzoru:

2

s [ (==l )
) = ke Sl e e A A
rZ

@ \ljg if 0%

gdzie:

scr — resztkowe odchylenie standardowe,

p — liczba pomiaréw (powtdrzen) wykonanych dla badanej
prébki krwi, (p = 5),

n — liczba punktoéw kalibracyjnych,

Cpr = Srednie stezenie alkoholu w probce wzorcowej od-
czytane za pomoca wyznaczonej krzywej kalibracyjnej,

cg — Srednia ze wszystkich warto$ci stezen roztworéw
wzorcowych, dla ktérych wykonano pomiar w celu sporzadze-
nia krzywej wzorcowej,

Qcg — wartos¢ opisana wzorem: Z(c, -c ),

i=1

n

a — wspoiczynnik nachylenia wyznaczonej krzywej kalibra-
cji,
b — warto$¢ odcietej z wyznaczonej krzywej kalibracii.

: Tabela 5
Wyniki czastkowe do obliczen uy,, dla kelumn A i B
Partial results for calculation of Uy, for columns A and B

Parametry kolumna A kolumna B
a 0,6042 0,6143
b -0,0147 -0,0047
n 20 20
P 5 5
Sca 0,0284 0,0284
Qer 102,792 102,792
Cor 0,501%0 0,496%o
Cu 1,560%. 1,560%o
Yirza | Upzs 0,024%0 0,024%o

Otrzymane wyniki czastkowe zestawiono w tabeli 5.
Wsp6tczynnik kierunkowy oraz odcietg krzywej kalibra-
cyjnej obliczono, stosujac metode najmniejszych kwa-
dratow.

Biad stezenia alkoholu w jego roztworach wzorco-
wych odczytano ze $wiadectw certyfikowanych materia-
léw odniesienia, wystawionych przez producenta, firme
Cerilliant, dostarczanych przez dostawce, firme LGC
Standards (USA) oraz $wiadectw CRM, wystawionych
przez firme Merck KgaA (Darmstadt, Niemcy). Srednie
stezenie oraz $rednig niepewnosc¢ standardowa dla wy-
nikéw z kolumny A i B uzyskano, positkujac sie poniz-
szymi wzorami i otrzymano nastepujace wyniki:

i )
= (0,499

q
(=]
I

Zbiorcze wyniki przedstawiono w tabelach 6 7.

Nastepnie poréwnano obliczong wartos¢ niepewno-

$ci z odchyleniem standardowym, uzyskanym dla sred-
niej z probek kontrolnych o stezeniu 0,50%. alkoholu
etylowego.

Do obliczen $redniej brano pod uwage wyniki po-

miedzy kolejnymi kalibracjami wykonanymi po bada-
niach walidacyjnych (wyniki zestawiono w tabeli 8).

Oméwienie wynikéw

1. Dla probki o stezeniu 0,5%. alkoholu etylowego
niepewno$¢ standardowa wynosi 0,02%., niepew-
nosS¢ rozszerzona (przy wspotczynniku rozsze-
rzenia k = 2) wynosi 0,04%..

2. Najwigkszy wktad do budzetu niepewnosci (86%)
wnosi wyznaczenie krzywej kalibracyjnej i odczy-
tanie z niej wartosci stezenia oraz czystosé certy-
fikowanego materiatu odniesienia (13%). Wkiad
obu tych czynnikow jest zrozumiaty, gdyz zawar-
tos¢ alkoholu w badanych probkach, a takze we
wzorcach jest niewielka. Wktad pozostatych
czynnikOw: przygotowania roztwordw wzorco-
wych oraz prébek krwi jest réwny 1%.

3. Certyfikowany materiat odniesienia c,STP (firmy
Merck) o stezeniu 2,0%. odbiega zdecydowanie
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Tabela 6

Zmienne wptywajgce na niepewnos$¢ wyznaczenia
stezenia alkoholu etylowego metoda
chromatografii gazowej head-space

Variables influencing uncertainty of determining
ethyl alcohol concentrations

budZetu niepewnosci

Tabela 7
Udziat % zrodet niepewnosci wchodzacych w skiad

Percentages of sources of uncentainty comprised

in uncertainty budget

by means of head-space gas chromatography Wzgledna( niepewnos¢ Niepewnos¢
u,) %
Niepewnos¢ Wazgledna Uiy 1,14E-03 86,0%
Wartosé standardowa m niepewnosé
u m*(u,)? Upr 2,28E-06 0,2%
V0 100 pl 0,12 pl 1 1,47*10° T 1,14E-05 0,9%
e 100 pl 0,12 ul 5 7,35*10° Usro 1,71E-04 12,9%
S 7
VIS 1000 pl 1,56 pl 5 8,11%10
STD 5. Proces walidacji wraz z oszacowaniem budzetu
V 1000 pl 1,56 pl 1 4,06*10° : By iy T :
0 niepewnosci przedstawionej procedury analitycz-
CSTD S 0,00031%o 3 061°10° nej w petni potwierdzit jej przydatno$é do zamie-
1 rzonego zastosowania.
P 0,2%o 0,00062%o 1 9,61*10° 6. Wykonywanie badan na optymalnym poziomie ja-
i — kosciowym, tak aby uzyskiwane wyniki badar by-
é; 0,5%o 0,00155%. 1 9,61*10° ty jak najbardziej rzetelne, wiarygodne oraz obar-
ST czone jak najmniejsza niepewnoscia, a takze sta-
&) 2,0%o 0023 LXe 188 | 17332104 le rosngce wymagania odno$nie do wysokich
STD J standardéw pracy laboratorium, powodujg, ze
cC 5,0%0 0,0155%0 1 9,61*10" 3 S z A s s
5 walidacja jest niezwykle waznym i nieuniknionym
C 0.499% 0/017% A 1.14*10° elementem potwierdzajacym prawidtowe funkcjo-
, o0 ) o0 » 3 5 : % Pt
0 nowanie kazdej pracowni, w ktérej przeprowa-
= 2 2 2 2 dzane sg badania pftynéw ustrojowych na zawar-
Ue, =C, \/umsm ‘Ut tug, 0,02%o o y 1SN
tosc¢ alkoholu etylowego.
U, =k*u_ 0,04%0
0 0
Wynik koricowy dla k = 2 (0,50 £ 0,04)%o

Tabela 8 ‘
Poréwnanie wartosci niepewnosci uzyskanej w wyniku oszacowania z wynikami rzeczywistymi
Comparison of estimated uncertainty obtained from estimation with real resuits ]
[~ @« 2] =] (=] 2] '
) =] @ 3
<8 a8 [« [<8 o5 o8 (=8 [ 228 |50t |
& 2 © 5 g Jug G i & by 20 alleig _E.;z :

0 j= T 53 g a 3 e Q Q< T 0 = e -

Dane z walidacji [%] 3’,3 A 2 S w3 v g ‘2? "’E V’“‘ﬂ ‘xcop 3%”2

= 8 S 8 3 & R
Liczba probek

12 14 33 20 8 7 8 19 6 10
Co 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,51 0,50 0,49 0,49 0,49 0,49 0
i
U 0,04 0,01 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 |

jakoscia od pozostatych (firmy Cerilliant), gdyz je-  BIBLIOGRAFIA
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Streszczenie:

Oznaczanie jakoSciowe i ilosciowe alkoholu etylowego w ma-
teriale biologicznym wyznaczane jest metodg chromatografii ga-
zowej head-space w Wydziale Fizykochemii CLK KGP, zgodnie
z Procedurq badawczq nr HJ-60/Pb-1V/3/08 »Oznaczanie zq-
wartosci alkoholu etylowego we krwi czlowieka metodg chroma-
tografii gazowej head-space”. Wuw. metoda jest metodq z wybo-
rut, 0 najwyzszym stopniu swoistosci, O szerokim zastosowaniu
tej metody decydujq jej glowne zalety, m.in.: latwosé przygoto-

wania prébek do analizy, potrzeba niewielkiej ilosci materialu
przeznaczonego do badari, szybka mozliwos¢ wykrycia i wyko-
nania oznaczenia oczekiwanej substancji w trakcie jednego cy-
Klu badawczego, mozliwos¢ wykonania duzej liczby préb w krél-
kim czasie, a takze czulos¢ pomiaru oraz duza selektywnosé w
stosunku do etanolu.

Pracownia badasi ptynéw ustrojowych na zawartosé alkoho-
lu etylowego Wydziatu Fizykochemii CLK KGP dqzy do
przeprowadzania badarn na optymalnym poziomie Jakosciowym,
tak aby uzyskiwane wyniki badari byty miarodajne, obiektywne
1 jak najbardziej rzetelne. Dzigki przeprowadzonej walidacji z
duzym  prawdopodobieristwem mozna powiedziec, ze proces
analizy przebiega w sposob prawidiowy oraz ze daje precyzyjne
1 wiarygodne wyniki.

Stowa kluczowe: metoda chromatografii gazowej head-spa-
ce, walidacja, liniowosé, granica wykrywalnosci i oznaczalnosci,
powtarzalnosc, odtwarzalnosé, niepewnosé pomiaru, budzet
nepewnosci.

Summary

Qualitative and quantitative determination of ethyl alcohol
in body fluids is performed by means of head-space gas chroma-
tography in Physics and Chemistry Department of the Central
Forensic Laboratory of Polish Police in conformity to Analytical
procedure no. HJ-60/Pb-1V/3/08 “Determination of ethyl alco-
hol in human blood by means of head-space gas chromatogra-
phy”. The aforementioned method was deliberately selected for
its highest specificity. The widespread use of this method is con-
ditioned by ils main advantages, such as: easy preparation of
samples for analysis, small quantities of test material required,
detection and determination can be completed within one analy-
tical cycle, large number of tests can be completed in a short ti-
e, measurements of high sensitivity and selectivity to ethanol.

The team of “alcohol in blood” determination in the Physics
and Chemistry Department of the Central Forensic Laboratory
of Polish Police is aimin g at achieving an optimal qualitative le-
vel of analyses, so that the results were relevant, impartial and
reliable. Upon the completion of the validation one might state
with a greater certainty that the process of analysis is performed
correctly and provides accurate and reliable results.

Keywords: head-space &as chromatography method, valida-
tion, linearity, detection and determinability limit, repeatability,
reproducibility, measurement uncertainty, uncertainty budget.
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