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1. BADANIA PROBEK SRODOWISKOWYCH

1.1. WSTEP

Oszacowanie ilosci spozywane] substancji odurzajacych oraz oséb, ktérych to spozycie dotyczy,
dokonuje sie obecnie w oparciu o badania ankietowe, wywiady kwestionariuszowe, statystyki
policyjne etc. Nie sg to niestety metody obiektywne. Podjete przez nas badania stanowig
alternatywng metode, bardziej obiektywng, oszacowania konsumpcji srodkéw odurzajacych przez
badang spotecznos¢. To nowe podejscie do badanego zjawiska jest szczegdlnie przydatne do
szacowania konsumpcji w rzeczywistym czasie oraz do wykrywania trenddw, czy profili zazywanych
Srodkow przez dang populacje, co z kolei umozliwia podjecie odpowiednich srodkéw przeciwdziatania
i ocene ich skutecznosci. Potgczenie obu stosowanych metod, czyli metod ankietowych i nowej
metody opartej na badaniach srodowiskowych wydajg sie by¢ doskonatymi srodkami do badania

profili zazywanych substancji odurzajgcych oraz do monitorowania badania zjawiska w sposob ciggty

[1].
1.2 EPIDEMIOLOGIA SCIEKOW

Mozliwos¢ wykorzystania nieinwazyjnej metody monitorowania spozywania srodkéw odurzajgcych
przez dang populacje na podstawie badania probek sciekdw miejskich zaproponowat Doughton w
2000 roku [2]. Metoda ta zostata nastepnie zastosowana przez grupe wtoskich badaczy (Castiglioni,
Zuccato et al.), ktérzy na podstawie oznaczen bezyloekgoniny, metabolitu kokainy, w prébkach
Sciekdw miejskich pobranych z wtoskich miast: w Cagliari, Latina, Cuneo i Varese oszacowali poziom
spozycia kokainy przez lokalne spotecznosci [6]. Procedura ta zostata rozszerzona na inne substancje

odurzajace, jak opiaty, grupe amfetamin czy grupe zwigzkdw otrzymywanych z konopi indyjskich.

Wczesniejsze badania prowadzone na podstawie analizy probek srodowiskowych sciekéw dotyczyty
badania zawartosci lekdw stosowanych w lecznictwie oraz lekow weterynaryjnych, ktére wydalane
przez ludzi i zwierzeta dostajg sie do wdéd powierzchniowych i $ciekdw [3-5]. Na podstawie wynikow
oznaczen badanych substancji w prébkach s$rodowiskowych (Sciekdw i wdéd powierzchniowych)
stwierdzono, ze w przyblizony sposéb odzwierciedlajg one ilosci spozywanych lekéw obliczonych na
podstawie dostepnych danych dotyczacych liczby przepisywanych lekéw dla badanej populacji.
Zasugerowato to badaczom uzytecznos¢ takich badan i mozliwosé potraktowania zaréwno $ciekéw
jak i wéd powierzchniowych jako swoistego depozytora szeregu substancji, ktére wydalane przez
organizm ludzki i zwierzecy dostajg sie do tych srodowisk. Biorgc pod uwage czynniki zwigzane z

farmakokinetyka, metabolizmem i wspdtczynnik wydalania badanych substancji i ich metabolitéw



mozna obliczy¢ tzw. tadunki srodowiskowe (ilos¢ substancji dostajgcych sie do sSrodowiska w czasie),

ktdre w sposdb bezposredni wskazujg na spozycie badanych substancji przez spotecznos¢ lokalna.

Pomimo, iz teoretycznie jest mozliwe oznaczanie badanych substancji zaréwno w prébkach $ciekow
jak i w wodach powierzchniowych, to jednak prdbki te powinny by¢ analizowane odmiennie. W
przypadku prébek sciekdw powinny by¢ one pobierane jako tzw. wptywy, czyli zaraz po dostaniu sie
do oczyszczalni, ale zanim zostang poddane biodegradacji czy utylizacji. Natomiast stezenie badanych
zwigzkdéw w prébkach wéd powierzchniowych moze by¢ zdeterminowane przez ilos¢ utrzymujacych
sie w tzw. odptywach oczyszczalni substancji podlegajacych biodegradacji i utylizacji w stopniu, ktéry
jest bardzo trudny do przewidzenia. Ponadto w przypadku rzek problemem jest okreslenie
rozcieAczenia badanej prébki jak i wielkosci populacji oddziatujgcej na badane srodowisko. Moze to
prowadzi¢ do otrzymania mato wiarygodnych wynikéw. W przeciwienstwie do tego, probka pobrana
z oczyszczalni Sciekdw jako tzw. wptywy, czyli prébka niezmieniona, jest bardziej reprezentatywna i
mozna w sposéb dos¢ doktadny ustali¢ ilos¢ osdb obstugiwanych przez dana oczyszczalnie. Prowadzi
to do bardziej wiarygodnych szacunkéw. Teoretycznie, oszacowanie konsumpcji badanych srodkéw
na tej podstawie powinno miesci¢ sie w przedziale zgodnym z oficjalnymi danymi. W praktyce,
najczesciej ze wzgledu na metody zbierania préobek oraz koniecznos¢ zastosowania do obliczen
pewnych niezbednych zatozen i przyblizer, metoda ta daje wyniki niedoszacowane. Chociazby z
powodu tego, iz nie wszystkie badane substancje wydalane trafiajg do systemu oczyszczania sciekéw,
czes¢ z nich moze by¢ stracona czy zdegradowana zanim osiggnie miejsce, w ktérym sg pobierane

probki do badan.
1.3 ANALIZA ZWIAZKOW ODURZAJACYCH W SCIEKACH

Punktem poczatkowym w tych badaniach jest wybranie grupy analizowanych substancji. Sposréd
wielu zwigzkéw wybrano te o najwiekszym znaczeniu: grupe amfetamin, kokaine i kanabinoidy
(naturalne). Nastepnie okreslono odpowiednio zwigzki, ktore wydalane dostajg sie do Sciekdw i ktére
sg wskaznikami (zwigzkami celowymi — targets) analitycznymi do monitorowania konkretnych
substancji w probkach sciekdw. Te substancje okreslane sg jako DTRs (Drug Target Residues).
Wybrano je na podstawie danych dotyczgcych metabolizmu badanych zwigzkéw i ich obecnosci w
moczu i sg to najczesciej gtéwne metabolity, jak w przypadku kanabinoidoéw i kokainy, albo zwigzek

macierzysty, ktéry gtéwnie jest wydalany w formie niezmienionej, jak w przypadku grupy amfetamin.

Dla kokainy analizowana jest zawartos¢ zaréwno samej kokainy i jej gtéwnego metabolitu -
bezyloekgoniny (BEG). Tylko niewielki procent kokainy jest wydalany w postaci niezmienionej i
obliczenia dotyczace szacowania ilosSci konsumentéw sg wykonywane gtéwnie na podstawie badania

metabolitu BEG. Jednak oznaczana jest zaréwno kokaina jak i jej metabolit w celu rozréznienia
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konsumpcji od choc¢by usuwania nielegalnych substancji przez uzytkownikéw i osoby zajmujace sie

rozprowadzaniem tych substancji.

Grupa amfetamin to grupa, w ktérej monitoruje sie stezenie substancji macierzystych, czyli
amfetaminy, metamfetaminy, MDMA (ecstasy), poniewaz sg one wydalane gtéwnie w postaci

niezmienione;j.

Dla grupy kanabinoidow naturalnych oznacza sie stezenie  11-nor-9-karboksy-A9-
tetrahydrokannabinolu (THC-COOH), gtdwnego metabolitu A9-tetrahydrokannabinolu (THC)
gtownego aktywnego sktadnika konopi. THC-COOH moze by¢ wydalany w postaci sprzezonej z
kwasem glukuronowym, ale potgczenie to jest hydrolizowane przy udziale bakterii, ktére sg obecne w

Sciekach oraz w systemie oczyszczania Sciekow.

Pewna cze$¢ badanych substancji moze ulec degradacji zanim dotrze do miejsca prébkowania, czyli

zanim osiggnie oczyszczalnie sciekow, dlatego tez wyniki te mogg by¢ niedoszacowane.

Nastepnym etapem jest ustalenie odpowiedniej metody analitycznej oznaczania wymienionych
zwigzkéw, tzw. DTRs. Prébki sciekdéw miejskich byly obcigzane deuterowanymi wzorcami
wewnetrznymi  przed poddaniem ekstrakcji w fazie statej (SPE). Analiza wymaga zastosowania
wysoce selektywnych i zwalidowanych metod, jak chromatografia cieczowa sprzezona z tandemowa

spektrometrig masowa.

1.4 SZACOWANIE ILOSCI DAWEK | 0SOB SPOZYWAJACYCH SUBSTANCJE ODURZAJACE

Stezenia DTRs w prdébkach sciekéw odzwierciedlajg ilosci wydalonych z moczem badanych zwigzkéw
i mogg by¢ podstawag do oszacowania konsumpcji badanych substancji macierzystych — substancji
odurzajgcych. Na przyktad okoto potowa dawki kokainy jest wydalana z moczem w postaci metabolitu
BEG, a tylko niewielka cze$¢ w formie niezmienionej. Dlatego do szacowania ilosci kokainy
konsumowanej przez lokalng populacje zastosowano oznaczong bezyloekgonine BEG. Jednakze
oznaczano réwniez stezenie kokainy w celu sprawdzenia czy stosunek BEG/kokaina jest staty w celu
potwierdzenia, iz obecnos¢ badanych substancji jest rezultatem konsumpcji kokainy. Gdyby miejsce
poboru prébki byto z jakis powodéw (zamierzonych czy przypadkowych) zanieczyszczone duzg iloscig
kokainy badany stosunek odbiegat by w sposéb znaczacy. tadunki BEG w miejscu poboru wyrazone w
g/dzien sg obliczane na podstawie oznaczonego stezenia w prdbce (ng/l) oraz przeptywu Sciekdw
(m?/dzien), a nastepnie mnozone przez wspétczynnik 2,33 w celu szacowania tadunku macierzystej

kokainy. Wspétczynnik ten otrzymano przez podzielenie masy molowej BEG przez mase molowg



kokainy (0,954) i pomnozeniu przez Sredni procent dawki kokainy, ktéra wedtug dostepnych badan
jest wydalana w postaci BEG (45%). Obliczone tadunki kokainy sg nastepnie taczone z iloscig osdb,
ktora jest obstugiwana przez dang oczyszczalnie Sciekdéw. Oszacowana konsumpcja (w gramach na
dzien na 1000 osdb) jest odnoszona do ogdlnej populacji. Otrzymane wyniki mozna réwniez
przedstawi¢ jako ilo$é¢ dawek konsumowanych przez 1000 osdéb dziennie, przyjmujgc 100 mg za

$rednig dawke kokainy wg zalecern EMCDDA.

Podobna procedura jest stosowana do innych substancji odurzajgcych. W przypadku grupy
amfetamin zaktada sie, ze 30% amfetaminy, 43% metamfetaminy i 65% MDMA (ecstasy) jest
wydalana z moczem w postaci niezmienionej. Szacunki dotyczgce konsumpcji kanabinoidéw bazuja
na oznaczeniach fadunkéw THC-COOH w Sciekach przyjmuja zatozenie, ze na kazdy miligram THC
palonego 6 mikrogramdw jest wydalane z moczem jako THC-COOH, a stosunek THC/THC-COOH
wynosi 0,91.

llos¢ dawek konsumowanych przez badana populacje jest szacowana przez podzielenie catkowitej
konsumpcji w miligramach przez wielkos¢ typowej konsumowanej dawki: 100 mg dla kokainy, 30mg

dla amfetaminy i metamfetaminy, 100 mg dla ecstasy and 125 mg for THC [1,6].

1.5 POWTARZALNOSC OTRZYMANYCH WYNIKOW

Procedura opisana powyzej zawiera pewne ograniczenia dokfadnosci otrzymanych wynikow
szacowania konsumpcji wynikajagce z przyjetych zatozen. Chociazby wartosci przyjete dla
metabolizmu badanych substancji, ilosci substancji wydalanych w postaci zmienionej i niezmienionej
z moczem. Wartosci te przyjete sg z dostepnej literatury, jako wartosci srednie eksperymentalnie
zmierzone na niewielkiej liczbie zdrowych ochotnikéw, stad otrzymane dane mogg byc
niereprezentatywne dla catej populacji. Istnieje mozliwos¢ podniesienia doktadnosci i precyzji
obliczen dzieki wprowadzeniu nowych, bardziej aktualnych danych dotyczacych metabolizmu
badanych substancji, co wymaga nowych badaA. Ponadto nalezy zawsze pamietaé, iz
przeprowadzane szacunki dotyczgce zwitaszcza ilosci osdéb zazywajgcych badane srodki na danym
terenie sg przeprowadzone przyjmujgc srednie dawki Srodkéw odurzajacych przyjmowane w celu
wystgpienia konkretnych efektéw psychosomatycznych i nie jest mozliwe wykonanie takich
szacunkoéw z uwzglednieniem zrdznicowania tych danych przy zwiekszonych dawkach dla oséb juz
uzaleznionych. Inny potencjalnym Zzrédtem btedu sg dane dotyczgce oczyszczalni Sciekdw i wielkosci
populacji obstugiwanej przez dang oczyszczalnie w czasie analizy préobek. O ile mozna dos¢ doktadnie
podacd ilos¢ osdb obstugiwanych przez oczyszczalnie, zwtaszcza w ciggu tygodnia, o tyle trudno jest
ustali¢ ilos¢ osdb w czasie weekendéw. Dlatego tez zwiekszone wykrywane ilosci substancji

odurzajgcych w s$ciekach w prébkach z dniach wolnych od pracy mogg by¢ spowodowane wzrostem
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liczby ludnosci na danym terenie, czego nie jesteSmy w stanie doktadnie ustali¢ i uwzgledni¢ w
koncowych szacunkach. Prowadzi to nas do wniosku, ze szacunki konsumpcji badanych $rodkéw
odurzajgcych przeprowadzane t3 metoda sg bardzo uzyteczne do badania profilu i monitorowania
zazywanych $rodkdéw przez badang populacje, przyzwyczajen konsumentdéw i do szybkiej identyfikacji
zmiany trendow, profilu zazywanych substancji. Chociaz najbardziej ciekawe i interesujgce wszystkich
sg obliczenia dotyczace ilosci oséb spozywajgcych, srednie dawki substancji odurzajgcych i ilos¢
dawek konsumowanych na danym terenie przez dang populacje, to jednak dane te sg szacunkowe i
obarczone btedami. Na podstawie natomiast przeprowadzanego statego monitowania i badania
stezen substancji odurzajacych w $ciekach miejskich stwierdzono we Wtoszech, ze konsumpcja
kanabinoidéw i heroiny w miescie Milan zmniejszyta sie w roku 2007 w poréwnaniu z rokiem 2006 o
okoto 30%, konsumpcja kokainy utrzymuje sie na statym, wysokim poziomie, a konsumpcja
amfetaminy i innych $rodkdéw z tej grupy wzrosta znaczaco o 127%. Sugeruje to w sposéb wyrazny
zmiane przyzwyczajen konsumentéw, choé¢ aby wyciggaé takie wnioski badania muszg by¢
prowadzone w sposéb ciggly i przez dtuiszy okres czasu. Uzyskanie jednak takiej informacji jest
bardzo przydatne dla instytucji zajmujgcych sie badaniem zjawiska narkomanii i daje mozliwos$é
nakierowania prowadzonych akcji na konkretne substancje uwzgledniajac profil konsumpcji

badanych substancji odurzajgcych.

Waznym elementem dla prowadzonych badan jest miejski system kanalizacji. Ze wzgledu na to, ze
stworzenie takiego systemu kanalizacji, ktéry umozliwiajgcego przyjecie nawet najwiekszych
tadunkéw w czasie deszczowej pogody jest bardzo kosztowne, akceptuje sie powszechnie systemy
dopuszczajgce powstawanie okresowych przelewdw, czy nadmiernego przeptywu przez system
kanalizacji. W czasie silnych opaddéw i ulew pojemnosci zbiornikdw zostajg przekroczone co skutkuje
tym, iz pewne ilosci substancji wraz ze sciekami wydostajg sie z systemu. Oznacza to, iz pewne,
trudne do okreslenia, ilosci substancji zostajg utracone w czasie intensywnych opaddéw. Prace
badawcze w Niemczech i Szwajcarii wykazaty, iz mozemy przyjaé, ze okoto 50% rozciericzonej wody
wyptywa w takich warunkach z systemu, co mozna przenies¢ na utrate oznaczanych substancji w
badaniach dtugoterminowych na okoto 1%. Dlatego tez zaleca sie prowadzenie badan w tzw. porach
suchych, czy nie obfitujgcych w opady atmosferyczne. Inng sprawa jest istnienie przeciekow w
rozlegtych systemach kanalizacyjnych, ktére sg nieuniknione i jednoczesnie nietatwe do wykrycia. W
przypadku badania zawartosci lekéw czy innych substancji w Sciekach nalezy réwniez braé pod uwage
mozliwo$¢ transformacji badanych substancji w Sciekach. Przeprowadzone w roku 2007 badania
przez Hestley wykazaty znaczaca réznice porownujgc stosunek kokainy i jej gtdwnego metabolitu w
probce moczu i w prébce Sciekdw miejskich, co Swiadczy, iz substancja ta ulega w do$¢ znacznym

stopniu transformacji w $ciekach. Castiglioni prowadzita w roku 2006 badania obcigzajgc probki



Sciekdw badanymi substancjami i poréwnujac stezenia substancji poczatkowe i po przechowywaniu
probek przez okres 3 dni. Stezenia kokainy, norkokainy zmniejszyty sie 0 36 i 15% a wzrosty stezenia

metabolitéw benzyloekgoniny i norbenzyloekgoniny o 14 i 13%.

Do koncowych obliczen oszacowania konsumpcji badanych srodkéw konieczne sg réwniez dane
dotyczace przeptywdédw w danej oczyszczalni sciekédw. Badania wykazaty, ze nawet w optymalnych
warunkach wzgledna niepewnosé wartosci przeptywdw wynosi okoto 20%. Dla obliczen tadunkéw
poszczegdlnych substancji, ktére sg kombinacjg przeptywdow i oznaczen stezen dla zwigzkéw
chemicznych $rednia niepewnos¢ moze by¢ przyjeta na poziomie 25-50% w zaleznosci od czasowej

obecnosci badanych substancji w sciekach.

1.6 MOZLIWOSCI | PERSPEKTYWY BADAN

Podsumowujac, obliczanie tadunkédw badanych substancji poprzez oznaczanie tych substancji w
Sciekach jest bardzo interesujgcym, innowacyjnym podejsciem do problemu monitorowania
konsumpcji badanych $rodkéw. Wymagajg one jednakze, nie tylko znajomosci metabolizmu
badanych substancji, ale takze danych socjologiczno-ekonomicznych i znajomosci specyfiki systemu

oczyszczania sciekéw i kanalizacji.

Opisana metodyka wymaga jeszcze ciggle odpowiedniej walidacji. Chociaz badania takie s3
przeprowadzane obecnie w coraz wiekszej liczbie krajow, nie tylko europejskich, to jednak
metodologia ich wymaga ujednolicenia. Rdznice dotyczg wielu aspektéw, od sposobu pobierania
probek, miejsca i ilosci, poprzez metody ekstrakcji badanych substancji z prébki srodowiskowej do
ostatecznych obliczen szacunkowych. Opracowanie znormalizowanej metodyki umozliwitoby
bezposrednie poréwnanie otrzymanych wynikéw pomiedzy réznymi osrodkami wykonujgcymi takie

badania oraz dyskusje na temat otrzymanych wynikow.



2 METODYKA | BADANIE SCIEKOW W POZNANIU

2.1 POBIERANIE | PRZYGOTOWANIE PROBEK

Prace rozpoczeto w czerwcu 2009r. od uzgodnienia z oczyszczalnig sciekédw najmniej ucigzliwego dla
zaktaddw i najbardziej odpowiedniego ze wzgledu na ,,wydajnos¢ metody” sposobu pobierania préb.
Centralna Oczyszczalnia Sciekdw Aquanet Sp. z 0.0. w Poznaniu obstugiwata w roku 2009 praktycznie
cate miasto (Poznan, Czerwonak, Mosina, Suchy Las, Swarzedz, Tarnowo Podgdrne, Pobiedziska ). Z
powodu remontdéw kilku matych oczyszczalni scieki miejskie byty przepompowywane w okresie do
listopada 2009 roku do oczyszczalni w Koziegtowach. Od listopada 2009 roku uruchomiono
Lewobrzezng Oczyszczalnie Sciekéw, ktéra obstuguje okoto 30% $ciekéw. Catosé Sciekdw
doptywajacych do centralnej i lewobrzeinej oczyszczalni to okoto 150 tysiecy m?/dobe. Ustalono
zatem, iz wystarczajagce do badan bedzie pobieranie probek tylko z jednej Centralnej Oczyszczalni
Sciekéw w Koziegtowach, co znacznie ufatwito prace, a nastepnie uwzgledniono ilo$¢ oséb

obstugiwanych przez centralng oczyszczalnie w réznych okresach badan do koricowych obliczen.

Prébki pobierane byty przez pracownikdéw oczyszczalni dwa razy w tygodniu w ilosci 5 L w okresie od
czerwca 2009 roku do grudnia 2010 roku. Prébki te pobierano z osadnika w miejscu jeszcze przed
fizyczng i chemiczng obrdbka Sciekdéw, z wyjatkiem sedymentacji. Wielkosci przeptywow konieczne
do obliczen zostaty udostepnione przez gtéwnego technologa oczyszczalni. Pobrane probki byty w

tym samym dniu poddawane analizie w Katedrze Chemii Analityczne;.

Po przewiezieniu do Zaktadu Scieki byly filtrowane z przeptywem wymuszonym préznig przy pomocy
sgczka srednio twardego i dwa razy przy pomocy filtra typu Glass-fiber GF/A (Whatman, Kent, UK)
oraz przez mikrobiologiczne sgczki membranowe z octanu celulozy dla fazy wodnej (Cellulose acetate
20 um-47 mm, Gema Medical, Spain). Nastepnie przed poddaniem przesgczu ekstrakcji na
kolumienkach narc-2 (speed disc column, 10um, 6 ml, Baker) oraz/lub OASIS MCX (60mg, 3cc,
Waters) do catej prébki sciekdw dodawano po 8 ng wzorcow deuterowanych oznaczanych substancji.
Kolumienki Narc-2 zawierajg mieszang zmodyfikowang faze odwrdcong o silnych wtasciwosciach
kationowymiennych do ekstrakcji zwigzkow zasadowych, neutralnych oraz kwasowych. Prébki
Sciekdw przed poddaniem ekstrakcji byty doprowadzane do pH 7,0+0,4 za pomocg buforu
fosforanowego. Kolumienki Narc-2 byty kondycjonowane za pomocg : 2 ml metanolu, 2 ml wody
dejonizowanej oraz 2 ml buforu fosforanowego o pH 7. Nastepnie ekstrakcji pod cisnieniem
poddawano przesgczone prébki sSciekdw. Po ekstrakcji kolumienki przemywano 2 ml wody

dejonizowanej, 0,5ml 0,1 M kwasu solnego i 0,5 ml metanolu. Suszono kolumienki pod cisnieniem
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przez 20-30 minut. Substancje kwasowe i obojethe wymywano nastepnie za pomocg mieszaniny
chloroform : izopropanol (80:20), a zasadowe mieszaning chloroform : izopropanol : wodorotlenek

amonu (80:20:3).

Probki sciekéw przed ekstrakcja za pomocg kolumienek Oasis Waters rowniez zawierajgcych
mieszang odwrécong faze kationowymienng doprowadzano do pH=2,0 za pomocg stezonego (37%)
kwasu solnego. Kolumienki kondycjonowano 6 ml metanolu, 3 ml wody dejonizowanej i 3 ml wody
zakwaszonej do pH=2. Pod cisnieniem przesgczano prébke sciekéw i po wysuszeniu kolumienek pod
cisnieniem przez 5 minut wymywano badane substancje za pomoca3 ml metanolu i 3 ml 2% roztworu

wodorotlenku amonu w metanolu.

Probki po ekstrakcji za pomocg SPE odparowywano pod strumieniem azotu do suchej pozostatosci.
W ten sposéb 4 prébki — kazda przygotowana z 5L sciekdw — faczono i oznaczano substancje
odurzajgce za pomocg chromatografii cieczcowej z tandemowg spektrometria mas. Przygotowane
probki w postaci suchej pozostatosci rozpuszczano w 200 pl stosowanej fazy ruchomej i

nastrzykiwano 20ul prébki celem oznaczenia.
2.2 ANALIZA ILOSCIOWA

Analize iloSciowg przeprowadzono za pomocg chromatografu cieczcowego z potréjnym
kwadrupolowym detektorem masowym — Agilent 6410B Triple Quad LC/MS System. W pierwszym
kwadrupolu zachodzi rozdzielenie jondw macierzystych, ktére ulegajg fragmentacji w haksapolu i
nastepnie sg rozdzielane w drugim kwadrupolu. Czesto dwa i wiecej jondw macierzystych i
powstatych z nich jondéw jest monitorowanych w trybie MRM (Multiple Reaction Monitoring).
Umozliwia to analize ilosciowg na najwyzszym poziomie z identyfikacjg i oznaczaniem wybranych
zwigzkéw chemicznych, dajgc nie tylko pewnos¢, iz oznaczane sg badane zwigzki (a nie bardzo
zblizone budowag), ale rowniez mozliwa jest analiza iloSciowa zwigzkdéw wystepujgcych w ilosciach
Sladowych w prdébkach biologicznych. Otrzymane wyniki charakteryzuje duza precyzja

(powtarzalnos¢) i doktadnosé.

Analize chromatograficzng wykonano z zastosowaniem kolumny Agilent Zorbax XDBC18
(4,6x50mmx1,8um). Fazg ruchomg byty rozwory: A- woda z buforem mréwczanowym (pH~3,2), B —

acetonitryl z gradientem 10 do 70% acetonitrylu (6,5 min).

W analizach zastosowano wzorce badanych substancji: amfetamina, metamfetamina, MDA, MDMA,
MDEA, kokoaina, benzyloekgonina, THC, THC-COOH oraz deuterowane wzorce: amfetamina-D6,
metamfetamina-D9, MDA-D5, MDMA-D5, MDEA-D5, kokaina-D3, benzyloekgonina-D3, THC-D3, THC-

COOH-D3. Wszystkie wzorce byty zakupione z firmy Certilliant (Analytical Reference Standards).
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Wzorce te zakupione jako roztwory metanolowe (1mg/1ml) zostaty rozcieficzone metanolem do

stezenia 10ng/ul i przechowywane w temperaturze -20°C w ciemnosci.

Analiza spektrometriag mas byta przeprowadzana w trybie MRM (Multiple Reaction Monitoring) i
analizowano jony fragmentacyjne protonowanych i deprotonowanych jonéw pseudomolekularnych
kazdej badanej substancji i jej deuterowanego odpowiednika (Tab.1). Wyboru kazdego z
monitorowanych jonéw oraz optymalizacji energii w komorze kolizyjnej i innych parametréw

przyrzadu dokonano przy uzyciu roztwordw substancji wzorcowych.

Dla kazdego z badanych zwigzkéw analizowano 2 jony: jon macierzysty i jon fragmentacyjny. Czasy
retencji byly poréwnywane z czasami retencji substancji wzorcowych w celu petnej identyfikacji
zwigzkéw. Kazda substancja byta oznaczana przy uzyciu wzorca wewnetrznego, ktérym byty ich

deuterowane odpowiedniki.

Zwiazek Czas Jon Jon potomny | | Jon potomny Il
retencji (min) | macierzysty | (Production I) | (Product lon Il)
m/z m/z m/z
amfetamina-D6 3.4 142.1 125.1 93.1
amfetamina 34 136 119.1 91.1
MDA-D5 3.6 185 168.1 110.1
MDA 3.6 180.1 163 105.1
metamfetamina-D9 3.8 159.2 125.1 93.05
metamfetamina 3.8 150.1 119.1 91
MDMA-D5 3.9 199.1 165 107.1
MDMA 3.9 194.1 163.1 105.1
benzyloekgonina-D3 5.1 293.1 168.1 105.1
benzyloekgonina 5.1 290.1 171.1 105.1
kokaina 5.5 304.2 182.1 105.1
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kokaina-D3 5.5 307.2 185.1 -
THC-D3 7.5 318.3 262.1 -
THC 7.5 315.3 135.0 -
THC-COOH-D3 4.1 348.3 196.1 -
THC-COOH 4.1 345.3 193.3 -

Tab.1 Warunki oznaczania badanych substancji metoda HPLC-MS-MS

8 punktowa krzywa kalibracyjna byta przygotowana poprzez nastrzykniecie roztworéw wzorcowych
zawierajgcych réing ilo$¢ kazdej z badanych substancji nalezgcych do grupy amfetamin, czyli:
amfetaminy, metamfetaminy, MDA i MDMA (4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32 ng) oraz obcigzano

deuterowanym wzorcem wewnetrznym w ilosci 30 ng.

W przypadku kokainy i jej gtéwnego metabolitu beznyloekgoniny (BEG) krzywa wzorcowa byta
przygotowana w podobny sposdb, czyli w zakresie stezern od 4 do 32 ng/l, natomiast dla
kanabinoidéw stezenia do krzywej wzorcowe] byty z zakresu 100 do 550 ng/l. Prébki obcigzano

wzorcem wewnetrznym w ilo$ci odpowiednio 30 ng i 320ng.

Wyniki testow wg metodyki Funka podane w rozdziale 3 dotyczacym walidacji: test na homogennosc,
liniowos$é, outliery, zabezpieczenie dolnej granicy nie zostaly przedstawione w tabelach, lecz

wszystkie zostaty przeprowadzone z pozytywnym rezultatem.

Wptyw matrycy biologicznej na analizowane wyniki zbadano analizujgc wyniki otrzymane dla probek
Sciekdw 50 ml obcigzonych wzorcami badanych substancji. Zbadany odzysk dla catego procesu

przygotowania prébki, sgczenia i ekstrakcji wynosit w granicach 0.8 do 0.93.

Okreslono réwniez limit detekcji i limit oznaczalnosci na podstawie oznaczen prébek sciekéw
obcigzonych réznymi ilosciami substancji wzorcowych analogicznie jak dla krzywych wzorcowych.
Walidacje przeprowadzono wedtug procedury Funka, ktéra jest doktadnie opisana w rozdziale 3.

Wyniki walidacji zebrano w tabeli 2.
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Substancja a b Odch. Odch. Wsp.Zmien. | Limit Limit Limit
Stand. Stand. Procesu Decyzji Detekgcji Oznacz.
resztek procesu (%) DL (ng/l) LOD (ng/l) | LOQ (ng/l)

y=bx+a wg procedury Funka (DIN 32645)

amfetamina 531 | 1270 2.57 0.20 1.12 0.36 0.71 1.07

dla zakresu 1-2.4
metamfetamina | 1555 | 126.7 6.96 0.55 3.06 0.81 1.65 2.32
5 dla zakresu 3.5-7
40.28 | 1143 6.09 1.11 6.09 0.89 1.77 2.66
dla zakresu 3-4.8
126.7 | 46.8 31.30 0.55 3.45 0.52 1.03 1.55
dla zakresu 2-3.2

THC-COOH 73.04 1 111.3 83.42 0.75 2.79 0.46 0.54 0.99

dla zakresu 1.5-3.3

Tab.2 Walidacja metody wg procedury W. Funka
2.3 SZACOWANIE ILOSCI KONSUMPCJI SUBSTANCJI ODURZAJACYCH

Punktem poczatkowym w tych badaniach jest wybranie grupy analizowanych substancji. Sposrod
wielu zwigzkéw wybrano te o najwiekszym znaczeniu: grupe amfetamin, kokaine i kanabinoidy.
Nastepnie okreslono odpowiednio zwigzki, ktére wydalane dostajg sie do S$ciekéw i ktére sg
wskaznikami (zwigzkami celowymi — targets) analitycznymi do monitorowania konkretnych substancji
w prébkach Sciekéw. Te substancje okreslane sg jako DTRs (Drug Target Residues). Wybrano je na
podstawie danych dotyczacych metabolizmu badanych zwigzkéw i ich obecnosci w moczu i s3 to
najczesciej gidéwne metabolity jak w przypadku kanabinoidéw i kokainy, albo zwigzek macierzysty,

ktory gtownie jest wydalany w formie niezmienionej, jak w przypadku grupy amfetamin.

Jak juz wspomniano we wstepnie szacowanie konsumpcji zwigzkdw odurzajgcych przez lokalng
populacje opiera sie na oznaczaniu konkretnych zwigzkéw, okreslanych jako tzw. drug target
residues, czyli DTRs. Idealny taki zwigzek to substancja macierzysta lub metabolit, ktory jest gtdwnym
zwigzkiem i najlepiej wytgcznym wydalanym do $ciekdw, ktdry jest jeszcze odpowiednio trwaty w
badanym srodowisku. Zwigzki te wybrano na podstawie badan metabolizmu substancji odurzajgcych
i badan trwatosci tych zwigzkéw. Dla kokainy i kanabinoidow wybranymi zwigzkami sg gtéwne
metabolity, natomiast dla grupy amfetamin zwigzki macierzyste, ktére sg wydalane w postaci
niezmienionej z moczem. Wydalane metabolity badanych substancji f3cza sie w moczu z kwasem
glukuronowym, jednak pofaczenia te sg nietrwate i ulegajg hydrolizie w srodowisku sciekéw, dlatego
zwigzki te wyeliminowano jako potencjalne DTRs. Wybrane DTRs dla kazdej z badanych substancji

odurzajgcych zebrano w tabeli 3.

12




Substancja Zwiazek Procent Wspbélcz.

pomiedzy wydalany korygujacy
substancja a jako DTR
DTR
Kokaina BE gtowny 45 1.05 2.33
kokaina metabolit

ZW. macierzysty
i metabolit

Kanabinoidy THC-COOH gtéwny 42 1.29 3.07
metabolit

Amfetamina amfetamina Zw. macierzysty 30 1.0 3.3
i gtowny
metabolit

Metamfetamina Metamfetamina zw. macierzysty 0.6 091 152
i gtowny
metabolit

Ecstasy Esctasy Zw. macierzysty 65 1 1.5
i gtowny
metabolit

Tab.3 Zwigzki wybrane do monitorowania zawartosci substancji odurzajgcych w sciekach.

Na podstawie oznaczonego stezenia DTR w badanych prébkach $ciekdw (ng/L) pomnozono przez
$redni przeptyw wody w oczyszczalni otrzymujgc tzw. dzienny tadunek danej oczyszczalni (g/dzien), a
nastepnie znormalizowano dane do rozmiaréw lokalnej populacji obstugiwanej przez dang
oczyszczalnie otrzymano wspoétczynnik wydalania DTR (mg/dzieri/1000 oséb), czyli DTR extraction

rates (wspotczynnik wydalania DTR).

taczny wspotczynnik konsumpcji danej substancji (Collective drug consumption rates) -
szacowanie ilosci badanego zwigzku konsumowanego przez populacje obliczono biorgc pod uwage

procent badanego zwigzku wydalany jako DTR oraz wspotczynnik molowy DTR/zw. macierzysty

* Np. kokaina (MW 303) w 45% wydalana jako BE (MW 289); oznaczono wspdtczynnik

wydalania 100mg/dzieri/1000 osdb co odpowiada
100/0,45*303/289=233 mg kokainy jest konsumowane przez 1000 oséb dziennie
Szacowanie ilosci tzw. skonsumowanych dawek badanej substancji

llos¢ dawek konsumowanych przez badana populacje jest szacowana przez podzielenie catkowitej
konsumpcji w miligramach przez wielko$¢ typowe, Sredniej konsumowanej dawki: 100 mg dla

kokainy, 30mg dla amfetaminy i metamfetaminy, 100 mg dla ecstasy and 125 mg for THC [1,6].
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Zaproponowane podejScie do badanego problemu umozliwia bezposrednie obliczenia ilosci

konsumowanych substancji bez wskazania na ilos¢ oséb uzaleznionych
Zalety przedstawionej metodyki:

*  Obiektywny ilosciowy pomiar prowadzacy do realistycznego oszacowania rodzaju i ilosci

konsumowanych srodkéw odurzajgcych przez lokalng spotecznosc

*  Wyniki s3 otrzymywane w krétkim czasie (kilka dni po dokonaniu poboru i oznaczeniu

prébki srodowiskowej)

* Biorac pod uwage inne dane (farmakokinetyczne, srednie dawki czy czystos¢ produktéw
dostepnych na rynku) mozna precyzyjnie okresli¢ poziom i profil konsumowanych srodkéw

odurzajacych

Dzieki nowemu innowacyjnemu podejsciu do szacowania wielkosci konsumpcji badanych srodkéw
odurzajgcych mozna otrzymac doktadny obraz profilu spozywanych $rodkéw wraz z szacunkami
ilosciowymi. Takie badania mogg by¢ bardzo przydatne do szybkiego monitorowania zmian w profilu
spozywania badanych srodkéw, co umozliwi ukierunkowanie podejmowanych konkretnych srodkéw i

dziatan dla organéw zajmujgcych sie przeciwdziataniem narkomanii.
2.4 WYNIKI OZNACZEN | OSZACOWAN

Ponizej przedstawiono tabele zawierajgce wyniki oznaczen i estymacji oraz wykresy przedstawione

na ich podstawie. W tabelach przedstawiono kolejno:

zawartosé ng/l — zawarto$¢ obliczona z dwdch analiz (miesieczna) (probki pobierane po 5

litrow dwa razy w tygodniu, analiza raz na dwa tygodnie)

DTR g/miesigc — DTR (Drug Target Residues) metabolity substancji odurzajgcych; wyrazone w

gramach na miesigc
DTR mg/dzieh — DTR przeliczone na mg i podzielone przez dni w miesigcu
DTR/mg/dzier/1000 os6b - DTR mg/dzier standaryzowane na 1000 osdb

DTR dzieri/1000 oséb - DTR/mg/dzieri/1000 oséb pomnozone przez wspétczynnik korekcyjny
wynikajgcy ze stosunku mas molowych substancji odurzajgcych do ich metabolitow uwzgledniajac

metabolizm
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ilos¢ 0s6b/1000 — ilos¢ os6b zazywajacych typowe dawki w przeliczeniu na 1000 oséb (za
typowe dawki przyjeto: amfetamina i met amfetamina 30 mg, MDMA i kokainy 100 mg oraz 125 mg

kanabinoidéw w formie wypalonej zawierajgcej 14% THC
Dla kazdego z wymienionych wspoétczynnikdw podano dolng oraz gérng granice.

W pierwszej potowie stycznia 2009 r. analizujgc BEG wykazano stezenie na granicy oznaczalnosci 1.52
ng/l (dolna granica oznaczenia jest ponizej granicy oznaczalnosci). Poniewaz wszystkie inne prébki nie
wykazaty poziomu sygnatu powyzej granicy oznaczalnos$ci a nawet limitu decyzji, wynik ten zostat

zaklasyfikowany jako watpliwy.

15



1 Czerwiec 2009 Lipiec 2009 Sierpien 2009 Wrzesien 2009
Wartos¢ Dolny Gorny Wartos¢ Dolny Gorny Wartos¢ Dolny Gorny Wartos¢ Dolny Gorny
Srednia Limit Limit Srednia Limit Limit Srednia Limit Limit Srednia Limit Limit
A | Zawartosé ng/L 0.2571 0.2278 0.2859 0.3203 0.2916 0.3486 0.3982 0.4262 0.4539 0.3373 0.3087 0.3655
M
F DTR g/miesigc 1.0951 0.9704 1.2177 1.4030 1.2419 1.5270 1.5113 1.6175 1.7225 1.24769 1.1418 1.3520
E
T DTR mg/dzien 36.5031 32.3491 40.5901 46.7669 42.5705 50.9013 50.3779 53.9195 57.4171 41.5899 38.0604 | 45.0687
Al bprRr mg/dzier/ 0.0664 0.0588 0.0738 0.0851 0.0774 0.0925 0.0916 0.0988 0.1044 0.0756 0.0692 0.0819
M 1000 os6b
I | Konsumpcja AMF | 0.2191 0.1942 0.2436 0.2807 0.2555 0.3056 0.3024 0.3236 0.3447 0.2496 0.2284 0.2705
N | mg/dzieri/1000
0sob
llosé dawek/ 0.0073 0.0064 0.0081 0.0093 0.0085 0.0101 0.0100 0.0108 0.0115 0.0083 0.0076 0.0090
dzieri/1000 oséb
M| Zawartosé ng/L 1.2153 1.1428 1.2896 1.3460 1.2719 1.4225 1.4615 1.3857 1.5012 1.3830 1.3084 1.4602
E
T DTR g/miesigc 5.1764 4.8673 5.4928 5.7329 5.4175 6.0586 5.5460 5.2583 5.6964 5.1149 4.8392 5.4003
A
M DTR mg/dzien 172.5484 | 162.2430 | 183.0965 | 191.0962 | 180.5833 | 201.9523 | 184.8681 | 175.2794 | 189.883 | 170.4981 | 161.3058 | 180.0133
F| brr mg/dzier/ 0.3139 0.2951 0.3331 0.3476 0.32851 0.3674 0.3363 0.3188 0.3454 0.3101 0.2934 0.3275
E 1000 os6b
T
Konsumpcja MAF | 0.7219 0.6788 0.7661 0.7995 0.7555 0.8449 0.7735 0.7334 0.7944 0.7133 0.6749 0.7532
mg/dzieri/1000
0sob
llosé dawek/ 0.0241 0.0226 0.0255 0.0266 0.0252 0.0282 0.0257 0.02444 0.0264 0.0237 0.0225 0.0251
dzier/1000 oséb
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Zawartosc¢ ng/L

1.5644

17

1.4979 1.6314 1.5356 1.4693 1.6025 1.2918 1.2257 1.3580 1.3783 1.3122 1.4446
DTR g/miesigc 6.6629 6.3799 6.9485 6.7257 6.4351 7.0187 4.9020 4.6511 5.1529 5.0976 4.8531 5.3428
DTR mg/dzien | 222.0955 | 212.6638 | 231.6175 | 224.1901 | 214.5047 | 233.9582 | 163.4013 | 155.0370 | 171.7631 | 169.9204 | 161.7720 | 178.0920
DTR mg/ dzien/ 0.4040 0.3868 0.4213 0.4078 0.3902 0.42560 | 0.29725 0.2820 0.3125 0.3091 0.2942 0.3239
1000 osob
Konsumpcja 0.6060 0.5803 0.6320 0.6117 0.5853 0.6384 0.4458 0.4230 0.4686 0.4636 0.4414 0.4859
MDMA
mg/dzieri/1000
0s0b
llos¢ dawek/ 0.0047 0.0044 0.0048 0.0047 0.0045 0.0049 0.0034 0.0032 0.0036 0.0035 0.0034 0.0037
dzieri/1000 oséb
Tabela 4. Wyniki oznaczen i szacunki dla grupy amfetamin od czerwca do sierpnia 2009




Pazdziernik 2009

Listopad 2009

Grudzienn 2009

\I,\Ia rtosc Dolny Gorny V,\Ia rtosc Dolny Gorny \I,\Iartos’(: Dolny Gorny
Srednia Limit Limit Srednia Limit Limit Srednia Limit Limit
A Zawartosc ng/L 0.3059 0.2770 0.3345 0.3059 0.2770 0.3343 0.4784 0.4492 0.5059
M DTR g/miesigc 1.1639 1.0541 1.2720 1.1639 1.0541 1.2720 1.9387 1.8201 2.0502
F DTR mg/dzien 38.7978 | 35.1377 | 42.4026 | 38.7978 | 35.1377 | 42.4026 | 64.6241 | 60.6703 | 68.3409
E DTR mg/dzieri/ 1000 osob 0.0705 0.0639 0.0771 0.0705 0.0639 0.0771 0.1175 0.1103 0.1243
T Konsumpcja AMF mg/dzieri/1000 osob | 0.2329 0.2109 0.2545 0.2329 0.2109 0.2545 0.3879 0.3642 0.4102
llos¢ dawek/ dzieri/1000 osob 0.0077 0.0070 0.0084 0.0077 0.0070 0.0084 0.0129 0.0121 0.0136
M Zawartosc ng/L 1.3748 1.3003 1.4518 1.2617 1.1887 1.3368 1.4131 1.3381 1.4909
E DTR g/miesigc 5.2309 4.9477 5.5240 4.8604 4.5790 5.1493 5.7262 5.4222 6.0415
T DTR mg/dzien 174.3658 | 164.9242 | 184.1338 | 162.0139 | 152.6348 | 171.6447 | 190.8743 | 180.7414 | 201.3830
A DTR mg/dzieri/ 1000 osob 0.3172 0.3000 0.3349 0.2947 0.2776 0.3122 0.3472 0.3288 0.3663
M Konsumpcja MAF mg/dzieri/1000 os6b | 0.7295 0.6900 0.7704 0.6779 0.6386 0.7182 0.7986 0.7562 0.8426
. llos¢ dawek/ dzieri/1000 osob 0.0243 0.0230 0.0257 0.0226 0.0213 0.0239 0.0266 0.0252 0.0281
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Zawartosé ng/L 1.3868 1.3206 1.4532 1.8223 1.7543 1.8915 1.7072 1.6401 1.7411
DTR g/miesigc 5.3422 5.0870 5.5981 6.9338 6.6753 7.1971 6.9178 6.6457 7.0553
DTR mg/dzien 178.0736 | 169.5695 | 186.6047 | 231.1276 | 222.5106 | 239.9043 | 230.5934 | 221.5266 | 235.1796
DTR mg/ dzieri/ 1000 os6b 0.3239 0.3084 0.3394 0.4204 0.4047 0.4364 0.4194 0.4029 0.4278
Konsumpcja MDMA 0.4859 0.4627 0.5092 0.6307 0.6071 0.6546 0.6292 0.6044 0.6417
mg/dzieri/1000 os6b
llos¢ dawek/ dzieri/1000 oséb 0.0037 0.0035 0.0039 0.0048 0.0046 0.0050 0.0048 0.0046 0.0049

Tabela.5
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Styczen 2010 Luty 2010 Marzec 2010 Kwiecien 2010
Wartos¢ Dolny Gorny Wartos¢ Dolny Gorny Wartos¢ Dolny Gorny Wartos¢ Dolny Gorny
Srednia Limit Limit Srednia Limit Limit Srednia Limit Limit Srednia Limit Limit
A | Zawartosé ng/L 0.3386 0.3100 0.3668 0.2536 0.2243 0.28245 0.2692 0.2401 0.2979 0.2935 0.2645 0.3219
M
F DTR g/miesigc 0.9497 0.8694 1.0287 0.7308 0.6464 0.81382 1.0518 0.9378 1.1639 0.8998 0.8109 0.9872
E
T DTR mg/dzien 31.6569 28.9832 34.2922 24.3601 21.5472 27.1275 35.0597 31.2625 38.7968 29.9928 27.0327 32.9075
Al DTR mg/dzier/ 0.0575 0.0527 0.0623 0.0443 0.0391 0.0493 0.0637 0.0569 0.07057 0.0545 0.0492 0.0598
M 1000 oséb
| | Konsumpcja AMF | 0.1900 0.1739 0.2058 0.1462 0.1293 0.1628 0.2104 0.1876 0.2329 0.1800 0.1623 0.1975
N | mg/dzier/1000
0sob
llosé dawek/ 0.0063 0.0058 0.0068 0.0049 0.0043 0.0054 0.0070 0.0062 0.0076 0.0062 0.0054 0.0066
dzieri/1000 oséb
M| Zawartosé ng/L 1.4068 1.3318 1.4845 1.3692 1.2948 1.4462 1.0291 0.9574 1.1014 0.9649 0.8934 1.0367
E
T DTR g/miesigc 3.9451 3.7349 4.1630 3.94522 3.7308 4.1668 4.0206 3.7409 4.3031 2.9589 2.7396 3.1792
A
M DTR mg/dzien 131.5049 | 124.4996 | 138.7669 | 131.5073 | 124.3627 | 138.8963 | 134.0216 | 124.6973 | 143.4371 | 98.6305 91.3228 | 105.9742
F DTR mg/dzier/ 0.2392 0.2264 0.2524 0.2392 0.2262 0.2526 0.2438 0.2268 0.2609 0.1794 0.1661 0.1927
E 1000 oséb
T | Konsumpcja MAF | 0.5502 0.5209 0.5806 0.5502 0.5203 0.5811 0.5607 0.5217 0.6001 0.4126 0.3821 0.4434
mg/dzier,/1000
0sob
llosé dawek/ 0.0185 0.0173 0.0193 0.0183 0.0173 0.0193 0.0186 0.01739 0.0200 0.0137 0.0127 0.0148
dzieri/1000 oséb
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Zawartosc ng/L 2.0292 1.9592 2.1009 1.9195 1.8507 1.9898 1.8298 1.7618 1.8991 1.8298 1.7618 1.8991
DTR g/miesigc 5.6905 5.4944 5.8915 5.5307 5.3325 5.7332 7.1490 6.8833 7.4197 5.6110 5.4024 5.8234
DTR mg/dzien 189.6839 | 183.1476 | 196.3844 | 184.3582 | 177.7510 | 191.1087 | 238.3029 | 229.4457 | 247.3262 | 187.0334 | 180.0821 | 194.1150

DTR mg/ dzien/ 0.3450 0.3331 0.3572 0.3353 0.3233 0.3476 0.4335 0.4173 0.4499 0.3402 0.3275 0.3531

1000 osob
Konsumpcja 0.5175 0.4997 0.5358 0.5030 0.4850 0.5214 0.6502 0.6260 0.6748 0.5103 0.4913 0.5296
MDMA
mg/dzier,/1000
0s06b
llos¢ dawek/ 0.0039 0.0038 0.0041 0.0038 0.0037 0.0040 0.0050 0.0048 0.0051 0.0039 0.0037 0.0040
dzieri/1000 oséb
Tabela 6. Wyniki oznaczen i szacunki dla grupy amfetamin od stycznia do kwietnia 2010
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1 Maj 2010 Czerwiec 2010 Lipiec 2010 Sierpien 2010
Wartos¢ Dolny Gorny Wartos¢ Dolny Gorny Wartos¢ Dolny Gorny Wartos¢ Dolny Gorny
Srednia Limit Limit Srednia Limit Limit Srednia Limit Limit Srednia Limit Limit
A | Zawartosé ng/L 0.5886 0.5615 0.6154 0.6861 0.6594 0.7126 0.2536 0.2243 0.2824 0.2384 0.2089 0.2673
M
F DTR g/miesigc 1.9562 1.8661 2.0454 1.7704 1.7015 1.8388 0.70565 0.6241 0.7858 0.7632 0.6691 0.8559
E
T DTR mg/dzien 65.2060 62.2052 68.1816 59.0143 | 56.71860 | 61.2964 23.5218 20.8060 26.1940 25.4428 22.3034 28.5308
Al DTR mg/dzier/ 0.1186 0.1131 0.1240 0.1073 0.1031 0.1115 0.0427 0.0378 0.0476 0.0462 0.0405 0.0519
M] 1000 oséb
| Konsumpcja AMF | 0.3914 0.3734 0.4093 0.3542 0.3404 0.3679 0.1412 0.1249 0.1572 0.1527 0.1338 0.1713
N | mg/dzieri/1000
0sob
llosé dawek/ 0.0130 0.0124 0.0136 0.0118 0.0113 0.0122 0.0047 0.0041 0.0052 0.0050 0.0463 0.0071
dzieri/1000 oséb
M| Zawartosé ng/L 0.8132 0.7413 0.8847 0.8305 0.7587 0.9020 0.6885 0.6155 0.7604 0.6643 0.5911 0.7363
E
T DTR g/miesigc 2.7028 2.4636 2.9404 2.1432 1.9577 2.3276 1.9154 1.7123 2.1153 2.1271 1.8925 2.3575
A
M DTR mg/dzien 90.0939 82.1214 98.0143 71.4403 65.2598 77.5883 63.8482 57.0774 70.5128 70.9033 63.0855 78.5848
F DTR mg/dzier/ 0.1638 0.1493 0.1783 0.1299 0.1187 0.1411 0.1161 0.1038 0.1282 0.1289 0.1147 0.1429
E 1000 os6b
T Konsumpcja MAF | 0.3769 0.3436 0.4100 0.2989 0.2730 0.3246 0.2671 0.2388 0.2950 0.2966 0.2639 0.3288
mg/dzier,/1000
0sob
llosé dawek/ 0.0125 0.0114 0.0136 0.0099 0.0091 0.0108 0.0089 0.0079 0.0098 0.0099 0.0087 0.0109
dzieri/1000 oséb
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Wyniki oznaczen i szacunki dla grupy amfetamin od maja do sierpnia 2010

Zawartosc ng/L 1.8238 1.7558 1.8930 1.7483 1.6809 1.8168 1.1418 1.0752 1.2079 1.1173 1.0506 1.1835
DTR g/miesigc 6.0613 5.8355 6.2914 4.5114 4.3374 4.6881 3.1763 2.9912 3.3604 3.5772 3.3638 3.7892
DTR mg/dzien 202.0457 | 194.5175 | 209.7137 | 150.3803 | 144.5831 | 156.2704 | 105.8786 | 99.7085 | 112.0134 | 119.2428 | 112.1292 | 126.3095

DTR mg/ dzieri/ 0.3675 0.3538 0.3815 0.2735 0.2630 0.2842 0.1926 0.1813 0.2037 0.2169 0.2039 0.2297

1000 osob
Konsumpcja 0.5513 0.5307 0.5722 0.4103 0.3945 0.4264 0.2889 0.2720 0.3056 0.3253 0.3059 0.3446
MDMA
mg/dzier,/1000
0sob
llosé dawek/ 0.0042 0.0040 0.0044 0.0031 0.0030 0.0032 0.0022 0.0020 0.0023 0.0025 0.0023 0.0026
dzieri/1000 oséb
Tabela 7.




Wrzesien 2010

Pazdziernik 2010

Listopad 2010

Grudzien 2010

Wartos¢

Dolny Gorny Wartos¢ Dolny Gorny Wartos¢ Dolny Gorny Wartos¢ Dolny Gorny
Srednia Limit Limit Srednia Limit Limit Srednia Limit Limit Srednia Limit Limit
A | Zawartosé ng/L 0.2345 0.2050 0.2634 0.4836 0.45589 0.5110 0.6410 0.6141 0.6677 0.7067 0.6801 0.7332
M
F DTR g/miesigc 0.7269 0.6356 0.8167 1.2935 1.21940 1.3668 2.1834 2.0919 2.27436 2.3085 2.2215 2.3949
E
T DTR mg/dzien 24.2322 21.1884 27.2259 43.1177 40.6467 45,5618 72.7828 69.7319 75.8120 76.9513 74.0528 79.8315
A DTR mg/dzier/ 0.0440 0.0385 0.0495 0.0784 0.0739 0.0828 0.1324 0.1268 0.1379 0.1399 0.1347 0.1452
M 1000 os6b
| Konsumpcja AMF | 0.1454 0.1271 0.1634 0.2588 0.2440 0.2735 0.4369 0.4186 0.4551 0.4619 0.4445 0.4792
N | mg/dzieri/1000
0sob
llosé dawek/ 0.0048 0.0042 0.0054 0.0086 0.0081 0.0091 0.0145 0.0139 0.0152 0.0153 0.0148 0.0159
dzieri/1000 oséb
M| Zawartosé ng/L 0.7624 0.6901 0.8340 1.2417 1.1688 1.3164 0.8728 0.8011 0.9443 0.9084 0.8368 0.9800
E
T DTR g/miesigc 2.36380 2.1395 2.5857 3.3212 3.1264 3.5210 2.9730 2.7289 3.2166 2.9674 2.7336 3.2013
A
M DTR mg/dzien 78.7935 71.3195 86.1905 | 110.7090 | 104.2159 | 117.3673 | 99.1016 90.9647 | 107.2216 | 98.9133 91.1213 | 106.7104
F DTR mg/dzier/ 0.1433 0.1297 0.1567 0.2013 0.1895 0.2135 0.1802 0.1654 0.1950 0.1799 0.1657 0.1941
E 1000 os6b
T Konsumpcja MAF | 0.3296 0.2984 0.3606 0.4632 0.4360 0.4910 0.4146 0.3806 0.4486 0.4138 0.3812 0.4464
mg/dzier,/1000
0sob
llos¢ dawek/ 0.0109 0.0099 0.0120 0.0154 0.0145 0.0163 0.0138 0.0126 0.0149 0.0137 0.0127 0.0148
dzieri/1000 oséb
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Zawartosc ng/L 1.2664 1.1997 1.3331 1.1727 1.1063 1.2388 1.2938 1.2277 1.3599 1.0221 0.9550 1.0886
DTR g/miesigc 3.9264 3.7196 4.1330 3.1367 2.9591 3.3136 4.4071 4.1818 4.6323 3.3389 3.1195 3.5561
DTR mg/dzien 130.8824 | 123.9871 | 137.7695 | 104.5588 | 98.6370 | 110.4533 | 146.9043 | 139.3947 | 154.4122 | 111.2980 | 103.9840 | 118.5391

DTR mg/ dzien/ 0.2380 0.2255 0.2506 0.1902 0.1794 0.2009 0.2672 0.2535 0.2809 0.2024 0.1891 0.2156

1000 osob
Konsumpcja 0.3571 0.3383 0.3759 0.2853 0.2691 0.3013 0.4008 0.3803 0.4213 0.3037 0.2837 0.3234
MDMA
mg/dzier,/1000
0s06b
llos¢ dawek/ 0.0027 0.0026 0.0029 0.0021 0.0020 0.0023 0.0030 0.0029 0.0032 0.0023 0.0021 0.0024
dzieri/1000 oséb
Tabela 8. Wyniki oznaczen i szacunki dla grupy amfetamin od wrzesnia do grudnia 2010
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Czerwiec 2009 Lipiec 2009 Sierpien 2009 Wrzesien 2009
Wartos¢ Dolny Gorny Wartos¢ Dolny Gorny Wartos¢ Dolny Gorny Wartos¢ Dolny Gorny
Srednia Limit Limit Srednia Limit Limit Srednia Limit Limit Srednia Limit Limit
T | Zawartoséng/L | 19.5867 | 19.5867 | 19.6555 | 19.8460 | 19.8115 | 19.8805 | 20.4504 | 20.4158 | 20.4849 | 18.3219 | 18.2877 | 18.3561
H | DTR g/miesigc 83.4215 | 83.4215 | 83.7146 | 86.91878 | 86.7678 | 87.0697 | 77.6000 | 77.4688 | 77.7312 | 67.7606 | 67.6342 | 67.8870
C DTR mg/dzien 2780.717 | 2780.717 | 2790.486 | 2897.292 | 2892.262 | 2902.325 | 2586.668 | 2582.296 | 2591.042 | 2258.686 | 2254.474 | 2262.900
DTR mg/dzier/ 5.0585 5.0585 5.0763 5.2706 5.2614 5.2797 4.7055 4.6976 4.7135 4.1089 4.1012 4.1165
1000 osob
Konsumpcja THC | 768.9028 | 768.9028 | 771.6043 | 801.1375 | 799.7464 | 802.5292 | 715.2459 | 714.0371 | 716.4553 | 624.5550 | 623.3901 | 625.7201
mg/dzier,/1000
0sob
llos¢ dawek/ 6.1512 6.1512 6.1728 6.4091 6.3979 6.4202 5.7219 5.7122 5.7316 4.9964 4.9871 5.0057
dzieri/1000 os6b
Pazdziernik 2009 Listopad 2009 Grudzien 2009
Wartos¢ Dolny Gorny Wartos¢ Dolny Gorny Wartos¢ Dolny Gorny
érednia Limit Limit Srednia Limit Limit Srednia Limit Limit
Zawartosé ng/L | 19.0214 | 18.9871 | 19.0557 | 17.9219 | 17.8878 | 17.9561 | 18.7489 | 18.7146 | 18.7831
DTR g/miesigc | 73.27204 | 73.1400 | 73.4040 | 68.1916 | 68.06178 | 68.3214 | 75.9719 | 75.8332 | 76.1106
DTR mg/dzierr | 2442.401 | 2438.001 | 2446.802 | 2273.053 | 2268.726 | 2277.382 | 2532.399 | 2527.776 | 2537.022
DTR mg/dzier/ 4.4431 4.4351 4.4511 4.1350 4.1272 4.1429 4.6068 4.5984 4.6152
1000 oséb
Konsumpcja THC | 675.3544 | 674.1377 | 676.5714 | 628.5276 | 627.3310 | 629.7246 | 700.2398 | 698.9616 | 701.5184
mg/dzier,/1000
0s06b
llos¢ dawek/ 5.4028 5.3931 5.4125 5.0282 5.0186 5.0377 5.6019 5.5916 5.6121
dzieri/1000 oséb
Tabela 9. Wyniki oznaczen i szacunki dla THC od stycznia do grudnia 2009r.
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Rycina 1. Amfetamina DTR — miesieczny tadunek g/miesigc
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525

325

2.75
25
225

gram/miesiac
L% )

0.25

cze09 lip09  sie09 wrz09 paz09 1is09  gru09  sty10 Jut10 marl0  kwild  maj10 czerl0 lip10  sie10 wrz10 paz10 lis10  grul0
miesiace (czerwiec 2009 - grudzien 2010)

Rycina 2. Metamfetamina DTR — miesieczny tadunek g/miesigc

28



Rycina 3.

29

MDMA {(Ectasy) DTR-miesieczny ladunek {g/miesiac)

gram/miesiac

cze09 lip09  sie09 wrz09 paz09 1is09 gru03  sty10  [wt10  mar10 kw10 maj10 czerl0 lip10  sie10 wrz10 paz10 lis10  gru10
miesiace {czerwiec 2009 - grudzien 2010)

MDMA DTR — miesieczny tadunek g/miesigc



Rycina 4.

30

THCCOOH DTR-miesieczny ladunek {g/miesiac)
90 T T T T T

gram/miesiac

czel9 lip09 sie09 wrz09 paz09 lis09 gru09
miesiace {czerwiec 2009 - grudzien 2010)

THC-COOH DTR — miesieczny fadunek g/miesigc



Rycina 5.

31

osob/miesiac/1000 osob

0.03 T T T T T I
0.025 —

0.02—

Metamfetamina

0015 Amfetamina

0.01-

0.005 —

| | | | | | | | | | | | | | | | |

cze09 lip09  s5ie09 wrz09 paz09 1is09  gru09  sty10 b1 mar1ld  kwi1l0 maj10 cze10 lip10  sie1d wrz10 paz10
miesiace {czerwiec 2009 - grudzien 2010)

Liczba osdb zazywajgca dziennie standardowe dawki amfetamin na 1000 oséb w poszczegdlnych miesigcach

lis10

paz10

gru10



Rycina 6.
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2.5 WNIOSKI

Analiza ilosciowa substancji odurzajgcych wykonana zostata w okresie od czerwca 2009 r. do grudnia
2010 r. Wyjatkiem byta analiza THC-COOH, ktéra prowadzona byta od czerwca grudnia 2009 r.
Krétszy okres analizy THC-COOH spowodowany byt problemami technicznymi zawigzanymi z
przygotowaniem probki. Analizie poddane zostaty amfetamina, metamfetamina, MDMA, MDA, THC
oraz kokaina, jak napisano we wstepie, w przypadku THC oraz kokainy analizowano ich metabolity. W
przypadku MDA oraz kokainy w zadnej z przeprowadzonych analiz nie wykryto metabolitéw tej
substancji, tj. sygnaty od tych substancji znajdowaty sie ponizej granicy oznaczalnosci a nawet ponizej
granicy wykrywalnosci. Wyjatkiem byta pierwsza potowa stycznia 2010 r., kiedy pojawit sie pik
prawdopodobnie od benzyloekgoniny. Wielko$¢ tego piku byta na granicy oznaczalnosci. Poniewaz
cata prébka zostata zuzyta podczas analizy co uniemozliwito powtérzenie badania i nie mozna miec

pewnosci co do wiarygodnosci oznaczenia.

Specjalnego omoéwienia wymaga doktadnos¢ estymacji wykonanych podczas badan. Oznaczenia i
przeliczenia na tadunki dobowe i miesieczne nie uwzgledniajg ,strat” Sciekdw podczas przeptywu
przez system kanalizacyjny oraz strat zwigzanych z rozpadem metabolitéw substancji odurzajgcych w
czasie tego transportu. Dlatego podane wyniki nalezy traktowaé jako rezultaty znacznie
niedoszacowane. Autorzy nie podjeli sie zastosowania wspotczynnikéw korekcyjnych z obawy przed
przeszacowaniem wynikéw i uznajac, ze niedoszacowanie jest w tym przypadku bardziej korzystne
niz przeszacowanie. Jednakze nalezy nadmieni¢, iz wg niektdrych autoréw do oczyszczalni trafia 70 %
objetosci sciekdw pierwotnie wprowadzonych do systemu kanalizacji. Badania poréwnujgce spozycie
diklofenaku i karbmazepiny w Berlinie z jego oznaczeniem w $ciekach wykazato odzysk siegajgcy 50%.
Dlatego przypuszczalnie otrzymane wyniki mozna powiekszy¢ od 30 do 50%. Jednakie bez
karkotomnej walidacji, ktéra notabene nie wykonana zostata jeszcze przez nikogo z zajmujacych sie
tematyka oszacowania spozycia substancji odurzajgcych na podstawie oznaczen w Sciekach, autorzy
postanowili nie wprowadza¢ teoretycznych wspoétczynnikow korekcyjnych i pozostawié¢ rezultaty
oznaczen w ich pierwotnej formie. Walidacja i oszacowanie odzysku oznaczen metabolitow

planowana jest na najblizsze przez autoréw jako kolejny etap badan.

Przy interpretacji wynikdéw tego typu oznaczen pozornie najciekawszym wspodtczynnikiem do
interpretacji jest ilos¢ oséb zazywajacych, uwzgledniajgc typowa dawke substancji odurzajgcych na
1000 oséb. Interpretujac te wspdtczynniki nalezy mie¢ na uwadze, ze przelicznik ten dotyczy catej
populacji obstugiwanej przez oczyszczalnie, a wiec mate dzieci i osoby starsze. Zakfadajac, ze do 12
roku zycia i powyzej 50 roku zycia spozycie jest niewielkie, a od 50 roku zycia w gére i od 12 w doét

maleje gwattownie do zera spozycie te jest znacznie wieksze. Teoretycznie - na przyktad, jezeli
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populacja obstugiwana w 2009 r. przez COS wynosita okoto 65 tys. 0sob i w tej populacji znajdowato
sie na przyktad 30 tys. oséb w wieku, w ktérym spozycie jest prawdopodobne to znaczy, ze
wspodtczynnik spozycia jest dwa razy wiekszy niz podany w tabeli i na wykresie. Zdaniem autoréw
najwazniejszym czynnikiem, ktéry musi by¢ poddany analizie podczas tego typu badan jest tendencja
wspodtczynnikdw. Najlepiej do tego typu analizy stosowaé wspodtczynniki standaryzowane na liczbe
0sO6b obstugiwanych. Poréwnanie tych wspotczynnikdw i zbadanie tendencji wzrostowej lub
spadkowej stanowi znakomity test na efektywnos$¢ dziatan w walce z narkomania. Jak wczesniej
wspomniano mozna mieé¢ watpliwosci zwigzane doktadnoscia oszacowan natomiast rzetelnie
wykonana analiza chemiczna daje nam wyniki o bardzo duzej doktadnosci i powtarzalnosci, co daje
znakomitg baze do badania wspomnianych tendencji, ktdrg mozna wspomac jeszcze analizg wariancji
(ANOVA). Analiza poréwnujgca obliczone wskazniki z naktadami finansowymi, naktadami pracy,
akcjami uswiadamiajgcymi itp. daje nam znakomity wglad w efektywnos¢ tych naktadéw i dziatan.
Teoretyczny przyktad: Policja otrzymata liczne i szybkie narkotesty. Jezeli od momentu ich
zastosowania przez pare miesiecy nie nastgpita tendencja spadkowa ktéregokolwiek wskaznika DTR,
to znaczy, ze naktad finansowy na narkotesty byt niepotrzebny lub nalezy dokonaé zmian zwigzanych

z ich zastosowaniem.

Podsumowujac, szacunki konsumpcji badanych srodkéow odurzajgcych przeprowadzane metoda
oznaczania substancji odurzajgcych w S$ciekach sg bardzo uzyteczne do badania profilu i
monitorowania zazywanych Srodkéw przez badang populacje, przyzwyczajen konsumentéw i do
szybkiej identyfikacji zmiany trendéw, profilu zazywanych substancji. Wyniki uzyskane w ten sposdb
sg niedoszacowane (ale obiektywne) i nie nalezy analizowaé bezposrednio uzyskanych wartosci, ale
w potgczeniu z danymi dotyczagcymi konsumpcji badanych srodkéw uzyskanymi innymi metodami
(badania ankietowe) stanowig bardzo dobre Zrédto do analizy i oceny zjawiska narkomanii na danym

terenie.
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3. WALIDACJA METODY ANALITYCZNEJ

Metody statystyczne stosowane przy tworzeniu nowych procedur analitycznych [7].
Symbole zawarte w tekscie:
a-punkt przeciecia osi liniowej krzywej kalibracyjnej albo drugorzedowej funkcji kalibracyjnej
a.- punkt przeciecia osi krzywej kalibracyjnej dla podstawowej procedury analitycznej
as- punkt przeciecia osi krzywej odzysku
b- wspodtczynnik nachylenia prostej
b.- wspodtczynnik nachylenia krzywej kalibracyjnej podstawowej procedury analitycznej
b wspodtczynnik nachylenia krzywej odzysku
c- wspodtczynnik regresji cztonu kwadratowego drugorzedowej funkcji kalibracyjnej
Cl(as) — przedziat ufnosci punktu przeciecia osi a¢
Cl(bf)- przedziat ufnosci wspotczynnika nachylenia by
DS’ réznica sum kwadratéw odchyleri (wariancji)
E- czutosé
f- stopien swobody réwnania wariancji siz
f, - stopiers swobody réwnania wariancji s2
Na:- liczba stezen przed eliminacjg wartosci odstajgcej (outlier)
Na,- liczba stezen po eliminacji wartosSci odstajgcej (outlier)
N.- liczba wzorcow kalibracyjnych
N;- liczba pozioméw stezen dla okreslenia krzywej odzysku ni-liczba analiz na danym stezeniu
sy, - resztkowe odchylenie standardowe drugorzedowej funkgji kalibracyjnej
s;i- odchylenie standardowe dla zmierzonych wartosci analizy wzorcéw o stezeniu x;
s,- resztkowe odchylenie standardowe
S,o- Odchylenie standardowe metody
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s,%, - wariancja zmierzonych wartosci w gérnej granicy zakresu
s? - wariancja zmierzonych wartoéci w dolnej granicy zakresu

Sy,,- resztkowe odchylenie standardowe krzywej kalibracyjnej przed eliminacja wartosci

odstajacych
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Sy ,,~ resztkowe odchylenie standardowe po eliminacji wartosci odstajacych
s~ odchylenie standardowe w serii

sp- odchylenie standardowe miedzy seriami

sp- odchylenie standardowe rdznic d;lub przecietnego wzorca

syf—resztkowe odchylenie standardowe krzywej odzysku
Sxo,-0dchylenie standardowe metody podstawowej procedury analitycznej
sbf—odchylenie standardowe wspéifczynnika nachylenia b;
saf-odchylenie standardowe punktu przeciecia osi as

TV- wartosc testowa dla t-testu, testu Grubbs’a i F-testu
tf,P-

RR- wspdtczynnik odzysku

Xi- stezenie wzorca

X- $rednie stezenie wzorca

Yi- zmierzona warto$¢ wzorca

y- érednia zmierzona wartosé y; podczas kalibracji

Vo~ Wspdtczynnik wariancji procedury

Q,y- suma kwadratéw

Q,3- suma kwadratéw

Q- suma kwadratow

Q2y-suma kwadratow

Q,+- suma kwadratow

¥,- zmierzona wartos$¢ stezenia wzorca x; obliczona z uzyciem funkcji kalibracyjnej
V,o- Wspdtczynnik wariancji procedury

Q.- suma(x; — x)?

yii- zmierzona wartos$¢ j dla stezenia x;

¥;- $rednia zmierzonych podczas kalibracji wartosci y;



X¢- uzyskane stezenie

yi-uzyskana wartos¢ sygnatu

X~ stezenie kalibracyjne

X.-srednia stezen kalibracyjnych

x;- wynik j analizy serii i stezenia odrzuconej wartosci odstajacej pomiaru

X;- Srednia wynikow analizy

Wytyczne procesu tworzenia nowych metod analitycznych

Aby nowa procedura analityczna (zwtaszcza wymagajaca kalibracji) mogta by¢ stosowana
rutynowo, poszczegélne jej etapy muszg zostaé zoptymalizowane, procedura zweryfikowana pod
katem zastosowania, a charakterystyka procesu udokumentowana i opublikowana. Doktadny opis

jest niezbedny do zapewnienia jakosci rutynowych analiz.

Podczas tworzenia nowych procedur analitycznych stosuje sie metody statystyczne, ktére
dostarczajg danych o jakosci procedury osiggnietej w fazie testéw. Parametry procedury muszg by¢
wyznaczane z kazdg nowa kalibracjg procesu analitycznego, np. po zmianie reagentdw, ingerencji

technicznej w sprzet lub wymianie personelu.

Faza pierwsza tworzenia procedury analitycznej sktada sie z pieciu etapow:

- doswiadczenia kalibracyjnego;

- sprawdzenia liniowosci i precyzji;

- koncowego wyznaczenia danych kalibracyjnych;

- sprawdzenia wptywu poszczegdlnych etapdw procesu na dane kalibracyjne;

- sprawdzenia wptywu czasu na proces kalibracyjny.

37



38

Immmnw I

POPRAWIENIE PROCESU AMALITYCINECO
TAWADING ISy (R
CONIECINE

ORI ENIE PITRWSIORIY COWLS FUNL O T IO IIRACYINE
(FECRETA LINIOWA ) 1 WICLLONCCO
COOMMUENIA ST ANDMDOWICO SV

I WYALRE S DANYOM KALIBRACTT l

OCEMA WDROUO WA
PODLRZIAGE WILPSOWOACTY

COLITINIE DRUCONIICOWE) FUNCCE KA MRACY ML)
1 QOOMLIMIA STANDARDOWICO 972

10-AROTNE POWTORIENIE AMAL LY
PROSK WRORCOWED O MANIZSN (« 9. 1)
T NAIWYZSTEX w10, 10) ZAWARTOSCT ANALTTY
16 POMIAROWY Y1 1 Yoo COLICINE
¥1 17N 1 COOYLINIA STANDARDOWNGO 53 | SN




SPRAWDZENIE PRECYZJI W
DOLNE] GRANICY ZAKRESU

czy wzgledna precyzia

dolnej granicy zakresu jest wydajna?

dokumentacja ostatecznych danych
kalibracy jnych

le

SPRAWDZENIE PROCESU
ANALITYCZNEGO POD
KATEM WPLYWOW
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OD INDYWIDUALNYCH
KROKOW

0D EFEKTOW MACIERZY

Powtdrzenie calej kalibragji po tym jak
kroki kalibracji zostaly zmienione lub dodane;
oznazenie funkgji odzysku

test odchylenia
standardowego procesu

usprawnienie process

(F-test)

sprawdzenie pod katem proporcjonalnych

ja

i stalych bledow nych

kalibracja przy uzycu macierzy

test odchylenia
standardowego procesu

(Ftest)

pod katem p

i stalych bled6w systematycznych

OD ZMIAN TYMCZASOWYCH

viybér probek kontrolnych

powtéma analiza prébek kontrolnych
we kilku kolejnych dniach

odchylenia seril Sw
i pomiedzy seriami Sb i catkowitego odchylenia standardowego St

znaczgce roznice miedzy Sw i Sb?

ulepszenie procesu analitycznego;
codzienna regulacja przyrzadu | jesh
to konieczne rekalibracia

tak
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Yy

czy proces analityczny
moze by¢ poprawiony? tak

dokumentacja

Zasady przeprowadzania analiz.

Aby zapewni¢ wysokg jakos$¢ rutynowych analiz, muszg by¢ znane parametry dla danej
procedury: testowany zakres, wspétczynnik funkcji kalibracyjnej, odchylenie standardowe wszystkich

pomiaréw procedury, wspdtczynnik zmiennosci procesu.

Kalibracja procedury analitycznej

Dane uzyskane w doswiadczeniu kalibracyjnym, pozwalajg skonwertowac wyniki pomiaréw

fizycznych do wynikdw analitycznych.

» Kazda kalibracja rozpoczyna sie od wyboru wstepnego zakresu, ktdry jest wyznaczany przez:

X3

%

cel analizy (w odniesieniu do warunkéw praktycznych), przy czym s$rednia zakresu

powinna by¢ zblizona do najbardziej prawdopodobnego stezenia prébki;

X3

%

mozliwosci techniczne (wartosci zmierzone w dolnym zakresie limitu muszg
znaczgco roznic¢ sie od wartosci préby slepej, wymagana precyzja analityczna musi

by¢ mozliwa do osiggniecia w catym zakresie).

Zastosowanie prostego réwnania regresji liniowej mozliwe jest wowczas, gdy precyzja analityczna
jest stata w catym zakresie oraz wystepuje liniowy zwigzek miedzy zawartoscig substancji, a

zmierzong wartoscia.

W wypadku niehomogennosci wariancji i nieliniowosci trzeba zredukowac zakres.
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» Wymagania stawiane prébkom wzorcowym:
- czystos¢;
- homogennosé¢;

- reprezentatywnos¢;

- stabilnos¢, na prébki nie moze wptywac pojemnik i warunki zewnetrzne.

» Wstepne pierwszo- i drugorzedowe funkcje kalibracyjne sg obliczane ze zmierzonych

wartosci otrzymywanych z préobek wzorcowych.

@,
0’0

Analiza regresji dostarcza funkcji kalibracyjnej parametry regres;ji liniowej

sygnat

stezenie

Liniowa funkcja kalibracyjna(y=a+bx) z przewidzianym interwatem

Wspotczynnik nachylenia prostej (pomiar czutosci)

_ Slxi=D @iy
b= Y (x;—%)2 (1)

Punkt przeciecia osi:
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gdzie: X==XYx;

7\ . xs'fs

® xg.¥6

X
X1.y1

Rozmieszczenie zmierzonych wartosci wokot krzywej regresji.

Resztkowe odchylenie standardowe (s,):

)2
5, = /2(311\;_3211) (3)

gdzie: ¥, =a+ bx;

Odchylenie standardowe metody (s,.):
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Wspotczynnik wariancji procedury (V,,):

Vyo = % X 100(%)

%+ Parametry funkcji drugiego rzedu.

Y

Drugorzedowa funkcja kalibracyjna (y = a + bx + cx?)

Wspotczynniki funkgji a, b, c:

a=%(2yi—bx2xi—cx2xi2)

_ Qxy_CXQx3
Qxx

b

_ Qxnyx3_Qx2nyxx

a (st)z—QxxXQx4

Qxx = szz - xi)z/N)

Qry = Xt xy) = (B x) x T y)/N)
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Qe =223 = ((Ex) x (Rx2)/N) (11)

Q=Y x}— ((Z xl-z)z) /N (12)

Qxy = X(x? x 1) — (@ y) x (Tx?)/N) (13)

Resztkowe odchylenie standardowe:

— (yi_yi)z (14)

gdzie: §; = a + bx; + cx?

Czutos¢ E

W przeciwienstwie do regresji liniowej, czuto$¢ metody zmienia sie wraz ze zmienng niezalezng, co

wyrazi¢ mozna wzorem, ktory jest pierwszg pochodng krzywej kalibracyjnej:
E(x)=b+2cXx (15)

Ze wzgleddw praktycznych czutosc E okresla sie w potowie zakresu stezen:

E(X)=b+2cxx (16)
Odchylenie standardowe procesu: Wzgledne odchylenie standardowe procesu:
S X0
S10 = 25 Veo = 22X 100(%) (17)
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+* Obliczanie wynikéw analitycznych z uzyciem liniowe] funkcji kalibracyjne;j:

MwmeQiU@)=%;i%oxﬂP=9W@f=Nf—DXJ%+£~+Qig) (18)

+* Obliczanie wynikéw analitycznych z uzyciem drugorzedowej funkcji kalibracyjne;j:

-wyniki dla ujemnej krzywizny

-wyniki dla dodatniej krzywizny

R b <b>2 a—7p
X =——— —_

2c

2c c
CI(A) Sy X t y 1 4 1 4 1 9
X) =0T —+—
(b + ZCX) N, N, Qx‘* X Qxx - (Qx3)2

N¢ N¢

x {(y — 020 + (£ —Z—"iz)2 Que — 2% (2 — ) x (22 - 2) ng} (19)

» Weryfikacja wstepnej kalibracji.

@,

«  Weryfikacja liniowosci.

Nalezy stosowac pierwszorzedowg funkcje kalibracyjng, a tylko
w uzasadnionych przypadkach funkcje drugorzedowga. Typ funkcji kalibracyjnej najtatwiej okresli¢
poprzez wykreslenie danych kalibracyjnych (jezeli wizualnie stwierdzimy nieliniowos¢ nie ma
potrzeby statystycznego uzasadniania). Do statystycznej weryfikacji liniowosci zalecany jest test

Mandel’a, w ktédrym majg zastosowanie:

- pierwszorzedowa funkcja kalibracyjna
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y=a+ bx

- drugorzedowa funkcja kalibracyjna

y =a+ bx + cx?
Test zaktada, ze wzglednie duze odchylenia zmiennych wartosci funkcji liniowej

sg spowodowane nieliniowoscig i mogg by¢ poprawione przez wybdr funkcji drugiego rzedu.

Réznica wariancji DS? jest obliczana z wykorzystaniem resztkowego odchylenia standardowego sy, (z

pierwszorzedowej funkcji kalibracyjnej) i s, (z drugorzgdowej funkgji kalibracyjnej):

DS? = (N —2)s — (N — 3)s5, (20)

Dla f=1 stopnia swobody

Wartosc¢ testowa TV obliczana dla testu F:

2
TV =25 (21)

S5
Warto$¢ TV poréwnywana jest z wartoscig tabelaryczng F przy f,=1, f,=N-3- stopniach swobody i
P=99%. Jezeli TV < F, funkcja drugiego rzedu nie dostarcza lepszych czynnikéw

i przyjmujemy funkcje liniowa. Jezeli TV > F nalezy zawezié¢ zakres stosowanych stezen. Jesli to nie

pomoze, nalezy zastosowacd funkcje drugiego rzedu.

Stosowana jest takze analiza resztkowa d;

d; =y, —vy; dlai=l..n
yi- obserwacja

¥;- warto$¢ oszacowana z y; krzywej regresji
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Graficzne przedstawienie residuéw w zaleznosci od stezenia x: a)idealny przebieg, model jest
prawidtowy; b)trend liniowy, prawdopodobnie btgd w obliczeniach albo zte zatozenia; c) wzrastajace
wariancje, tj. niehomogenno$¢ wariancji; d) przebieg nieliniowy bedacy rezultatem wyboru

niewtasciwe] funkcji regresiji.

@,

<  Weryfikacja precyzji

Homogennos¢ wariancji

Réwnanie regresji liniowej zaktada staty brak precyzji (odchylenia mierzonych wartosci) wariancji w

catym zakresie.

Brak homogennosci moze prowadzi¢é nie tylko do zmniejszenia precyzji, lecz takie

do zmniejszenia doktadnosci metody poprzez zmiane nachylenia krzywej.

Aby okresli¢ homogennos¢ wariancji nalezy zanalizowac n=10 prébek wzorcowych

w najnizszych (x;) i najwyzszych (x,) stezeniach.

Otrzymuije sig 2n(n=10) pomiardw (y;) z dwadch serii, z ktérych obliczane sg wartosci:y;, yy, s? sz,
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2 _ Z(yij—l_/i)z

Si — (22)
Wariancje obu serii sprawdzane sg pod wzgledem homogennosci przy uzyciem testu F.
S2
TV =2 (23)

2
S1

Wartos¢ TV poréwnujemy z tabelaryczng wartoscig F przy ;=9 f,=9- w stopniach swobody, P=99%,

test dwustronny

Jesli TV > f swiadczy to o znaczacej niehomogennosci wariancji, co zmusza do podjecia nastepujacych

krokéw:
-wyboru wezszego zakresu stezen (dziatanie zalecone)
- uzycie regresji wazonej

-uzycie krzywej wielokrotnego dopasowania.

Outliers (wyniki odbiegajace)

Dane kalibracyjne powinny by¢ pozbawione wartosci odbiegajgcych (outliers). Nietypowe wartosci

sg sprawdzane za pomocg testu F

_ (Na1=2)55 01~ (Na2=2)s5 4z

TV

(24)

532/A2
Wartos$¢ TV jest poréwnywana z tabelaryczng wartoscig f przy fi=1 i f,=na,-2 przy P=99%. Jesli TV< f

mozna z prawdopodobienstwem 1% stwierdzi¢ brak wartosci odbiegajgcych.

Obecnos¢ wartosci odbiegajacej mozna stwierdzi¢ takie przy pomocy testu T poprzez obliczenie
parametrow regresji z wytaczeniem ,podejrzanej” wartosci, obliczenie przedziatu predykcji i

sprawdzenie czy , podejrzana” wartos¢ znajduje sie w tym przedziale.

CI(?A) = },7\,4 +tX Sya2 X |1+ 1 + (x4—%)2

1
Naz inz—N—Az(in)z

1 (xa=%)2
=a2+b2XXAitXSyA2X 1+N_Az+m (25)
boNgp =Tt
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Dla P=95%, f = Ny, — 2, test dwustronny

Zabezpieczenie dolnej granicy

Funkcja kalibracyjna ma zastosowanie dla analiz ilosciowych tylko wtedy, gdy wszystkie
wyniki sg znaczgco rézne od zera. Dlatego bada sie, czy dolna granica jest rozna od zera. W tym celu
nalezy zgodnie z wytycznymi obliczy¢ wartosc¢ x, przy N-2 stopniach swobody uzywajac

jednostronnej wartosci tabelarycznej t

sygnat

stezenie

Wyznaczenie x, z zastosowaniem wartosci pomocniczej y,
Xq = 2CL:(y = Ya) (26)
dlat(f = N — 2,P = 95%, test jednostronny)

xa=2><y“b—_a (27)

gdzie:

< (28)

T (xi—x)?

ya=a+sy><t><\[%+1+
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(a) } (b}

S

sygnat
sygnat

1
1
i
- |
|
1

|

I

|

I

|

|

|

| |
L - L 1
X

x, < Xy

a stezenie a stezenie

Sprawdzenie granicy zakresu X;. a)x,<xy; b)x;>x;.

Jesli x, < x; oznacza to, ze wybrany zakres jest statystycznie uzasadniony. Innymi stowy niski
zakres x,jest znaczgco rézny od stezenia zerowego. Jesli zachodzi sytuacja odwrotna, tzn. gdy x; nie
jest znaczaco rézny od stezenia zerowego analizy, zakres jest uzasadniony tylko dla stezen wiekszych
niz x,. Analize nalezy przeprowadzac powyzej tej wartosci oraz sporzadzi¢ nowg krzywa kalibracyjng z

wyzszym zakresem poczatkowych stezen.

Analizy w bardzo niskich stezeniach

W wiekszosci przypadkéw precyzja wynikdw analizy rosnie wraz ze zmniejszaniem stezenia
substancji analizowanej. Jednak przy bardzo niskich stezeniach (analiza sladéw) moze wystgpic
problem z odrdznieniem sygnatu prébki od préby slepej lub z oznaczeniem ilosciowym z dostateczng

precyzj3.

Jezeli uzyskany wynik analizy nie jest istotnie wiekszy od 0, mozna to interpretowaé na dwa

sposoby:
-prébka nie zawiera analitu (wynik jest rezultatem nieprecyzji metody analitycznej)

-analit znajduje sie w prébce (kolejne analizy dostarczajg Srednig wynikdw- na jej podstawie odrzuca

sie wynik watpliwy).
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Obie mozliwosci mozna okresli¢ statystycznie dla kazdej zmierzonej wartosci. O tym, ktdry rodzaj

btedu wystepuje, decydujg nastepujace kryteria:

-prawdopodobienistwo, ze prdbka nie zawiera analitu, mimo pozytywnego wyniku pomiaru- jest
to btad a

-prawdopodobienistwo, ze probka zawiera analit ale wynik réwny jest 0 (wartos¢ proby Slepej)- btad

B.

Rozklad
wartosci proby
Slepej

Rozklad wartosci
analizy

¢

$

wo

czestotli

0 XMov X

Rozktad préby slepej i wartosci analizy z btedami ai B

W praktyce analitycznej przy danej precyzji mozna okresli¢ trzy charakterystyczne wartosci:

-granica detekcji xp,
-granica wykrywalnosci Xypy

-granica oznaczalnosci x.q

By madc okresli¢ xp, i Xmpy Nalezy najpierw ustali¢ czy dany proces analityczny moze by¢ skalibrowany.
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TAK

czy proces moze byc skalibrowany?

wykonac kalibragje stosujgc dolny zakres

Y

czy zastosowano
metode proby slepej?

NIE

h

NIF

uzyskanie co najmniej

z préby Slepej

6 pomiarow

obliczenie krytycznej wartosci yc
z punktu przedecia osi krzywej
kalibracyjnej 33 34

uzyskanie co najmniej 6 pomiardw
z proby $lepej

v

obliczenie krytycznej wartosci yc z
wartosc proby slepej 31 32

v

decyzjiz6

obliczenie limitu

obliczenie limitu decyzji 37

\

v

obliczenie najmniejszej
wykrywalnej wartosci
XMDV=2*XDL

obliczenie:

-limitu decyzji
-minimalnej wykrywalnej
wartosci
-limitu réwnania, mozliwe
tylko dla szybkiego
pomiaru

¥

obliczenie limitu réwnania, biorgc
pod uwage maksymalng akceptowalng
niepewnos¢ wynikéw 40

obliczenie limitu réwnania,
biorgc pod uwage maksymalng
akceptowalng niepewnosc wynikow

Kryteria wyboru miedzy metoda proby slepej a metoda funkcji kalibracyjne;j.

> Obliczanie granicy detekcji

Obliczong krytyczng wartos¢é y. umieszczamy w rownaniu funkcji kalibracyjnej a rozwigzanie daje

granice detekcji xp,
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Srednia i odchylenie standardowe powinny sie opieraé na co najmniej Ng=6 zmierzonych wartoéciach

uzyskanych w powtarzalnych warunkach.

_ 1 1
AYB = Sp X tf,a N_a+N_b (30)

Dla f=Ng-1 stopni swobody

Ye =Yg +Ayp (31)

Jezeli stosujemy metode linii kalibracyjnej, wartos¢ krytyczna y. jest obliczana jako suma punktu
przeciecia osi, a, i przewidywanego zakresu punktu przeciecia osi Aa.

1 1 X2
Aa:Sthf'a ’N_a+N_c+Q_cc (32)

Ye=a+Aa (33)

Dla f=N¢-2 stopni swobody

+* Obliczanie limitu decyzji metodg préby Slepe;j:

— 1 1 —
YptspXtra |y ty, VB

XpL = b
_SB 1,1
=3 Xtra [yt s (34)

Dla f=Ng-1 stopni swobody

R/

+* Obliczanie limitu decyzji metoda linii kalibracyjnej:

1,1, x2
a+syXtrg ,Na+Nc+Qxx_a (35)

XpL = b

Sy RN S
b X tf,a N, + Ne + Ox (36)

Dla f=N¢-2 stopni swobody

Jest to test jednostronny. Wspodtczynnik t jest zalezny od prawdopodobienstwa akceptowalnego

btedu a oraz ilosci stopni swobody, f
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» Wyznaczenie minimalnej wykrywalnej wartosci.

Oznaczenie ilosciowe przy statym stezeniu jest mozliwe w przypadku, gdy wynik jest réwny

minimalnej wykrywalnej wartosci xvpy. Tylko wtedy jest osiggniety wymagany poziom istotnosci.

) (a) " | (b)
4
4
a2
® - o P
& 2 rozldafi s rozklad
a = wgnosm wartosci
E;r ;})robg' 1 analizv
N slepej :
|
X x |
1,71 !
v ol 1
/1 | \
7]
2z 1} ! !
’ 4 : : 1
- 22 ; -
: XMDV > H - GE— - I X
XpL stezenie Sa-la | Solp
XpL XMDV

Najmniejsza wykrywalna warto$é: a) uzyskana z zastosowaniem funkcji kalibracyjnej skojarzonej z
przedziatem ufnosci; b)uzyskana z zastosowaniem rozktadu wartosci proby $lepej, z zatozeniem, ze s

jest identyczne

Warto$¢ numeryczna granicy wykrywalnosci xypy jest zalezna od wybranych pozioméw istotnosci i

liczby stopni swobody. Jest to rowniez test jednostronny.
Dla rownych poziomoéw istotnosci a i B(a=B):

tg=tp =t
Stad:

Xmpy = 2Xp,

«+ granica wykrywalnosci wyznaczona z zastosowaniem rozktadu wartosci préby Slepej
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S ’ 1 1
Xpmpy = XpL +?thf,ﬁ N_a+ﬂ (37)

Dla f=Ng-1 stopni swobody

R/

«» granica wykrywalnosci wyznaczona z zastosowaniem funkgcji kalibracyjnej

1 1 X2
Xympv = XpL + Sxo th.ﬁ /N_a+N_C+Q_xx (38)

Dla f=N¢-2 stopni swobody

> granica oznaczalnosci

Granica oznaczalnosci jest okreslona przez minimalne stezenie substancji (x), ktére moze byc
zanalizowane przy okreslonej maksymalnej wzglednej nieprecyzji i niepewnosci otrzymanych

wynikow, AXe

Walidacja poszczegdinych etapéw procesu i badanie wptywu matrycy

Waznym jako$ciowym kryterium procesu analitycznego jest mozliwosé zastosowania krzywej do
réznych prébek. Zaktada sie, ze osoba tworzagca nowa metode bada jg na wptyw takich czynnikéw jak
np. wptyw poszczegdlnych etapdw przygotowania prébki lub efekt matrycy. Czynniki te mogg miec
wptyw na zmniejszenie precyzji i/lub zmiane statych systematycznych lub proporcjonalnych
systematycznych odchylen wyniku analitycznego

od wartosci rzeczywistej.

Obliczenie funkcji odzysku pozwala na znalezienie btedu systematycznego

i proporcjonalnego jak rowniez przesledzenie wptywu poszczegdlnych etapow przygotowania probki.

> Btedy systematyczne

®

++ Btledy state.

Dla statych bfeddw systematycznych odchylenie jest niezalezne od stezenia co prowadzi

do rownolegtego przesuniecia krzywej kalibracyjnej.
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sygnat

stezenie

Przedstawienie statego systematycznego odchylenia (2)

++ Btedy proporcjonalne
Dla bteddéw proporcjonalnych zmiana stezenia skutkuje zmiang odchylenia co prowadzi
do zmiany nachylenia krzywej. Co zostato zobrazowane na ryc.1-14

Btagd systematyczny moze byé wykryty metodg wzorca wewnetrznego lub przy pomocy funkcji
odzysku

Stezenie analizowanych skfadnikbw ma wplyw na proporcjonalne btedy systematyczne.

Zwielokrotnione odchylenia od wtasciwych wartosci mogg pojawiac sie wskutek poszczegélnych
etapow procesu lub jako efekt matrycy.

sygnat

stezenie
Proporcjonalne odchylenie systematyczne (2)
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Wynik analizy(x;) jest obliczany na podstawie wartosci sygnatu (y;) i funkcji analitycznej.

» Funkcja odzysku.

Aby okresli¢ wptyw procedury lub modyfikacji prébki analitycznej na wynik analizy, przeprowadza sie

eksperyment odzysku i ustala funkcje odzysku.
Eksperyment jest przeprowadzony w zakresie stezen stosowanych podczas analizy.
Poczatkowo funkcja kalibracyjna okres$lana jest wzorem:

y=a,+b:Xx, (39)

Nastepnie kazdg préobke w okreslonym zakresie stezen nalezy poddac procesowi modyfikacji np.

dodajgc matryce. Wynik analizy x; obliczamy uzywajgc wartosci sygnatu y; przy pomocy funkgcji:

_ Yr~Ac

Xf = be (40)

Jesli wartosci x; odiozone sg na rzednej, a wartosci x. na odcietej otrzymujemy graficzne

przedstawienie funkcji odzysku:

Xf = ar + by X x, (41)

W przypadku braku btedu systematycznego proporcjonalnego i statego otrzymujemy prostg o

wspdtczynniku nachylenia b=1 i wartosci wspdtczynnika przeciecia z osig x a=0

++» Okreslenie precyzji analitycznej.

Precyzje analityczng bada sie poréownujgc odchylenie standardowe metody w funkcji kalibracyjnej z

resztkowym odchyleniem standardowym w funkcji odzysku(wzér nr 42).

TV = (Sy—f)z (42)

SX0¢

Jesli TV >V przy f,=f,=n., i P=99% nalezy odrzuci¢ hipoteze zerowa i przyjac przy zadanym

stopniu istotnosci réznice odchylen standardowych tych dwadch funkgji.
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+» Sprawdzenie pod katem btedéw systematycznych:

Poniewaz w pomiarach zawsze wystepujg przypadkowe btedy, niemozliwe jest uzyskanie idealnych
wartosci a=0, b=1 punktu przeciecia osi i nachylenia krzywej. Aby okresli¢ wystepowanie

systematycznych odchylen, nalezy obliczy¢ przedziaty ufnosci dla a; i b;

Cl(af) = ar T tf,P X Saf (43)

72

1 X
1 =ar+ X O e 44
C (af) af T tf,P Syf Nf + Our ( )
gdzie:
_ |Blxie—(aptbpxxe)]’
Syf _\/ Nf—2 (45)
N¢-ilo$¢ stezen
Przedziat ufnosci dla by:
CI(by) = by %ty p X sp, (46)
trpXs
CI(by) = by + L2221 47
(br) = by % o (47)

(t= wspdtczynnik t-Studenta: f=Ns-2, P=95%)

Jesli przedziat ufnosci CI(ay) nie zawiera wartosci a;=0, staty btad systematyczny wystepuje z 95%
prawdopodobiefstwem. Natomiast jesli przedziat ufnosci CI(bs) nie zawiera wartosci b=1 to

prawdopodobienstwo wystepowania statego systematycznego odchylenia wynosi 95%.
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» zastosowanie funkcji odzysku.

Funkcja odzysku jest stosowana w celu sprawdzania poszczegdlnych etapdw procesu pod katem

proporcjonalnych btedéw systematycznych i wptywu matrycy.
Dla proporcjonalnych btedéw systematycznych moze by¢ okreslony wspdtczynnik odzysku (RR):

RR = by x 100(%) (48)
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