
การตรวจสอบความใช้ได้ของวธิีวดัทางเคมี

Anal tical Method ValidationAnalytical Method Validation
(Single Laboratory Validation)( g y )
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Course outlineCourse outline

• ความสาํคญัของ method validation และนิยามศพัทต์่างๆความสาคญของ method validation และนยามศพทตางๆ

• ทาํไมตอ้งทาํ method validation?
ื่ ไ ่ ้ ํ th d lid ti ?• เมือไหร่ตอ้งทาํ method validation?

• สถิติพื้นฐานที่ใชส้าํหรับ method validation
• Key performance characteristics ที่สาํคญัสาํหรับการ

ทาํ method validation 
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Measurement in ChemistryMeasurement in Chemistry
• การวดัทางเคมีคือการวดัสารที่สนใจที่อยูใ่นตวักลางต่างๆ Chemical analytical 

measurements are about measuring “something” in 
“something”
– ระบุและนบัปริมาณของสิ่งที่เจตนาวดั (Identifying and counting)ุ ( y g g)
– ปริมาณของสารที่จาํเพาะนั้น มีอยูเ่ท่าไหร่ในตวักลางต่างๆ 

How much there is  of a specified substance (chemical element, 
molecular species) in a simple, complex or very complex material 
(water, sediment, soil, blood)

• การวดัคือกระบวนการกระทาํซึ่งมีจุดประสงคเ์พื่อหาปริมาณ 

Measurement is set of operations having the object of determining a valueMeasurement is set of operations having the object of determining a value 
of a quantity

• ผลการที่ไดจ้ากการวดัประกอบดว้ยตวัเลขและหน่วยรวมทั้งค่าความไม่แน่นอน 

Number and its unit including an uncertainty
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Measurement in Chemistry
ISO/IEC 17025 Clause 5.4.2

Measurement in Chemistry

หอ้งปฏิบตัิการตอ้งเลือกใชว้ธิีการทดสอบที่ตีพิมพใ์นมาตรฐานระหวา่งประเทศ 
ระดบัภูมิภาค หรือระดบัประเทศก่อน

M th d bli h d i i t ti l i l ti lMethod published in international, regional or national 
standards shall preferably be used

ISO/IEC 17025 Clause 5.4.4
กรณีที่จาํเป็นตอ้งใชว้ธิีทดสอบซึ่งไม่ครอบคลุมตามวธิีมาตรฐาน วธิีดงักล่าวตอ้ง
ไดร้ับการตรวจสอบความใชไ้ดต้ามความเหมาะสมก่อนนาํไปใช้ไดรบการตรวจสอบความใชไดตามความเหมาะสมกอนนาไปใช

The method developed shall have been validated appropriately 
before use
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Measurement in ChemistryMeasurement in Chemistry
สมมติ

• ผว้เิคราะห์ไดร้ับการฝึกอบรมจนมีความสามารถในการทาํการทดสอบตวัอยา่งทางธรณีวทิยาและผวูเคราะหไดรบการฝกอบรมจนมความสามารถในการทาการทดสอบตวอยางทางธรณวทยาและ

เครื่องมือทุกเครื่องไดร้ับการ calibrated ดว้ยมาตรฐานที่มี metrological 
traceability
ี ํ ป ิ ิ ื่ ื ( f t t)• มีการทาํการทดสอบประสิทธิภาพของเครืองมือ (performance test)

• นกัวเิคราะห์สามารถทาํการทดสอบตวัอยา่งหินไดใ้นการวเิคราะห์ประจาํวนั (routine 
analysis of rock sample)
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Measurement in Chemistry
• แต่ลูกคา้ไดส้่งตวัอยา่งชนิดใหม่ซี่งเป็นวสัดุที่ไดจ้ากโรงงาน recycle (a new material 

Measurement in Chemistry
ู ุ y (

from a mineral recycling plant) เพื่อใหท้าํการทดสอบ โดยลูกคา้ตอ้งการค่า 

trueness สูงๆและกาํหนด LOD (high level of trueness and the 
detection limit)detection limit)

• นกัวเิคราะห์ตอ้งทาํอยา่งไรเพื่อที่จะใหส้ามารถทดสอบตวัอยา่งชนิดใหม่นี้ได้
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Measurement in Chemistry
• จะมีขอ้ผดิพลาดอะไรเกิดขึ้นไดบ้า้ง

Measurement in Chemistry

– สิ่งที่ตอ้งการจะวดัอาจไม่สามารถวดัได ้

What you expected to measure may not be measuring
อาจมีการรบกวนการวดัจากสารตวัอื่นๆ – อาจมการรบกวนการวดจากสารตวอนๆ 

Measurement of the target measurand may be interfered by unknown 
substances

ั ใ ่ ี่ ใ ไ ่ ป็ ิ ้– การวดัในช่วงทีเราสนใจอาจไม่เป็นแบบเชิงเส้น

The response of the measurement may not be linear within the given 
range

่– อาจไม่สามารถหาสารอา้งอิงที่เหมาะสมได ้

The suitable reference material may not be available
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Measurement in Chemistry

• สิ่งที่ตามมาคือ:

Measurement in Chemistry

:
- ไม่สามารถไดผ้ลการวดัที่ตอ้งการเพราะเครื่องมือที่มีไม่เหมาะสมกบัตวัอยา่งใหม่

หรือ

- ไดผ้ลการวดัแต่ไม่ตรงตามสมมติฐานของลูกคา้ 

หรือ

่ ้ ้ - ตอ้งใชว้ธิีการที่ซบัซอ้นมากขึ้น มีค่าใชจ้่ายและใชเ้วลามากขึ้น 

Employ more complicated methodologies, increasing cost and time
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Measurement in Chemistry

• จะตอ้งทาํอยา่งไร?

Measurement in Chemistry

?
– นกัวเิคราะห์ที่มีความสามารถและเครื่องมือไดร้ับการ calibrated เพียงพอที่จะทาํให้

เกิดความเชื่อมัน่ต่อผลการวเิคราะห์ไดห้รือไม่

Are trained and qualified analyst, calibrated and verified 
instrument sufficient contribution to trust on the outcome?
ไดม้ีการตรวจสอบวา่วธิีทดสอบที่ใชใ้หผ้ลการทดสอบที่น่าเชื่อถือหรือ นัน่กค็ือ คณไดท้าํ– ไดมการตรวจสอบวาวธทดสอบทใชใหผลการทดสอบทนาเชอถอหรอ นนกคอ คุณไดทา

การตรวจสอบความใชไ้ดข้องวธิีทดสอบหรือยงั 

check if the method give you results that can be trusted
Denote:

“Method Validation”

9
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DefinitionDefinition
‘Validation is the confirmation by examination and provision y p
of objective evidence that the particular requirements for a 
specific intended use are fulfilled’ 

การตรวจสอบความใชไ้ดค้ือการยนืยนัโดยการตรวจสอบและจดัทาํหลกัฐานที่เป็นรูปธรรมเพื่อ
แสดงวา่กาํหนดพิเศษโดยเฉพาะต่างๆ สาํหรับการใชต้ามที่ตั้งใจไวโ้ดยเฉพาะ สามารถบรรลุผล

ไดค้รบถว้น (ค่มือประกอบการประเมินตาม มอก  17025 2548)ไดครบถวน (คูมอประกอบการประเมนตาม มอก. 17025-2548)

ISO/IEC 17025 clause 5.4.5.1

10



ValidationValidation

Validation ประกอบดว้ยกระบวนการตรวจสอบเพื่อดูวาู่
- วธิีทดสอบที่ใชใ้หผ้ลตอบสนองต่อสารที่ตอ้งการทดสอบอยา่งไร

How your method will respond if you are going to analyze y p y g g y
samples of a certain type

- วธิีทดสอบที่ใชน้ั้นสามารถใหผ้ลการทดสอบที่ค่า trueness, detection limits 

t i t ี่ ้และ uncertainty ตามทีตอ้งการ
If your method is capable to give you results of the request 
level of trueness, detection limits and uncertainty, y

-   ความสมัพนัธ์ของปริมาณสารกบัการตอบสนองของเครื่องมือเป็นแบบเชิงเสน้ 

The linearity of the response of your instrument
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Validation

การตรวจสอบความใชไ้ดข้องวธิีทดสอบจะบอกใหท้ราบวา่วธิีทดสอบจะตอบสนองต่อตวัอยา่ง

Validation

การตรวจสอบความใชไดของวธทดสอบจะบอกใหทราบวาวธทดสอบจะตอบสนองตอตวอยาง
ของเราอยา่งไรภายใตส้ภาวะการทดลองและเครื่องมือที่มีอยู่

Validation tells you how the method you are going to use, under your 
experimental conditions, with your instruments and for your samples will p y y p
respond

่ ้ ็ ็ ่ ่ ่วธิีทดสอบที่เลือกใชน้ั้นไม่จาํเป็นตอ้งเป็นวธิีที่ใหผ้ลการทดสอบที่ดีที่สุดแต่จะตอ้งใหผ้ลการ
ทดสอบที่ตรงตามวตัถุประสงคก์ารใชง้านของลูกคา้

This is not necessarily the best in the world
But it should be fit for the intended purpose of the customer

12
ISO/IEC 17025:2005, Interpretation and suggestions for implementation by Prof. Dr. Ir Peter Bode



DefinitionDefinition

‘Verification is the confirmation by examination andVerification is the confirmation by examination and 
provision of evidence that specified requirements 
have been met’
การทวนสอบความใชไ้ดข้องวธิีเพื่อยนืยนัความเป็นไปตามขอ้กาํหนดที่ระบุไวใ้น

วธิีทดสอบ

ISO/IEC 17025
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Why is Method Validation 
Necessary?  

Importance of analytical measurementp y
– Trading, supporting healthcare, checking the quality of 

products
The cost of carrying out the measurements is high and– The cost of carrying out the measurements is high and 
additional costs arise from decisions made on the basis of 
the results

Th f i l d t f th l ti l h i tThe professional duty of the analytical chemist
– Method validation enables chemists to demonstrate that a 

method is “fit for purpose”
– An analytical result must be sufficiently reliable that any 

decision based on it can be taken with confidence
Most of information required for evaluate uncertainty can

14
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Six Principles of Valid Analytical 
M t (VAM)Measurement (VAM)

• ทาํตามความตอ้งการของลกคา้ (Work to an agreed customer requirement)• ทาตามความตองการของลูกคา (Work to an agreed customer requirement)
• ใชว้ธิีทดสอบที่ไดร้ับการตรวจสอบความใชไ้ดแ้ละใชเ้ครื่องมือที่ผา่นการ calibrated แลว้ 

(Use validated methods and calibrated equipment)
้ ์• ผูว้เิคราะห์มีความสามารถพอเพียง (Staff are qualified and competent)

• มีการเขา้ร่วมการประเมินความสามารถเชิงเทคนิค (Participate in independent 
assessments of technical performance)

• มีระบบประกนัคุณภาพและการควบคุมคุณภาพที่ดี (Use sound quality assurance and 
quality control practices)

• ผลการวดัสามารถเปรียบเทียบไดก้บัผลของแลปอื่นๆ นัน่คือผลการวดัมี metrologicalผลการวดสามารถเปรยบเทยบไดกบผลของแลปอนๆ นนคอผลการวดม metrological 
trace   bility (Ensure comparability with measurements made in other 
laboratories)

15VAM, LGC, UK



Implication of Method Validation

• Documented evidence

Implication of Method Validation

มีการบนัทึกหลกัฐานเป็นเอกสาร

• High degree of assurance
มีการใชก้ารประกนัคุณภาพ

• Specific process
ี ี่ ัมีกระบวนการทีชดัเจน

• Consistently
มีความคงที่มความคงท

• Predetermined specifications
มีขอ้กาํหนดที่ไดร้ะบุไวแ้ลว้

16
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Publications on ValidationPublications on Validation

• IUPAC Technical Report (2002) (International Union of Pure p ( ) (
and Applied Chemistry)

• NATA Technical Note 17 (National Association of Testing 
A th iti )Authorities)

• ICH Guidelines (2005) (International Conference on 
Harmonization) a o at o )

• Joint FAO / WHO Food Standards Programme (Food and 
Agriculture Organization, World Health Organization) 

• USFDA Bioanalytical Method Validation Guidance for 
Industry (2001) (Food and Drug Administration)
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When is Method Validation 
Necessary?

ตอ้งทาํการ validate เมื่อ

- วธิีการทดสอบที่ไม่ใช่วธิีมาตรฐาน (Non-standard methods)ฐ ( )

- วธิีการทดสอบที่หอ้งปฏิบตัิการพฒันาขึ้นเอง (Laboratory-
designed/develop methods)

- การใชว้ธิีมาตรฐานแต่ใชน้อกขอบข่ายที่กาํหนด (Standard methods 
used outside of their intended scope)

ั ป ิ ี- การขยายและดดัแปลงวธิีมาตรฐาน (Amplifications and 
modifications of standard methods)

18
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When is Method Validation 

เมื่อมีการเปลี่ยนแปลงบางอยา่งกบัวธิีการทดสอบที่ไม่ใช่วธิีมาตรฐานที่ไดร้ับการ 

Necessary?
เมอมการเปลยนแปลงบางอยางกบวธการทดสอบทไมใชวธมาตรฐานทไดรบการ 

validated แลว้ (validated non-standard methods):

– ตอ้งทาํการบนัทึกเป็นหลกัฐานตองทาการบนทกเปนหลกฐาน

The influence of such changes should be documented
– อาจตอ้งทาํการ validate ใหม่ตามความเหมาะสม หากพบวา่การเปลี่ยนแปลงส่งผล

กระทบต่อผลการทดลอง

A new validation should be carried out, if appropriate

ISO/IEC 17025 clause 5.4.5.2, Note 3
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When is Method Validation 
N ?

การตรวจสอบความใชไ้ดข้องวธิีจาํเป็นเมื่อมีการขยายขอบข่ายของวธิี 

Necessary?
การตรวจสอบความใชไดของวธจาเปนเมอมการขยายขอบขายของวธ 

(extension of methods) เช่น :
– วเิคราะห์สารตวัใหม่ (New analytes)– วเคราะหสารตวใหม (New analytes)
– วเิคราะห์สารในตวักลางใหม่ (New matrices)

วเิคราะห์สารที่ระดบัความเขม้ขน้ตํ่ามากๆ (Much lower– วเคราะหสารทระดบความเขมขนตามากๆ (Much lower 
concentrations)

– ใชป้ริมาณตวัอยา่งนอ้ยมากๆ (Much smaller test portions)– ใชปรมาณตวอยางนอยมากๆ (Much smaller test portions)
– แลปอื่นๆ นาํวธิีดงักล่าวไปใช ้(Use of the method in other 

labs)
20
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When is Method Validation 
Necessary?

ถึงแมจ้ะมีการเปลี่ยนแปลงวิธีวดัเพียงเลก็นอ้ยกจ็าํเป็นตอ้งทาํการ

ตรวจสอบความใชไ้ดข้องวธิี โดยเริ่มจาก

– ทาํการทวนสอบประสิทธิภาพของวธิี (performance verification)
– เมื่อผลการทาํ performance verification ไม่น่าพอใจ อาจp

จาํเป็นตอ้งทาํการตรวจสอบความใชไ้ดข้องวธิีอีกครั้ง (re-validation)

AOAC/FAO/IAEA/IUPAC

21



When is Method Validation 

้ ี ป ี่ ป ่ ไป ี้  ้ ํ  method validation

Necessary?
ถามการเปลยนแปลงตอไปน ตองทา method validation
- เมื่อมีการเปลี่ยนแปลงสภาวะของวธิี ตอ้งทาํการ re-validate ส่วนที่ไดร้ับผลกระทบ

จากการเปลี่ยนแปลง 

When method conditions are changed, the affected part of 
the method must be re-validate

่ ่ ้ ็- การเปลียนแปลงเครืองมือพื้นฐาน ไม่จาํเป็นตอ้งทาํการ validate ใหม่ 

Replacement of the basic equipment does not require 
validationv d o

- หลงัการเปลี่ยนเครื่องมือหลกัตอ้งทาํ system suitability checks ซึ่งผลที่ไดจ้ะบ่ง
บอกวา่ตอ้งทาํการ re-validation หรือไม่

22Pesticide residues, AOAC/FAO/IAEA/IUPAC



Workshop: When is methodWorkshop: When is method 
validation necessary?

แลป A ไดร้ับการร้องขอใหพ้ฒันาวธิีวเิคราะห์เชิงปริมาณยาฆ่าแมลงที่ตกคา้งใน
ดินดว้ยเทคนิค GC-MS
หมายเหตุ ไม่มีวธิีมาตรฐานที่เหมาะสม

แลป A ต้องทาํการ validate วิธีทดสอบหรือไม่ ทาํไม?

2323



Workshop: When is methodWorkshop: When is method 
validation necessary?

แลป B ไดร้ับตวัอยา่งมะเขือเทศเพื่อวเิคราะห์ยาฆ่าแมลงที่ตกคา้ง แต่แลป

ตดัสินใจจะใชว้ธิีวเิคราะห์เดียวกบัวธิีที่ใชก้บัตวัอยา่งแตงกวา

แลป B ต้องทาํการ validate วิธีทดสอบหรือไม่ ทาํไม?

2424



Workshop: When is methodWorkshop: When is method 
validation necessary?

แลป C ใช้ AOAC method ในการวเิคราะห์หาปริมาณโปรตีนในโยเกิร์ต
หมายเหต วธิีวเิคราะห์ดงักล่าวอยใ่นระหวา่งการทาํ collaborative trialหมายเหตุ วธวเคราะหดงกลาวอยใูนระหวางการทา collaborative trial

แลป C ต้องทาํการ validate วิธีทดสอบหรือไม่ ทาํไม?แลป C ตองทาการ validate วธทดสอบหรอไม ทาไม?

2525



Workshop: When is methodWorkshop: When is method 
validation necessary?

แลป D ไดม้ีการดดัแปลงวธิีวเิคราะห์หาปริมาณสาร organochlorine ที่

ตกคา้งในเนื้อ เพื่อใหเ้หมาะสมกบัเครื่องมือที่มีอยู่ ซึ่งวธิีดงักล่าวไดร้ับการพฒันา

โดยสถาบนัมาตรวทิยาแห่งชาติ

แลป D ต้องทาํการ validate วิธีทดสอบหรือไม่ ทาํไม?

2626



SummarySu a y
เมือ่ไหร่ต้องทาํการ validate/revalidate วธิีทดสอบ?
– วิธีทดสอบที่พัฒนาขึน้มาใหม่ (New method developed for particular problem)
– วิธีที่มีอยู่ เดิมแต่ทาํการปรับปรุงหรือขยายขอบเขต (Established method revised to 

incorporate improvements or extended to a new problem)
– เมื่อผลจากการทาํการควบคมคณภาพแสดงใหเ้ห็นวา่มีการเปลี่ยนแปลงเกิดขึ้น (When quality จ ุ ุ ข  (W e qua ty

control indicates and established method is changing with time)
– วธิีทดสอบนั้นๆ ไดถู้กนาํไปใชใ้นแลปอื่น นกัวเิคราะห์คนอื่นหรือเครื่องมือที่ใชแ้ตกต่างออกไปจากเดิม

(Established method used in a different laboratory, or with different(Established method used in a different laboratory, or with different 
analyst or different instrumentation)

– เพื่อแสดงใหเ้ห็นถึงความเท่าเทียมกนัของวธิีสองวธิี (To demonstrate the equivalence 
between two methods)between two methods)

– มีการเปลี่ยนแปลงเครื่องมือหลกั (Major instruments replaced)
– ใชส้ารมาตรฐานต่าง batch กนั (New batches of standards)

ื่ ํ ิ ี ่ ี่ไ ้ ั ใ ไ้ ้ ใ ้ ี ั้  (Used of validated method

27

– เมอนาวธทดสอบเกาๆทไดรบการตรวจสอบความใชไดมาใชอกครง (Used of validated method 
after out-of use for a long time)



B i St ti ti U d i M th dBasic Statistics Used in Method 
ValidationValidation

สถติขิั้นพืน้ฐานทีใ่ช้ในการทดสอบความใช้ได้ของวธิี

2828



Analytical problems answered by 
t ti tistatistics

• How good is a set of analytical data?How good is a set of analytical data?
• Do the data obtained from the two methods 

equivalent? Is one method more precise than the q p
other?

• All the values in a set of data appear to be consistent pp
except one, should it be included or discarded?

• From data it appears that measurement Y varies with 
factor X, are they linearly related?

29



Statistical Terms
Term Population 

parameter
Sample statistic

p

Mean (ค่าเฉลีย่) μ x

Standard deviation
(ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน) x

n

i
i




 1

2)( 


1

2
1 )(


 

n
is

n

i xx

Variance(ค่าความแปรปรวน) σ 2 s2

Relative standard  s / x

n 1n

deviation (RSD) or 
coefficient of 
variance (CV)



3030Note that the coefficient of variation is RSD expressed as a %



Outliers-single points Grubbs’ test
การทดสอบ outliersการทดสอบ outliers

If data is normally distributed: xx
G

suspect 


-Calculate mean and standard deviation of 
data set (including suspect value)

s
n Gn,0.05

3 1.15
-Calculate G

-Test G against Gn,0.05 from tables

3 1.15

4 1.48

5 1.72

6 1.89

-If G> Gn,0.05 reject suspect point

-If G< Gn 0 05 retain suspect point

7 2.02

8 2.13

9 2.22
n,0.05 p p

10 2.29

12 2.41

14 2.51

16 2 916 2.59



Outliers-single points Grubbs’ test: Example

NaCl in mg/L n=16
112 s

xx
G

suspect 


112112
150
136
117
132

s112
117
120
122
127

Mean,      = 133.38 mg/Lx
132
120
146
139

127
130
132
133

Standard deviation, s = 12.55 mg/L

5512
38.133160

G
133
133
122
130

133 
134
136
139

55.12

12.2G

59.205016 G130
160
143
127

139
143
146 
150

05.0,16

Therefore retain the point!

05.0,16GG 

134 160
p



Confidence IntervalConfidence Interval

• A replicate sample analysis will give a mean value of the p p y g
result

• The confidence interval from analysis of a sample is a range 
within which the true value for the “entire population”  iswithin which the true value for the entire population , , is 
reasonably assumed to be found.

• The relationship to the experimentally determined mean, x, 
with standard deviation, s, is:

n
stx 

- t is the value of the Student’s t-distribution at the desired 
probability (e.g. 95%) and with n-1 degrees of freedom, 

n

3333

obtained from tables



Measurement UncertaintyMeasurement Uncertainty

Non-negative parameter characterizing the dispersionNon-negative parameter characterizing the dispersion 
of the quantity values being attributed to the 
measurand based on the information used.

JCGM 200: 2008 (VIM, 2008)

X

U U

3434



Measurement UncertaintyMeasurement Uncertainty
UNCERTAINTY is a RANGE or ERROR is a DIFFERENCE between 
DISPERSION. 

The “true” value need not be 
known for uncertainty

measured and ‘true’ value.
The ‘true’ value must be known for 
error estimation.

known for uncertainty
It is a measure of ‘accuracy’

Concentration Pb= 8.0 ± 0.5 g/L
Value lies between 7.5 and 8.5 g/L

Error = - 0.3 g/L

“True” value = 8.3 g/L

8.0

3535Uncertainty is 0.5 g/L (95% confidence level)



Degrees of freedom, df

• The number of degrees of freedom is the numberThe number of degrees of freedom is the number 
of variables minus the number of parameters 
calculated from themcalculated from them

• For a set of repeated data points, df = n-1For a set of repeated data points, df  n 1
(the mean is the calculated parameter)

• For straight line graphs , df = n-2
( the slope and intercept are calculated( the slope and intercept are calculated 
parameters)



การทดสอบนัยสําคญั

• การตั้งสมมตฐิาน
– HO: สมมติฐานความไม่ต่างO ฐ
– H1: สมมติฐานความต่าง

• การคาํนวณการทดสอบทางสถติิ
ค่าเฉลี่ย และค่าจาํกดั  t– คาเฉลย และคาจากด , t

– ค่าเฉลี่ย 2 ค่า , t
– ค่าความแปรปรวน 2 ค่า , F

• ํ ่ ิ  ( iti l l )• การกาหนดคาวกฤต (critical value)
– จากตารางและคอมพวิเตอร์
– ความเหมาะสมของ degrees of freedom(องศาอิสระ)

ี่ ื่ ่ ี่– ทีระดบัความเชือมนั ทีเหมาะสม
– การทดสอบแบบ one tail หรือ two tails



การทดสอบนัยสําคญัญ

 ถ้า การทดสอบทางสถติิ > ค่าวกิฤต

 ยอมรับ H1: สมมติฐานความต่าง

 การทดสอบนยัสาํคญั แสดงความต่าง

 ถ้า การทดสอบทางสถติิ < ค่าวกิฤต
 ไ ่ ั   ิ ่ ไมยอมรบ H1: สมมตฐานความตาง

 การทดสอบนยัสาํคญั ไม่แสดงความต่าง

 จําไว้ว่า
 การปฏิเสธความต่าง มิไดห้มายถึงการพิสจนว์า่ การปฏเสธความตาง มไดหมายถงการพสูจนวา

เหมือนกนั



ค่าเฉลีย่ และค่าจํากดั: mean and limit value

• การกาํหนดสมมติฐาน

H
 tailedTwo                       

  

1 





xH
xHo

• การคาํนวณการทดสอบทางสถิติ, t
tailedOne     or     1   xxH

s
nxt )( 



• เปรียบเทียบกบัค่าวกิฤต Student’s t

s

– Degrees of freedom (องศาอิสระ) = n - 1



ค่าความแปรปรวน 2 ค่า: two variances - F-test

 F-test

 การกาํหนดสมมติฐานฐ

tailed Two                         

  
2
2

2
11

2
2

2
1

ssH

ssH
o





tailed One        or    2
2

2
1

2
2

2
11

211

ssssH 

F -statistic

2
2

2
1

s

sF 

ป ี ั ่ ิ

Arrange s1 and s2 so F > 1

เปรียบกบัค่าวกิฤตของ F-test.
- Degrees of freedom (องศาอสิระ), 

numerator - numerator, 1
- denominator, 2



F-critical in Excel:ค่าวกิฤต F

For the 95% confidence interval

• F-critical : “ =FINV(0.05,df1,df2) ” ; give one-tailed to 

For the 95% confidence interval

1 2
answer 

“ is data set 2 more precise than set 1?”

• F-critical: “ =FINV(0.05/2,df1,df2) ” ; give two-tailed to 
answer 

“ is there any difference in precision between data set 1 
and data set 2”



Testing variances: ตวัอย่าง

 A proposed method for measuring chemicalA proposed method for measuring chemical 
oxygen demand was compared with the 
standard method. A sewage effluent sample was sta da d et od. sewage e ue t sa p e was
analyzed 8 times by each method with the 
following resultso ow g esu s

– Standard method: mean = 72, s 3.31 mg/L
– Proposed method: mean = 72, s 1.51 mg/Lp , g
 Is the proposed method more precise?



Testing variances: Answer

 We need to test whether the variance of theWe need to test whether the variance of the 
standard method is significantly greater than 
that of the proposed method.t at o t e p oposed et od.
 H0 is that it is not significantly greater
 H1 is that it is significantly greater1 s s s g c y g e e

F = (3.31)2/(1.51)2 = 4.8
F0 05’ 7 7 = 3.790.05 ,7,7 

 Therefore as F > F-table reject H0 and conclude 
that at the 95% level the proposed method is p p
more precise.



The t-test: Two MeansThe t test: Two Means
• t-test

– ขอ้มล 2 ชด ที่พิจารณาวา่ความแปรปรวนไม่แตกต่างจากการทาํ F-testู ุ test
• Null and alternative hypotheses

  
21

xxH
o



tailed One       or    

tailed Two                        

21211

211

21

xxxxH

xxH
o





t statistic

2
)1()1(

21

2
2

21
2

1





nn

nsnsspooled

t-statistic

2

21

21

11
)(

pooleds
nn

xxt
















Compare with critical value of Student’s t
degrees of freedom = n1 + n2 - 2

44



The t-test: Two Means
t-test

– ขอ้มูล 2 ชุด ที่พิจารณาวา่ความแปรปรวนแตกต่างจากการทาํ F-test
่ ไ ไ ่– ถ้ากรณทีขี้อมูล 2 ชุดไม่ได้มาจากประชากรท ีความแปรปรวนเท่ากนั

(หรือทดสอบความแปรปรวนแล้ว เราปฏิเสธ F-test), ดงันั้นจะต้องใช้
สตรในการคาํนวณ t เป็นดงันี้สูตรในการคานวณ t เปนดงน

Compare with critical value of Student’s t Compare with critical value of Student’s t 

(degrees of freedom),



ตวัอย่างการใช้ t-test (two means)( )

ในการเปรียบเทียบวธิีการวดั  2 วธิีเพื่อหาปริมาณ โบรอน ในพืช ไดผ้ลการวดั

ในหน่วย ppm ดงันี้

ิ ี•วธิี spectrophotometry: 

Mean =28.0 ppm, s=0.3 ppm, n=10pp pp

•วธิี Fluorimetry:

Mean =26.25 ppm, s=0.23 ppm, n=10

• ่ ิ ี ี้ ใ ้ ่ ั ่ ี ั ํ ั ื ไ ่•จงทดสอบวา สองวธีนีใหผ้ลออกมาตางกนอยางมีนยสาํคญหรือไม



ตวัอย่างการใช้ t-test (two means):คาํตอบตวอยางการใช t test (two means):คาตอบ

t-critical
– Degrees of freedom  df = n +n -2 = 10+10-2 =18Degrees of freedom, df  n1+n2 2  10+10 2 18
– t”0.05,18 = 2.1
– Therefore reject H00



Paired-t-test
ใชใ้นกรณีที่เราเปรียบเทียบวธิีการวดั 2 วิธีในการวเิคราะห์ตวัอยา่ง แต่ละวธิี

วดั n ตวัอยา่งที่แตกต่างกนัและไม่ไดม้ีการวิเคราะห์ซํ้ า (ตวัอยา่งต่างกนั)

ใชก้ารทดสอบแบบ paired-t-test โดยมองตรงผลต่างของแต่ละค่า
ที่ไดจ้ากการวิเคราะห์ตวัอยา่งนั้นๆตั้งสมมุติฐานวา่ mean ของผลต่างเท่ากบั 0



ตวัอย่างการใช้ pair -t-test
ทาํการวเิคราะห์ตวัอยา่งนํ้าที่แตกต่างกนั 4 ตวัอยา่งเพื่อหาปริมาณ ไนเตรต 

ไ ้ ั ี้ ่ ิ ี ิ ี ี้ ใ ้ ่ ั ่

ตวอยางการใช pair t test

ไดผ้ลแสดงดงันี จงทดสอบวาวธิีทดสอบ 2วธิีนีใหผ้ลออกมาตางกนัอยาง

มีนยัสาํคญัหรือไม่ที่ระดบัความเชื่อมัน่ 95 %

Method A/ppm Method B/ppm
23 24
116 119
44 39
65 67



Paired t-test: คาํตอบ
Method A/ppm Method B/ppm (A-B)= di /ppm

23 24 -1

116 119 -3

44 39 +5

65 67 2

1) Calculate mean and standard deviation of differences mean 
di bar= 0 25 ppm; s = 3 59 ppm

65 67 -2

di bar= -0.25 ppm; s = 3.59 ppm

2) H0 is that expected mean of the differences is zero. 
Therefore calculateTherefore calculate
t = |-0.25 - 0|√4 / 3.59 = 0.14

3) Test against t0 05” 3 = 3.18.) g 0.05 ,3 
As t-cal < t0.05”,3 accept H0 that there is no difference



Student t in ExcelStudent t in Excel

• “ =TINV(α, df) ” gives the two-tailed
Student t value at df degrees of freedomStudent t value at df degrees of freedom

• “ =TINV(2α, df) ”gives the one-tailed student TINV(2α, df) gives the one tailed student 
t value at df degrees of freedom



Calibration and Regressiong

• Regression analysis describes the relationshipRegression analysis describes the relationship 
between two variables (e.g. concentration and 
response)

• The relationship between the two variables can be p
used to predict future experiments

• Most often done with a technique known as least 
squares regression

5252



Calibration and Regressiong
• Typical calibration curve for dimethoate by LC-MS/MS

– At least 5 standard solutions whose concentrations span 20-At least 5 standard solutions whose concentrations span 20-
120% of expected concentration range

– 2-3 readings for each standard
Concentration 

g/mL
Average Peak 

area

0 001 852
• Estimate

– The concentration of the unknown
Th t d d d i ti

0.001 852

0.005 4152

0.010 8283

0 015 12412– The standard deviation 0.015 12412

0.020 16902

0.025 21000

0 030 245000.030 24500

0.040 33902

0.050 42020

0 060 49023

53

0.060 49023

0.080 67804

0.100 84040



Dimethoate Analysis by LC-MS/MS

90000.0 Slope = 840821.3

60000.0

70000.0

80000.0

ar
ea

p
Intercept = -142.34
R-square = 0.9996

30000.0

40000.0

50000.0

Pe
ak

 a

0.000.0

10000.0

20000.0

0.000.0
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12

Concentration, g/mL
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LinearityLinearity
Pearson correlation coefficient, r

 
  22

ii

)yy()xx(

)yy)(xx(r



   ii )yy()xx( 

1r1 

  2


Coefficient of determination, r2
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Analysis of Variance (ANOVA)y ( )

• ANOVA เป็นเครื่องมือที่ใชใ้นการเปรียบเทียบ ค่า mean ของขอ้มูล 2 ชุดู ุ
ขอ้มูล หรือมากกวา่ เพื่อทดสอบวา่ชุดขอ้มูลเหล่านี้ต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัหรือไม่

• A difference in means can lead to spread in the results 
h bi d d (i d i )of the combined data (increased variance)

• Two possible sources of variation:
R d t bilit f t– Random error or repeatability of measurement

– Variation due to the factor

5656



Analysis of Variance (ANOVA)Analysis of Variance (ANOVA)

• Factor (ปัจจยั): quantity that is being investigatedacto ( ): qua t ty t at s be g vest gated
• Effect (ผลกระทบ): how much the measurand changes as 

the factor is varied
• One-way ANOVA: instances of the factor are varied 

with replicate results for each instancep
• Between factors: includes the measurement variance 

as well as differences between the instances of the 
factor

• Within factors: estimates measurement variance

5757



Analysis of Variance (ANOVA)y

• ANOVA allows us to obtain a probability of findingANOVA allows us to obtain a probability of finding 
the observed data given that there is no effect of a 
particular influence factor, i.e. observed variance 
arises from random effects (null hypothesis)

• Compare the between and within factor variances
• Expectation that between factor variance > within 

factor variance (i.e. the probability is one-tailed) 

5858



Excel ANOVA Outputp
Anova: Single Factor

SUMMARY
Groups Count Sum Average Variance

Row 1 2 0.93 0.465 5E-05
Row 2 2 0.98 0.49 0.0008
Row 3 2 0.95 0.475 5E-05Row 3 2 0.95 0.475 5E 05
Row 4 2 0.98 0.49 0.0002
Row 5 2 0.99 0.495 5E-05
Row 6 2 1 0.5 0.0002
Row 7 2 1.02 0.51 0.0002
Row 8 2 0 97 0 485 5E 05Row 8 2 0.97 0.485 5E-05
Row 9 2 0.98 0.49 0.0002
Row 10 2 1.01 0.505 0.00125

ANOVAANOVA
Source of Variation SS df MS F P-value F crit

Between Groups 0.003245 9 0.000361 1.182149 0.396424 3.020382
Within Groups 0.00305 10 0.000305

5959

Total 0.006295 19



Horwitz EquationHorwitz Equation

• This equation was defined by Horwitz et al from a practical q y p
consideration of a number of collaborative studies done by 
AOAC over many years.

• Reproducibility, CVRReproducibility, CVR

)Clog5.01(
R 2CV 

• Repeatability CV

1505.0
R C2CV 

• Repeatability, CVr 

)Clog5.01(
r 266.0CV 

60C = concentration of analyte in term of decimal fraction



Horwitz Equation

Horwitz noted that values for RSD (the repeatability

Horwitz Equation

Horwitz noted that values for RSDr (the repeatability 
CV) were usually between half and two-thirds that of 
RSDR. For this reason, repeatability acceptabilities 
are proposed as the Horwitz values for RSDR x 0.67.

61



Horwitz RatioHorwitz Ratio
Acceptance criteria

• HorRat = Horwitz Ratio =
ectedexp

obs
RSD

RSD

ectedexpRSD

Reference HORRAT

AOAC 2AOAC

Codex, EU 2

2

62



Key Performance Characteristics for 
Method Validation

• Confirmation of identityConfirmation of identity
• Specificity/Selectivity
• Linearity and working range
• Sensitivity
• Accuracy
• Precision
• Limit of detection (LOD)

Li it f tit ti (LOQ)• Limit of quantitation (LOQ)
• Ruggedness and Robustness
• Measurement Uncertainty

63

Measurement Uncertainty
• Metrological Traceability



Validation Parameters for Specific 
Tasks

Key Major Major Traces- Traces-
performance 
characteristic

compounds-
quantitative

compounds 
and traces-
quantitative

qualitative quantitative

LOD
LOQ
Linearity

N
N
Y

N
Y
Y

Y
N
N

N
Y
YLinearity

Range
Precision

Y
Y
Y

Y
Y
Y

N
N
N

Y
N
Y

Accuracy
Specificity
Ruggedness

Y
Y
Y

Y
Y
Y

N
Y
N

Y
Y
Y

64
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From: Validation and Qualification in Analytical Laboratories by Ludwig Huber



Confirmation of IdentityConfirmation of Identity

Confirmation is an analytical process where  a y p
measurement is performed by more than one
technique, to confirm the presence of an analyte

การทดสอบเพื่อแสดงใหเ้ห็นวา่สารที่เราสนใจถกูตรวจพบไดด้ว้ยวธิีทดสอบที่เรา

ใชอ้ย ่โดยทัว่ไปจะใชเ้ทคนิคการทดสอบมากกวา่ 1 เทคนิคเพื่อยนืยนัใชอย ูโดยทวไปจะใชเทคนคการทดสอบมากกวา 1 เทคนคเพอยนยน

That the entity you are observing and measuring some 
quantity is what you think it is!
-Speciation
-Interferences and impurities
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Specificity/Selectivity
ํความจําเพาะเจาะจง

• Specific: a method that produces a response for a target analyte only
• Selective: a method that provides responses for a number of chemical 

entities that may or may not be distinguished from each other
- The ability to measure accurately an analyte in the presence of 

interferences (USP)
- วิเคราะห์ตัวอย่างชนิดเดียวกันในตวักลางแต่ละตวักลางที่สงสัยว่าอาจรบกวนการวิเคราะห์ เลือกอย่างน้อย 5 

ตวักลาง (Analyze at least five independent sources of control matrix to 
assess interference effects)assess interference effects)
ความสามารถของวธิีวิเคราะห์ที่สามารถตรวจวเิคราะห์ analytesไดอ้ยา่งถกูตอ้ง และสามารถแยกความ
เฉพาะเจาะจงสาํหรับสารที่สนใจออกจากสารปนเปื้อนอื่นในตวัอยา่ง ภายใตส้ภาวะการทดลองที่ระบุไว้

How to improve selectivityHow to improve selectivity
- Good sample preparation
- Selective instrument e.g. mass spectrometer vs. UV spectrometer

66



Confirmation of Identity and 
Selectivity/Specificity

วธิีตรวจสอบวธตรวจสอบ

– วเิคราะห์ตวัอยา่งและสารอา้งอิงดว้ยวธิีที่กาํลงัทาํการตรวจสอบความใชไ้ด้ และวธิีอื่นเพื่อ

เปรียบเทียบผลจากทั้งสองวธิี

Analyze samples and reference materials by candidate and other 
independent methods
ิ ์ ั ่ ี่ ใ่ ั ่ ี่ ั ่ ิ ี่ ใ ไ ้– วเคราะหตวอยางทีอยใูนตวกลางตางๆ ทีสงสยวาอาจเกดการรบกวนสารทีเราสนใจได ้

Analyze samples containing various suspected interferences in the 
presence of the analyte of interest
้ ้ ้ ้ ่– ถา้พบการรบกวนทั้งในขึ้นตอนการตรวจวดัดว้ยเครืองมือและการหาปริมาณ อาจ

จาํเป็นตอ้งทาํการพฒันาวธิีทดสอบเพิม่เติม 

If detection or quantification is inhibited by the interferences further

67

If detection or quantification is inhibited by the interferences, further 
method development will be required
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Linearity and Working Range

Wh t i th hi h th lib ti d lWhat is the range over which the calibration model 
holds?

• Working or measuring range is the set if values of measurands for which 
the error of a measuring instrument is intended to lie within specified limits 

(Eurachem Glossary A18)
Li i b i f th f l ti l t ti• Linear range is by inference the range of analytical concentrations over 
which the method gives test results proportional to the concentration of the 
analyte 

(Eurachem Glossary A12)

ช่วงการใชง้านที่ครอบคลุมช่วงความเขม้ขน้ที่สนใจ โดยมีระดบัความเที่ยง (precision) ความแม่น 
(accuracy) และความเป็นเชิงเส้น (linearity) ตามที่กาํหนดในวธิีทดสอบ โดยทัว่ไป lower level คือค่า 
LOD หรือ LOQ ส่วนค่า upper level ขึ้นอยก่บัเครื่องมือวา่จะสามารถตอบสนองต่อสารที่สนใจไดด้ีมาก
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LOD หรอ LOQ สวนคา upper level ขนอยกูบเครองมอวาจะสามารถตอบสนองตอสารทสนใจไดดมาก
นอ้ยเพียงใด



Linearity and Working Range
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Linearity and Working Range
1. เตรียมสารละลายมาตรฐานอยา่งนอ้ย 6 ความเขม้ขน้และแบลงค์ วดัค่าที่แต่ละ

ความเขม้ขน้ 1 ครั้ง

Blank plus RMs or fortified sample blanks at various 
concentrations (at least 6 conc. Plus blank), single 
measurement at each concentrationmeasurement at each concentration

- พลอตกราฟระหวา่งที่การตอบสนองที่อ่านไดเ้ทียบกบัความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน 

- การเตรียมสารมาตรฐานความเขม้ขน้ต่างๆ ใหเ้ตรียมแต่ละขวดแยกกนัเป็นอิสระฐ ๆ

คือไม่แนะนาํใหท้าํการเจือจางแบบ serial dilution จาก stock solution ขวดเดียวกนั
Different concentrations should be prepared 
independently, and not from aliquots of the same master 
solution
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Linearity and Working Range
2. เตรียม RMs หรือ fortified sample blank ที่ความเขม้ขน้ต่างกนัอยา่งนอ้ย 6 ความเขม้ขน้ที่อยูใ่นช่วงที่

มีความเป็นเชิงเส้น ทาํการวดัค่า 3 ซํ้ าที่แต่ละความเขม้ขน้

at least 6 different concentrations within the linear range, 3 replicate 
measurements at each conc.
- พลอตกราฟระหวา่งที่การตอบสนองที่อ่านไดเ้ทียบกบัความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน 

- คาํนวณ ค่า regression coefficient 
- คาํนวณและพลอตค่า residues ของแต่ละความเขม้ขน้ 

ก รกร จ ยข งค่  residual เป็นแบบส่มร บๆ เสน้ตรง เป็นก รยนืยนัคว มเป็นเชิงเส้นข ง calibration- การกระจายของคา residual เปนแบบสุมรอบๆ เสนตรง เปนการยนยนความเปนเชงเสนของ calibration 
curve แต่หากการกระจายเป็นแบบแนวโนว้อยา่งใดอยา่งหนึ่งเป็นการแสดงใหเ้ห็นถึงความเบี่ยงเบนจาก
ความสมัพนัธ์เชิงเส้น 

R d di t ib ti f id l b t th t i ht li fi li itRandom distribution  of residual about the straight line confirms linearity. 
Systematic trends indicate non-linearity
- ถา้หากจาํเป็นตอ้งพลอตกราฟแบบไม่เป็นเชิงเส้น ไม่แนะนาํใหใ้ชฟ้ังกช์นัที่สูงกวา่ quadratic function 
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If non-linear curve is necessary, functions higher than quadratic are not 
advised



SensitivitySensitivity

The change in the response of a measuring instrumentThe change in the response of a measuring instrument 
divided by the corresponding change in the stimulus
ความไว คือการเปลี่ยนแปลงของผลการตอบสนองของเครื่องมือวดัหารดว้ยการเปลี่ยนแปลงความไว คอการเปลยนแปลงของผลการตอบสนองของเครองมอวดหารดวยการเปลยนแปลง

ของสิ่งเร้าที่สมนยักนั เป็นความสามารถในการแยกความแตกต่างของปริมาณ analyte

No specification for sensitivity, consider the uncertainty of a result
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AccuracyAccuracy
Do we get the right answer?

Accuracy is the quality of the result in terms of “Trueness” and “ Precision” 
in relation to the requirements of its use

ความแม่นเป็นค่าแสดงความใกลเ้คียงระหวา่งผลการทดสอบและค่าอา้งอิงที่ยอมรับ

Trueness is the closeness of agreement between the average value obtained 
f l t f t t lt d t d f lfrom a large set of test results and accepted reference value

ค่าที่แทจ้ริงคือความใกลเ้คียงระหวา่งค่าเฉลี่ยของผลการทดลองที่ไดจ้ากหลายชุดกบั

ค่าอา้งอิงที่ยอมรับคาอางองทยอมรบ

Bias is the different between the expectation of the test results and an 
accepted reference value

ี่ ื ่ ่ ่ ี่ ่ ไ ้ ั ่
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ความเบียงเบนคือความแตกต่างระหวา่งค่าทีคาดวา่จะไดจ้ากการทดสอบกบัค่า

อา้งอิงที่ยอมรับ



Accuracy and Truenessy

1. วเิคราะห์ reagent blank และสารอา้งอิงมาตรฐานดว้ยวธิีทดสอบที่ตอ้งการตรวจสอบ
้ ้ความใชไ้ด ้(candidate method)

- วเิคราะห์ 10 ซํ้ า

- คาํนวณค่าเฉลี่ยของแบลงคแ์ลว้นาํไปหกัลบออกจากค่าเฉลี่ยที่ไดจ้ากการวดัสารอา้งอิงคานวณคาเฉลยของแบลงคแลวนาไปหกลบออกจากคาเฉลยทไดจากการวดสารอางอง
มาตรฐาน 

- เปรียบเทียบค่าที่ไดห้ลงัจากแกค้่าแบลงคแ์ลว้กบัค่าที่เป็นค่าอา้งอิงของสารอา้งอิง

มาตรฐาน จ ทาํใหท้ราบค่า method biasมาตรฐาน จะทาใหทราบคา method bias 

“Method’s Bias”
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Accuracy and Trueness
2. วเิคราะห์ reagent blank และ สารอา้งอิงมาตรฐานดว้ยวธิีทดสอบที่ตอ้งการทาํการ

Accuracy and Trueness
g ฐ

ตรวจสอบความใชไ้ดข้องวธิีและวธิีอื่นๆ ซึ่งอาจเป็นวธิีปฐมภูมิ 

Analyze reagent blank and RM using candidate and independent method 
preferably primary methodpreferably primary method

- วเิคราะห์ 10 ซํ้ า

- คาํนวณค่าเฉลี่ยของแบลงคแ์ลว้นาํไปหกัลบออกจากค่าเฉลี่ยที่ไดจ้ากการคานวณคาเฉลยของแบลงคแลวนาไปหกลบออกจากคาเฉลยทไดจากการ

วดัสารอา้งอิงมาตรฐาน 

- เปรียบเทียบค่าการวดัที่ไดจ้ากวธิีทั้งสองจะทาํใหท้ราบค่า method  et od
bias เทียบกบัวธิีปฐมภมูิ
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RecoveryRecovery
The fraction of analyte added to a test sample (fortified or 

ik d l ) i l i h f ifi d d f ifi dspiked sample) prior to analysis, the unfortified and fortified 
samples, percentage recover (%R) is calculated as follows:

% Recovery = (C1-C2)x100/C3

C = concentration determined in fortified sampleC1= concentration determined in fortified sample
C2 = concentration determined in unfortified sample
C3 = concentration of fortification

วเิคราะห์ matrix blank, CRM หรือตวัอยา่งที่ fortified ดว้ยสารที่สนใจที่ระดบั
ความเขม้ขน้ต่างๆ (ตํ่า กลาง และ สูง) ที่แต่ละความเขม้ขน้ใหท้าํการวดัซํ้ า 6 ครั้ง แลว้คาํนวณ
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ค่า recovery จากสมการ



RecoveryRecovery
Analyte % Analyte ratio Unit Mean recovery 

(%)(%)
100 1 100% 98-102
10 0.1 10% 98-102
1 0.01 1% 97-103
0.1 0.001 0.1% 95-105
0 01 0 0001 100 ppm 90 1070.01 0.0001 100 ppm 90-107
0.001 0.00001 10 ppm 80-110
0.0001 0.000001 1 ppm 80-110
0.00001 0.0000001 100 ppb 80-110
0.000001 0.00000001 10 ppb 60-115
0 0000001 0 000000001 1ppb 40 120
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0.0000001 0.000000001 1ppb 40-120

AOAC manual for the Peer-Verified Methods Program (November 1993)



Precision and Reproducibility
Can we reproduce the result?

R bili

Precision and Reproducibility

• Repeatability: 
– แลปเดียวกนั ผูว้ิเคราะห์คนเดียวกนั เครื่องมือเดียวกนั และทาํการทดสอบภายในวนัเดียวกนัหรือเป็นการ

ทดลองซํ้ าภายในช่วงเวลาสั้นๆ

Same lab, same analyst, same instrument, relative short time span
– วเิคราะห์ตวัอยา่งในตวักลางต่างๆกนัอยา่งนอ้ย 3 ตวักลาง ตวักลางละ 6 การทดสอบ และในช่วงความเขม้ขน้ 

2-3 ช่วงความเขม้ขน้ แลว้คาํนวณค่า RSD (ICH)
At l t 6 d t i ti f 3 diff t t i t 2 3 diff tAt least 6 determinations of 3 different matrices at 2 or 3 different 

concentrations the calculate the RSD (ICH)
– ทาํการวิเคราะห์ซํ้ า 9 ซํ้าใหค้รอบคลุมทั้งช่วงความเขม้ขน้ เช่น แบ่งเป็น 3 ช่วงความเขม้ขน้ ๆ ละ 3 ซํ้ า

(ICH)( )
At least 9 replicates covering the complete specified range e.g. 3 

concentrations with 3 injections at each concentration (ICH)
– ทาํการทดสอบ 10 ซํ้ า โดยค่า RSD ที่ไดค้วรนอ้ยกวา่1%  (US EPA)
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At least 10 injections with RSD <1% (US EPA)



Repeatability LimitRepeatability Limit

• 95% confidence interval on the difference95% confidence interval on the difference 
between duplicate results measured under 
repeatability conditionsrepeatability conditions

rr ssr 8.222 



Precision and Reproducibility

Analyte % Analyte Ratio Unit RSD (%)

Precision and Reproducibility

Analyte % Analyte Ratio Unit RSD (%)
100 1 100% 1.3
10 10-1 10% 1.8
1 10 2 1% 2 71 10-2 1% 2.7

0.1 10-3 0.1% 3.7
0.01 10-4 100 ppm 5.3
0.001 10-5 10 ppm 7.3
0.0001 10-6 1 ppm 11
0.00001 10-7 100 ppb 1510 pp
0.000001 10-8 10 ppb 21

0.0000001 10-9 1 ppb 30

80AOAC manual for the Peer-Verified Methods Program (November 1993)

Expected %             calculated from Horwitz’s equation = 0.66x2 (1-0.5logC)
rRSD



Precision and Reproducibility

• Intermediate precision (ICH)

Precision and Reproducibility

Intermediate precision (ICH)
– The long term variability of the measurement process
– Comparing the results of a method run within a single lab p g g

over a number of weeks
เปรียบเทียบผลที่ไดจ้ากวธิีทดสอบในช่วงเวลาที่นานขึ้น เช่นหลายๆ สปัดาห์

81



Precision and Reproducibility
• ค่า intermediate precision อาจสะทอ้นใหเ้ห็นความขดัแยง้ของผลการ

่

Precision and Reproducibility
p

วดั เมื่อผลการวดัไดม้าจาก 
– เปลี่ยนผูท้ดสอบ 

different operatorsdifferent operators 
– เปลี่ยนขั้นตอนบางอยา่ง 

inconsistency working practice of the same operator
ป ี่ ื่ ื– เปลียนเครืองมือ

different instruments
– เปลี่ยนแหล่งของสารเคมีหรืออุปกรณ์บางชนิด 

chemicals from different suppliers, columns from different 
batches
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Precision and Reproducibility
• Reproducibility (ICH)

Precision and Reproducibility
p y ( )

- Precision obtained from different labs, different analysts, 
different operational and environmental conditions

Analyzing aliquots from homogeneous lots- Analyzing aliquots from homogeneous lots 

แสดงความแปรปรวนของผลการทดสอบเมื่อเปลี่ยนผูท้ดสอบ เปลี่ยนเครื่องมือและต่าง
่ ้หอ้งปฏิบตัิการ โดยการทดสอบตวัอยา่งที่มีความเป็นเนื้อเดียวกนั

“Inter-laboratory tests”Inter-laboratory tests
Reproducibility Limit

ssR 8222
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RR ssR 8.222 



Precision and Reproducibility

Repeatability Intermediate Reproducibility

Precision and Reproducibility

Repeatability Intermediate 
Precision

Reproducibility

Instrument same different different

Batches of accessories e.g. columns same different different

Analyst same different different

Sample matrices same different differentSample matrices same different different

Concentration same different different

Batches of material e.g. reagents Same different differentBatches of material e.g. reagents Same different different

Environmental conditions Same different different

Laboratory same same different
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Limit of Detection (LOD)

What is the smallest concentration that can be detected?

• ระดบัความเขม้ขน้ที่ตํ่าที่สุดที่สามารถใหส้ญัญาณที่แตกต่างจากศูนยด์ว้ยระดบัความเชื่อมัน่ที่

ระบ ระบุ 

The smallest amount or concentration of an analyte that can be reliably 
distinguished from zero with a specified level of confidence

่ ่ ่ ่• ระดบัความเขม้ขน้ตํ่าสุดที่สามารถวดัไดด้ว้ยวธิีที่กาํลงัทาํการตรวจสอบความใชไ้ด้ ซึ่งระดบั
ความเขม้ขน้ดงักล่าวตอ้งมากกวา่ค่าความไม่แน่นอนที่ประเมินได ้

The lowest value measured by a method that is greater than the y g
uncertainty associated with it (NATA technical Note 17, 2006)

• ส่วนใหญ่ขีดจาํกดัการตรวจวดัคือระดบัความเขม้ขน้ที่ใหส้ญัญาณเป็น 3 เท่าของค่าเบี่ยงเบน

มาตรฐาน (standard deviation) ของแบลงค ์เมื่อทาํการวเิคราะห์ตวัอยา่งแบลงค์ 10 
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ตวัอยา่งหรือมากกวา่



การหาขีดจาํกดัการตรวจวดั

Limit of Detection (LOD)
การหาขดจากดการตรวจวด

1. เตรียมตวัอยา่งแบลงค ์(sample blank) 10 ขวด วดัค่าความเขม้ขน้ขวดละ 1 ครั้ง
จากนั้นคาํนวณค่าความเขม้ขน้เฉลี่ย (mean) และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของความเขม้ขน้

t d d d i ti(standard deviation)

LOD = mean of sample blank value +3s 
หรือ 2. เตรียมตวัอยา่งแบลงค์ (sample blank)ที่ fortified ดว้ยสารที่ตอ้งการวดัที่ความ

เขม้ขน้ตํ่าๆ(lowest acceptable concentration) 10 ขวด วดัค่าขวดละ 1 ครั้ง
จากนั้นคาํนวณค่าเฉลี่ย (mean) และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation) ของ

ความเขม้ขน้ที่ fortified ลงไป
LOD = 0+3s 
หรือ 3. เตรียมตวัอยา่งแบลงค์ (sample blank)ที่ fortified ดว้ยสารที่ตอ้งการวดัที่ความ

เขม้ขน้ตํ่าๆ(lowest acceptable concentration) 10 ขวด วดัค่าขวดละ 1 ครั้งๆ( p )
จากนั้นคาํนวณค่าเฉลี่ย (mean) และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation) ของ

ความเขม้ขน้ที่ fortified ลงไป
LOD = mean of sample blank value +4 65s (derives from hypothesis testing)
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LOD  mean of sample blank value +4.65s (derives from hypothesis testing)

(Eurachem Guide page 17-18)



Limit of Detection (LOD)

• LOD determined from calibration curveLOD determined from calibration curve
– is the standard error of the regression

is the slope of the linear calibration
xys /

b– is the slope of the linear calibration b
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Limit of Detection (LOD) for Qualitative 
MeasurementMeasurement

ขดีจาํกดัการตรวจวดัของการวเิคราะห์เชิงคุณภาพ

• วเิคราะห์ตวัอยา่งแบลงคท์ี่ spiked ดว้ยสารที่ตอ้งการวดัที่ระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ กนั 

Sample blanks spiked with the analyte at a range of 
concentration levelsconcentration levels

• วดัค่าของตวัอยา่งแบลงคท์ี่ spiked 10 ซํ้ า ที่แต่ละความเขม้ขน้

Measure 10 independent replicates at each concentration levelp p
• คาํนวณเปอร์เซนตท์ี่ตรวจพบ (% positive) หรือเปอร์เซนตท์ี่ตรวจไม่พบ (% negative) 

ที่แต่ละความเขม้ขน้

้ ี ้ ้ ่ ี่ ใ ้ ไ ่ ่ ื่ ื• จากนนัหาขีดจาํกดัความเขม้ขน้ตาํสุดทีผลการวดัใหค้วามไม่น่าเชือถือ

determine, by inspection, the threshold concentration at which 
the test becomes unreliable

88

the test becomes unreliable 



Limit of Detection (LOD) for Qualitative 

Spiked conc, mg/kg No. of replicates Positive/negative 

Measurement

results

200 10 10/0200 10 10/0

100 10 10/0

80 10 8/2

60 10 5/560 10 5/5

If the criteria is 100% positive: cut-off  (threshold) is 100 mg/kg =LOD
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Limit of Quantitation (LOQ)

What is the smallest concentration that can be measured with a 
given measurement uncertainty?

่ ่ ่• ความเขม้ขน้ตํ่าสุดที่หาปริมาณไดม้ีค่า trueness และ repeatability ที่ยอมรับได ้

The lowest concentration of analyte that can be determined 
with an acceptable level of repeatability precision and truenesswith an acceptable level of repeatability precision and trueness

(Eurachem Guide)

• ความเขม้ขน้ของสารที่สนใจที่สามารถหาปริมาณไดด้ว้ยระดบัความไม่แน่นอนที่ยอมรับได ้

The concentration of analytes that can be determined with an 
acceptable uncertainty 

(NATA technical Note 17)
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(NATA technical Note 17)



Limit of Quantitation (LOQ)
การหาขีดจาํกดัการหาปริมาณ

1. เตรียมตวัอยา่งแบลงค ์(sample blank) 10 ขวด วดัค่าความเขม้ขน้ขวดละ 1 ครั้ง
จากนั้นคาํนวณค่าความเขม้ขน้เฉลี่ย (mean) และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของความเขม้ขน้จากนนคานวณคาความเขมขนเฉลย (mean) และคาเบยงเบนมาตรฐานของความเขมขน
(standard deviation)

LOQ = mean sample blank value +5s (or 6s or 10s) 
2 ี ั ่ ์ ี่ f tifi d ้ ี่ ใ ี่ ั ้ ้ ่ ั ี่2. เตรียมตวอยางแบลงคที fortified ดว้ยสารทีสนใจทีระดบความเขม้ขน้ตางๆกน ที

ใกลเ้คียงค่า LOD ระดบัความเขม้ขน้ละ10 ขวดแลว้วดัค่าความเขม้ขน้ทั้ง 10 ขวดๆ ละ 
1 ครั้ง

่ ่ ่คาํนวณ standard deviation ที่แต่ละความเขม้ขน้ ความเขม้ขน้ตํ่าสุดที่สามารถ
หาปริมาณไดแ้ละมีค่าความไม่แน่นอนที่ยอมรับไดค้ือค่า LOQ 

LOQ =  the lowest analyte conc. which can be 
determined with acceptable uncertainty

(E h G id 19)
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Robustness/Ruggedness

When there are small changes in conditions do we get 
the same answers?
Robustness of an analytical procedure is a measure of its 
capability to remain unaffected by small but deliberatecapability to remain unaffected by small, but deliberate 
variations in method parameters and provided an indication of 
its reliability during normal usage 

(Eurachem Glossary A25.2)

ความคงทนของวธิีวเิคราะห์ เป็นตวัชี้ใหเ้ห็นถึงประสิทธิภาพของวธิีวเิคราะห์วา่ยงัคงน่าเชื่อถือ 

แมว้า่จะมีการจงใจเปลี่ยนแปลงตวัแปรบางอยา่งในวธิีวเิคราะห์ 
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Robustness/Ruggedness

• Ruggedness testing is an inter-laboratory study to study the gg g y y y
behavior of an analytical process, when small changes are 
made   in the environmental and/or operating conditions are 
made, akin to likely to arise in different test environments, y

• Effects of minor changes

ป็ ป ิ ิ ิ ี ิ ์ ี่ ั ใ ้ ิ ์ ื ิ ้ ่ ี ป ี่ ป• เป็นประสิทธิภาพของวธิีวเิคราะห์ทียงัใหผ้ลการวเิคราะห์เหมือนเดิม แมว้าจะมีการเปลียนแปลง

เลก็นอ้ยของสภาวะแวดลอ้มที่เกิดขึ้น

(Eurachem Glossary A25.1)

93



Robustness/Ruggedness

• ระบตวัแปรที่อาจมีผลกระทบต่อประสิทธิภาพของวธิีทดสอบระบุตวแปรทอาจมผลกระทบตอประสทธภาพของวธทดสอบ

• ทาํการศึกษาผลของตวัแปร โดยการวเิคราะห์ RMs หรือ CRMs

ป ิ ั ป ่• ประเมินผลกระทบของตวัแปรต่างๆ 

• ปรับปรุงวธิีวเิคราะห์เพื่อลดผลกระทบหรือมีระบบควบคุมคุณภาพที่

เหมาะสม



Robustness/Ruggedness

• ปัจจยัจากผูท้าํการทดสอบ Human factors
ป ส ์ ฝึ– ประสบการณ การฝกอบรม

Control via education and on the job training
• ปัจจยัทางเทคนิค Technical factors

– ความคงตวัของสารเคมี 

Stability of analytical solutions
– การเตรียมตวัอยา่งการเตรยมตวอยาง

Sample preparation
– ผลจากการเปลี่ยนแปลงค่า pH อุณหภูมิ และอตัรการไหล เป็นตน้ 

I fl f i i f H flInfluence of variation of pH, temperature, flow rate, etc
• ปัจจยัทางสิ่งแวดลอ้ม Environmental factors

– อุณหภูมิ ความดนั ความชื้น สารรบกวนต่างๆ
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 Temperature, pressure, humidity, pollution, contamination



T h i d f d i

Robustness/Ruggedness
Techniques used for ruggedness testing
– Significance testing, F-test

• Are the sets of data significantly different?

– Factorial design เหมาะสาํหรับใชศ้ึกษาตวัแปรที่มีไม่เกิน 5 ตวัแปรและสามารถบ่งบอก
ถึงผลกระทบซึ่งกนัและกนัของตวัแปร 

• Allow investigation of the interaction of variables
M i l h i bl l h 5• More economical when variables are less than 5

– Plackett-Burman method design สามารถวดัผลกระทบจากแต่ละตวัแปรใหอ้ยูใ่นรูป
ตวัเลขได ้โดยสมมติวา่ไม่มีผลกร ทบซึ่งกนัแล กนัของตวัแปรตวเลขได โดยสมมตวาไมมผลกระทบซงกนและกนของตวแปร

• Assumes interaction effects are negligible 
• Calculate the effect of each factor on a measurable quantity

– Youden-Steiner testing สามารถวดัผลกระทบจากแต่ละตวัแปรใหอ้ยูใ่นรูปตวัเลขได ้
โดยสมมติวา่ไม่มีผลกระทบซึ่งกนัและกนัของตวัแปร
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โดยสมมตวาไมมผลกระทบซงกนและกนของตวแปร
• Assumes interaction effects are negligible 
• Calculate the effect of each factor on a measurable quantity



Factorial Design of ExperimentsFactorial Design of Experiments

Factorial design is an experiment design in which every level g p g y
of each variable is paired with every level of each other 
variable

Number of 
factors (k)

Number of 
runs =2k

2 4

3 8

4 16
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5 32

http://www.itl.nist.gov/div898/handbook/pri/section3/pri33.htm



22 Factorial Design of Experiments

22 Factorial Experiment, 2 parameters, 4 experiments

2 Factorial Design of Experiments

2  Factorial Experiment, 2 parameters, 4 experiments

( b)(b) (ab)(b)

(1) (a)
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22 Factorial Design of Experiments2 Factorial Design of Experiments
Parameters studied: A = pH

B = temperatureB = temperature

Coefficient: +1= changed condition
1 l diti

Experiment Factor

-1= normal condition

A B
1 {1} -1 -1{ }
2 (a) +1 -1
3 (b) -1 +1
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4 (ab) +1 +1



22 Factorial Design of Experiments2 Factorial Design of Experiments

A B ABExperimental 
code

A B AB

{1} 1 1 +1{1} -1 -1 +1

a +1 -1 -1
b -1 +1 -1
ab +1 +1 +1
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23 Factorial Design of Experiments2 Factorial Design of Experiments

• 23 Factorial Experiment 3 parameters 82  Factorial Experiment, 3 parameters, 8 
experiments

b

bc abc

ab

acc

ab

{1} a
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23 Factorial Design of Experiments2 Factorial Design of Experiments

Exp Factor
A B C AB AC BC ABC

1 -1 -1 -1 1 1 1 -1

22 1 -1 -1 -1 -1 1 1

3 -1 1 -1 -1 1 -1 1

4 1 1 -1 1 -1 -1 -1

5 -1 -1 1 1 -1 -1 1

6 1 -1 1 -1 1 -1 -1

7 -1 1 1 -1 -1 1 -1

8 1 1 1 1 1 1 1
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Factorial Design of Experiments

Advantages

Factorial Design of Experiments

g
- Allows greater generalization of findings from data
- Allows for investigation of the interaction of 

variables
- More economical than a one-way design when the 

number of variables is less than 5number of variables is less than 5
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Plackett-Burman Method DesignPlackett Burman Method Design

• Assumes interaction effects are negligible comparedAssumes interaction effects are negligible compared 
to main effects within the method

• Calculates the effect of each factor on a measurable 
quantity e.g. recovery

• Economical designs with the run number a multiple g p
of four (rather than a power of 2) 

• Very efficient screening designs when only main 
effects are of interest. 

104http://www.itl.nist.gov/div898/handbook/pri/section3/pri335.htm



Plackett-Burman Method DesignPlackett Burman Method Design

Generating factorGenerating factor
examining n parameters in k = n+1 runs
no of code (+1) = no of code (-1) + 1 no. of code (+1)  no. of code ( 1) + 1 

total code + 1 = no. of  runs 

Run = 8 ( + + + - + - - )

Run = 12 ( + + - + + + - - - + - )

Run = 16 ( + + + + + + + + )Run = 16 ( + + + + - + - + + - - + - - - )

Run = 20 ( + + - - + + + + - + - + - - - - + + - )

Run = 24 ( + + + + + - + - + + - - + + - - + - + - - - - )
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Plackett-Burman Method DesignPlackett Burman Method Design
7 factors, 8 experiments

Plackett-Burman Design Matrix

Exp no. A B C D E F G

1 +1 1 1 +1 1 +1 +11 +1 -1 -1 +1 -1 +1 +1

2 +1 +1 -1 -1 +1 -1 +1

3 +1 +1 +1 -1 -1 +1 -1

4 -1 +1 +1 +1 -1 -1 +1

5 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1

6 -1 +1 -1 +1 +1 +1 -1

7 -1 -1 +1 -1 +1 +1 +1
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8 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1



Youden-Steiner Test for RobustnessYouden Steiner Test for Robustness

7 different factors affecting a result if the7 different factors affecting a result if the 
nominal values are slightly changed

27 =128 combinations possible but only 827 =128 combinations possible but only 8 
determinations are needed in Youden-Steiner 
testtest

A, B, C, D, E, F, G
Alternative values
a, b, c, d, e, f, g
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Youden-Steiner Test for Robustness

Factor Experiment no.

Youden Steiner Test for Robustness

value 1 2 3 4 5 6 7 8

A or a A A A A a a a a

b b b b bB or b B B b b B B b b

C or c C c C c C c C c

D or d D D d d d d D D

E or e E e E e e E e E

F or f F f f F F f f F

G or g G g g G g G G g

Observed 
result

s t u v w x y z
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Youden-Steiner Test for Robustness

• Influence of each variable can be determined

Youden Steiner Test for Robustness

Influence of each variable can be determined 
by

)()("" zyxwvutsaA 
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Youden-Steiner Test for RobustnessYouden Steiner Test for Robustness

• List [A-a], [B-b],…..[G-g] in the order of sizeList [A a], [B b],…..[G g] in the order of size
• Calculate the standard deviation, s, of all 7 differences
• Obtain acceptance criterion: s*2• Obtain acceptance criterion: 
• If [A-a]…..[G-g] >     : significant sensitive for 

changes

s2

s*2
changes

• If [A-a]…..[G-g] <    : no significant sensitive 
for changes, robust

s*2
g ,
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Youden-Steiner Test for RobustnessYouden Steiner Test for Robustness

Factor Experiment no.
value

1 2 3 4 5 6 7 8

A or a A A A A a a a a

B or b B B b b B B b b

C or c C c C c C c C c

D or d D D d d d d D DD or d D D d d d d D D

E or e E e E e e E e E

F or f F f f F F f f F

G or g G g g G g G G g

Observed 
result

18.80 20.58 19.90 18.03 19.50 19.16 19.88 19.85
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result

% water distilled from phosphoric acid



Youden-Steiner Test for RobustnessYouden Steiner Test for Robustness

Condition Factor % difference
Amount of water A,a -0.20
Reaction time B,b -0.08
Distillation rate C c 0 11Distillation rate C,c 0.11
Distillation time D,d 0.63
N-heptane E,e -0.07
Aniline F,f -0.83
Reagent G,g -0.92
s 0.54

0.76s*2
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Measurement UncertaintyMeasurement Uncertainty
Contributions of measurement uncertainty including

- Overall long term precision
- Bias and its uncertainty, including the statistical 

i i l d i h biuncertainty involved in the bias measurements 
and the reference material or method uncertainty

- Calibration uncertainties- Calibration uncertainties
- Any significant effects operating in addition to 

those listed above 
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Measurement Uncertainty

Source of data for estimation of uncertainty

Measurement Uncertainty

Source of data for estimation of uncertainty 
components obtained from method validation:

Accuracy (bias recovery)– Accuracy (bias, recovery)
– Precision (repeatability, reproducibility)

Robustness/ruggedness– Robustness/ruggedness
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Measurement Uncertainty

4 Approaches

Measurement Uncertainty

pp
- Bottom-up method: the “GUM” approach
- Top-down method using results from an p g

interlaboratory study by the harmonized 
IUPAC/AOAC protocol or ISO 5725
E ti ti b l i th H it f l- Estimation by applying the Horwitz formula 
relating the relative standard deviation to 
concentrationco ce o

- The supplement GUM approach using Monte 
Carlo calculation
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Measurement Uncertainty

Bottom-up

Measurement Uncertainty

p
– Identify each source of uncertainty for the entire 

measurement, step-by-step, and combine all 
contributions

– Requires a complete measurement equation and 
measuring processmeasuring process

– Complex and time consuming
Homogenization and between operator variability– Homogenization and between-operator variability 
are not taken into account

– High risk of under-estimation
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U i f l iUncertainty sources from analysis

1. Sample concentration obtained from 
calibration curvecalibration curve

2. Concentration of working standards
3 S l l3. Sample volume
4. Precision
5. Sample weight
6. Recovery6. Recovery



Uncertainty from Method 
V lid ti P i iValidation: Precision

Conc, mg/kg 10 50 200 400

Replicate Calculated conc

1 7.5 42 155 320

2 6 9 41 158 3182 6.9 41 158 318

3 6.5 38 162 322

4 6.8 42 148 332

5 6.3 39 157 351

6 7.2 40 165 315

7 7.4 35 171 328

8 6.8 41 172 326

9 7.1 36 156 317

10 7.4 37 168 333
mean 6.99 39.1 161.2 326.2

s 0.40 2.51 7.76 10.71
%RSD 5.74% 6.43% 4.81% 3.28%



Uncertainty from Method 
V lid ti P i iValidation: Precision
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Uncertainty from Method 
V lid ti RValidation: Recovery

• Determination of organophosphate pesticides in 
bread by GC

• EURACHEM Example A4• EURACHEM Example A4
• Bias study

- The bias of the analytical procedure was investigated     
during the in-house validation study using spiked samples.

- Mean recovery from 42 samples = 90 %  with spooled = 28 %
- The uncertainty in the spiked concentration is small and y p

can be neglected.



Uncertainty from Method 
V lid ti RValidation: Recovery

• Mean Recovery = 90 %
bC

- Recovery factor (R) = 0.900
obs

m
ref

CR
C



• Uncertainty from Recovery calculated from 

Standard Deviation of Mean (SDM)

0432.0
42
28.0


n
suR



Uncertainty from Method 
V lid ti R

Ch k if i i ifi diff f b

Validation: Recovery

• Check if R is significant different from 1 by t-test
H0 :  R  1
H : R  1H1 :  R  1

R . 1 1 0 9 2 31
R

R .t .
u .

  
1 1 0 9 2 315

0 0432

- tcrit= 2.02 , (df = 41; 95 %CI)
- t > tcrit , accept H1

R is significant different from 1- R is significant different from 1



Uncertainty from Method 
V lid ti R

   
2 2

Validation: Recovery

obs refC C
R m

obs ref

u u
u R

C C
   

    
   

2 2

Ru
R

=  standard uncertainty of the recovery factor

= recovery factorm

obs

R
C

=  recovery factor

=  observed concentration

obsC

ref

u
C

=  standard uncertainty of the observed concentration

=  reference concentration

ref

ref

Cu = standard uncertainty of the reference concentration



Uncertainty from Method 
V lid ti RValidation: Recovery

In case R is insignificant different from 1

(insignificant bias)(insignificant bias)

Assume R = 1, can neglect uncertainty form 
recover and assume that the uncertainty 
from recover is included in the uncertainty y
from precision



Measurement Uncertainty

Top-down

Measurement Uncertainty

Top-down
– Uncertainty is the contribution of reproducibility 

and bias obtained from interlaboratory comparisonand bias obtained from interlaboratory comparison
– Human factor is included

No insight in individual sources of each– No insight in individual sources of each 
contribution

– Risk of over-estimationRisk of over estimation
– Useful for verification of bottom-up approach
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Measurement Uncertainty

Bottom-up

Measurement Uncertainty

p
– Identify each source of uncertainty for the entire 

measurement, step-by-step, and combine all 
contributions

– Requires a complete measurement equation and 
measuring processmeasuring process

– Complex and time consuming
Homogenization and between operator variability– Homogenization and between-operator variability 
are not taken into account

– High risk of under-estimation
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Measurement Uncertainty

The Horwitz formula

Measurement Uncertainty

– Based on review of greater than 10,000 
interlaboratory results published in J. AOAC 

i lInternational
– Anticipated uncertainty

N i i ht f h t ib ti– No insight of each contribution
– Horwitz uncertainty is not just the uncertainty of 

measurement it reflects the uncertainty due to themeasurement, it reflects the uncertainty due to the 
inhomogeneity of the samples which increases at 
the lower mass fractions
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Measurement Uncertainty –
Important Documents

• JCGM 100:2008 – Guide to the Expression of Uncertainty in Measurement – The 
GUM (2008)
– Available for free from the BIPM (www.bipm.org)

• Eurachem Guide – Quantifying Uncertainty in Analytical Measurement (2000) 
(http://www.eurachem.ul.pt/)

• NATA Technical Note 33 Guidelines for Estimating and Reporting Measurement• NATA Technical Note 33 - Guidelines for Estimating and Reporting Measurement 
Uncertainty in Chemical Test Results

• Nordtest Report – Handbook for Calculation of Measurement Uncertainty in 
En ironmental Laboratories (2004)Environmental Laboratories (2004)

• Eurolab Technical Report No. 1/2007 – Measurement Uncertainty Revisited: 
Alternative approaches to uncertainty evaluation (2007)

128
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Metrological Traceability
Property of a measurement result or of a quantity 

l ith i t d t t i tvalue with associated measurement uncertainty , 
carried by a CRM
The result can be related to a reference through aThe result can be related to a reference through a 
documented unbroken chain of calibrations
Not to a measurement methodNot to a measurement method
Not to a measuring instrument
Not to a materialNot to a material
Not to a measurement institute
B t l t tit l bt i d b
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 But always to a quantity value obtained by a 
measurement procedure



Metrological Traceability
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Metrological Traceability
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Degree of Validation of a MethodDegree of Validation of a Method

Degree of external validation Recommended internal validation
1. The method is externally 

validated in a method-
performance study

1. Verification of trueness and 
precision

performance study
2. The method is externally 

validated but is used on a 
new matrix or using new

2. Verification of trueness and 
precision, possibly also 
detection limitnew matrix or using new 

instrument(s)
3. Well established but not 

t t d th d

detection limit

3. Verification, possibly a more 
tested method

, p y
extensive validation



Degree of Validation of a MethodDegree of Validation of a Method

Degree of external validation Recommended internal validation
4. The method is published in 

the scientific literature and 
states importance

4. Verification, possibly a more 
extensive validation

states importance 
characteristics

5. The method is published in 
scientific literature without

5. The method needs to be fully 
validated

scientific literature without 
presentation of 
performance 
characteristicscharacteristics

6. The method was internally 
developed

6. The method needs to be fully 
validated



Recommended Steps and Internal 
V lid ti Ch t i tiValidation Characteristics

1. Design a validation or protocol: g p
- The needs of the client
- What is analytical achievable
- Conditions of lab (environment, equipment)

2. Determine specificity and standard curve
3. Determine precision, expressed as repeatability and reproducibility
4 Determine trueness4. Determine trueness
5. Determine working range/measuring range
6. Determine detection limit
7. Determine limit of quantification/limit of determinationq
8. Determine robustness
9. Determine sensitivity
10. Evaluate the result from step2-8 against the protocol
11. Documented the work in a report



Validation ToolsValidation Tools

• Blanks: reagent blanks and sample blanksBlanks: reagent blanks and sample blanks
• Fortified/Spiked samples

d i l• Incurred materials
• Reference materials (RMs)
• Certified reference materials (CRMs)
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Validation Tools
Reagent blanks (solvent blanks)

Validation Tools

– Reagents used during the analytical process (including solvents used 
for extraction or dissolution) are analyzed in isolation in order to see 
whether they contribute to the measurement signal. The measurement 
signal arising from the analyte can then be corrected accordingly

้– แบลงคท์ี่ประกอบดว้ยสารเคมีทุกชนิดที่ใชใ้นทุกขั้นตอนการวเิคราะห์ โดยปราศจากสารที่สนใจ 
(analyte) เพื่อจะตรวจสอบวา่สารเคมีเหล่านั้นใหส้ญัญาณตอบสนองต่อเครื่องมือวดัหรือไม่

Sample blanks (matrix blanks)Sample blanks (matrix blanks)
– The matrices with no analyte. They are difficult to obtain but such 

materials are necessary to give a realistic estimate of interferences that 
would be encountered in the analysis of test samples

้ ้– แบลงคท์ี่เตรียมตามขั้นตอนการวเิคราะห์ทั้งหมดโดยมีตวักลางของตวัอยา่ง (matrix) รวมอยูด่ว้ยแต่
ปราศจากสารที่สนใจ (analyte) หรือมีในระดบัตํ่าๆ เพื่อตรวจสอบการรบกวนของสารที่ปนเปื้อนใน
ตวักลางของตวัอยา่ง
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Validation Tools
Fortified samples
– These are materials or solutions which have been fortified with the 

Validation Tools

analyte(s) of interest. 
– The fortification is usually made by spiking. These materials or 

solutions may already contain the analyte of interest
– Fortification with a known amount of analyte enables the increase in 

response to the analyte to be measured and calculated in terms of the 
amount added
ั ่ ี่ ิ  analyte ไป ื่ ิ่ สั  analyte ื่ ศึ ่  recovery  ตวอยางทเตม analyte ลงไปเพอเพมสญญาณจาก analyte และเพอศกษาคา recovery การ 

fortify มกัใชก้บัการเติม analyte เพิ่มลงไป

Spiked samplesSpiked samples
- Similar to the fortified sample but spiking does not

necessary have to be restricted to the analyte of interest
ความหมายจ คลา้ยกบั fortify แต่การ spike จ ไม่จาํกดัเฉพา กบั analyte เท่านั้น แต่จ รวมถึงการ
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ความหมายจะคลายกบ fortify แตการ spike จะไมจากดเฉพาะกบ analyte เทานน แตจะรวมถงการ
เติมสารตวัอื่นๆ เช่น internal standard, สารที่สงสยัวา่จะเป็นตวัรบกวนตวัอยา่ง เป็นตน้



Validation Tools
Incurred samples

Validation Tools

– The materials in which the analyte of interest may be essentially alien, 
but has been introduced to the bulk at some point prior to the material 
being sampled

– The analyte is thus more closely bound in the matrix than it would be 
by spiking

1. Herbicides in flour from cereal sprayed with herbicides during its 
hgrowth.

2. Growth promoters in meat derived from beast fed with feeds containing 
the promoters

3. Active ingredients in pharmaceutical formulations added at the 
formulation stage
ตวัอยา่งที่มี analyte เป็นองคป์ระกอบตามธรรมชาติหรือทาํใหเ้กิดขึ้นคลา้ยคลึงกบัการเกิดตามธรรมชาติ 

่
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เพื่อให ้analyte จบักบัตวักลางแน่นกวา่การ fortify หรือการ spike



Validation Tools
Reference materials (RMs)

Validation Tools

– Any materials used as a basis for reference, and could include 
laboratory reagents of known purity, industrial chemicals, or other 
artifacts

– The property or analyte of interest needs to be stable and homogenous 
– The material does not need to have the high degree of characterization, 

traceability and certification more properly associated with certified y p p y
reference materials

วสัดหรือสารที่มีคณสมบตัิหนึ่งอยา่งหรือหลายอยา่ง มีความเป็นเนื้อเดียวกนัและเตรียมขึ้นอยา่งดีเพื่อใช้วสดุหรอสารทมคุณสมบตหนงอยางหรอหลายอยาง มความเปนเนอเดยวกนและเตรยมขนอยางดเพอใช

สาํหรับการสอบเทียบเครื่องมือ ใชใ้นการประเมินวธิีวดัหรือใชก้าํหนดค่าของวสัดุต่างๆ 

(นิยามศพัทก์ี่ยวกบัระบบคุณภาพหอ้งปฏิบตัิการดา้นวทิยาศาสตร์การแพทย)์
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Validation Tools
Certified reference materials (CRMs)

Validation Tools

– The characterization of the parameter of interest in a certified reference 
material is generally more strictly controlled than for a reference 
material
Th h t i d l i tifi d ith t t d t i t b– The characterized value is certified with a stated uncertainty by a 
recognized institution

– Characterization is normally done using several different methods, so 
that as far as possiblethat as far as possible,

– Any bias in the characterization is reduced or even eliminated
– วสัดุอา้งอิงที่มีใบประกาศนียบตัรรับรองค่าของคุณสมบตัิอยา่งหนึ่งหรือหลายอยา่ง ผา่นการรับรองโดยวธิีการ

ที่สามารถสอบกลบัไปไดย้งัค่าที่ถูกตอ้งที่แสดงไว ้พร้อมระบุค่าความไม่แน่นอนที่ระดบัความเชื่อมัน่ตามทีู่ ุ
กาํหนด 

(นิยามศพัทก์ี่ยวกบัระบบคุณภาพหอ้งปฏิบตัิการดา้นวิทยาศาสตร์การแพทย)์
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สรปุความหมายของ RM และ CRM

• RM    Homogeneous
S bl

ุ C

 Stable
 Specified properties value 

• CRM Homogeneous
 Stable RM Stable
 Specified property value
 Certificate (acc  ISO Guide 31)

RM

 Certificate (acc. ISO Guide 31)
+ Uncertainty + Traceability

 M t l i ll  lid d
141

 Metrologically valid procedure



Measurement
uncertainty             Quality systems
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(precision)

uncertainty

CRM
(QC)

Validation
Control
charts

Bias/
Recovery

(p )

Type B

Method Analysis Result Use

charts

Fitness for

CRM CRM
(C lib ti ) T bilit

Fitness for
purpose

(Bias) (Calibration)

SI

Traceability

B. HibbertB. Hibbert
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