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ABSTRACT: Factors affecting measurement uncertainty in two methods of deter-
mination of blood alcohol concentration for forensic purposes: gas chromatography
with use of the headspace technique and the ADH enzymatic method (spectrophoto-
metric method) were analysed in this paper. The heterogeneity of the analysed mate-
rial contributes most to analytical error, comprising from about 45% to about 65% of
the total measurement uncertainty, depending on the method. This observation is
very important, because many of the methods of determination of precision do not
take into consideration assessment of error linked to the heterogeneity of the mate-
rial. The value of the measurement uncertainty was also determined on the basis of
the error propagation law, amounting to 7.0% for the chromatographic method and
5.7% for the ADH enzymatic method. When we take into consideration that each pos-
itive result of alcohol concentration is calculated in the Institute of Forensic Re-
search on the basis of two independent analyses by means of the GC method and two
analyses by means of the ADH enzymatic method, the error of blood alcohol concen-
tration determination amounts to 3.6%. These results were compared with the val-
ues of errors estimated on the basis of routine determination. The error amounted to
6.0% for the GC method and 3.4% for the ADH enzymatic method. The performed
theoretical analysis and the experimental results indicate that an uncertainty of al-
cohol concentration determination equal to 0.05‰ for concentrations lower than
1.0‰ and equal to 5% for higher concentrations should be assumed. These assump-
tions enable us to take into account in the obtained results all of the errors that can
occur during the carrying out of analyses.
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INTRODUCTION

The analysis of biological material for alcohol content is the most fre-
quently performed analysis in forensic laboratories. Forensic laboratories of
Police Voivodeship Commands, the Institute of Forensic Research and de-
partments of forensic medicine perform a total of over 100 000 blood alcohol
analyses a year. One should remember that according to Article 126 of the



Law of 20 June 1997 on Traffic Rules1, testing to establish alcohol content in
the body is performed using electronic devices measuring alcohol concentra-
tion in expired air, and a blood sample is collected only in strictly specified
cases.

The basis of assessment of the tested person’s sobriety is obviously blood
alcohol concentration (or breath concentration), but knowledge of the mag-
nitude of analytical error occurring during analysis is essential for correct
interpretation of the obtained results. One should remember that each mea-
surement of the physicochemical quantity is burdened with a certain error,
which is called “random error”. It is independent of the person performing
the measurement, and therefore it is impossible to eliminate it. One should
remember that it is not error committed “accidentally”, but independent of
the analyst. The necessity of assessment of the magnitude of analytical error
is imposed by the ISO/IEC 17025:2000 norm “General Requirements for the
Competence of Testing and Calibration Laboratories”2, which states in Sec-
tion no 5.10.3 that information on uncertainty is needed in test reports when
it is relevant to the validity or application of test results, when a client’s in-
structions so require, or when the uncertainty affects compliance to a speci-
fication limit. In order to make readers aware of the presented problem, one
should consider the case where the analytical result exceeds the threshold
value slightly. In Poland, the sobriety thresholds were defined in the Law of
26 October 1982 on Education in Sobriety and Counteracting Alcoholism3.
There, it was stated that “a state after use of alcohol” occurs when the blood
alcohol concentration is between 0.2‰ and 0.5‰, and “a state of drunken-
ness” – when blood alcohol concentration is higher than 0.5‰. In a situation,
for example, where the alcohol concentration determined analytically
amounts to 0.53‰, a comparison with sobriety thresholds allows us to state
that the tested person was “in a state of drunkenness”. However, when
a method which is used to determine this concentration is characterised by
an error of e.g. 0.10‰, one should assume that the real alcohol concentration
is situated in a range of 0.43‰–0.63‰, and the decision as to whether the
person was “in a state after use of alcohol” or “in a state of drunkenness” is
not so simple. Usually, according to the rule in dubio pro reo, the result is in-
terpreted to the advantage of the tested person. This problem is even clearer
for alcohol concentrations about 0.2‰, when selection of the concentration
below the threshold value means that the tested blood is “free” of alcohol,
and the tested person does not suffer the legal consequences. Interpretation

114 D. Zuba

1 Published in official journal of the Republic of Poland,consolidated version, Journal of Laws

of 2003, No. 58, item 515.
2 ISO/IEC 17025:2000 norm “General Requirements concerning the Competence of Testing

and Calibration Laboratories”.
3 Consolidated version, Journal of Laws of 2002, No. 147, item 1231.



of the (above) case with the blood alcohol concentration of 0.53‰ would be
different if the analytical error amounted to, for example, 0.02‰. Then we
should assume that the real alcohol concentration is situated in a range be-
tween 0.51‰–0.55‰, and thus the alcohol concentration corresponds to
“a state of drunkenness”, even when we take the lowest value. We see that
a correct interpretation of the result is possible only in a situation where the
analytical error of the method is known. One should remember that this
value should take into account not only the precision of the instrument
which is used for the measurements, e.g. chromatograph or spectrophoto-
meter, but also the error involved in the estimation of pipette volume, weigh-
ing, alcohol concentration in the standard solutions and the heterogeneity of
the analysed material. The above mentioned ISO/IEC 17025:2000 norm
states that “the laboratory should at least attempt to identify all of the com-
ponents of uncertainty and make a responsible estimation, and should en-
sure that the form of reporting of the results does not give a wrong impres-
sion of the uncertainty. When estimating the uncertainty of measurement,
all uncertainty components which are of importance in the given situation
should be taken into account using appropriate methods of analysis”.

MATERIAL AND METHODS

Alcohol concentration in biological material is determined in the Insti-
tute of Forensic Research by two methods: gas chromatography and the
ADH enzymatic method. In the GC method, the headspace technique is ap-
plied and an HS 40 autosampler is used. Separation is performed on a 0.2%
Carbowax 1500/Graphpack-GC column, at 100oC, with nitrogen as the car-
rier gas. A flame-ionisation detector (FID) is used for detection of ethanol
presence in the stream of carrier gas. The determination of the ethanol by
means of the ADH enzymatic method is performed using an EPOLL-20
spectrophotometer. Measurements are taken after heating of a sample to
30oC in a thermostat.

The gravimetric method was applied in order to estimate the precision of
pipettes and other analytical equipment. It was performed by measurement
of water mass (or blood mass in appropriate cases) – collected using an ap-
propriate device – on a SCALTEC SBC-22 analytical balance with accuracy
of 0.01 mg. Data from validation were applied to estimation of precision of
measurements using analytical devices, when dozens of measurements for
the same standard solution were performed. The error of alcohol concentra-
tion in the standard solutions was read from analytical certificates supplied
by Merck KgaA, Darmstadt, Germany. The measurement uncertainty was
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estimated on the basis of the document “Quantifying uncertainty in analyti-
cal measurement”, edited by Eurachem4.

RESULTS AND DISCUSSION

The determination of measurement uncertainty in the gas
chromatographic method

The analysis of biological material, especially blood, for alcohol content is
performed most often in forensic laboratories using the headspace tech-
nique, which, by its very nature, prevents contamination of the chromato-
graphic column, is easy to automate and, furthermore, usually has better re-
peatability than with direct injection. The great advantage of the headspace
technique is almost complete elimination of matrix effects, and therefore it
is applied in the analysis of internal organs. In this technique, the blood
sample is not analysed directly, but analysis is performed using the gaseous
phase located above the sample, which is placed in a closed vial. The system
should be in a state of equilibrium.

The procedure for alcohol determination by means of the gas chromato-
graphic method is as follows: 1.8 ml of tert-butanol (1,1-dimethylethanol) so-
lution with a concentration of 0.2 g/l, which is used as an internal standard,
is introduced into a 22-ml vial and then 0.2 ml of blood (or other biological
material) is added. The vial is capped and placed in the autosampler of the
gas chromatograph. Because a flame-ionisation detector (FID) is used in de-
terminations, the size of the analytical signal, i.e. area under the peak or its
height, is proportional to the alcohol concentration in the sample.

Because of the fact that gas chromatography is not an absolute method,
calibration using a given number of standard solutions should be performed
in order to calculate alcohol concentration in the sample. The procedure of
analysis of these solutions is analogous to the analysis of blood samples.

Thus, the factors influencing the uncertainty of determination of alcohol
concentration by means of the gas chromatographic method are:
VS

– the volume of blood sample collected for analysis,
VSTD

– the volume of standard solution (or several standard solutions) col-
lected for analysis,

VIS

S – the volume of internal standard used in the analysis of the blood
sample,

VIS

STD – the volume of internal standard used in the analysis of the standard
solution,

VVial

S – the volume of headspace vial used in the analysis of the blood sample,
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VVial

STD – the volume of headspace vial used in the analysis of the standard so-
lution,

RS
– the analytical signal (relative area under the peak) for ethanol in the

analysis of the blood sample,
RSTD

– the analytical signal (relative area under the peak) for ethanol in the
analysis of the standard solution,

cSTD
– the ethanol concentration in the standard solution (or several stan-

dard solutions).
In order to estimate the uncertainty of determination of alcohol concen-

tration by means of the gas chromatographic method, uGC
, a function com-

bining alcohol concentration in the blood sample, cS

0 , with the above men-
tioned variables should be presented:

c f V V V V V V R R cS S STD IS

S

IS

STD

Vial

S

Vial

STD

S STD

0 = , , , , , , , ,( )
STD

. {1}

In order to do that, one should analyse the analytical process in detail. At
the first stage, the blood sample is dissolved by the internal standard solu-
tion. Thus, the alcohol concentration in the obtained diluted blood sample
amounts to:

c c
V

V V
S

L

S

S

S IS

S
= ×

+
0 ; {2a}

Similarly, for the standard solution:

c c
V

V V
STD

L

STD

STD

STD IS

STD
= ×

+
. {2b}

Because the system is in equilibrium, one could write on the basis of
Henry’s law:

c
c

K
V

V

S

G S

L

H

S

G

S

L

=

+

, {3a}

c
c

K
V

V

STD

G STD

L

H

STD

G

STD

L

=

+

, {3b}

where: cS

G and cSTD

G are the equilibrium alcohol concentrations in the blood
sample and in the standard solution; VS

G and VSTD

G – the volume of the gas-
eous phase in the headspace vial in the analysis of sample and standard;VS

L

andVSTD

L – the volume of liquid phase in the headspace vial in the analysis of
sample and standard; KH

– Henry’s constant for ethanol.
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Because FID is a mass detector:

R k m k V cS FID S

G

FID S

G

S

G= × = × × , {4a}

R k m k V cSTD FID STD

G

FID STD

G

STD

G= × = × × . {4b}

From equation {4b}:

k
R

V c
FID

STD

STD

G

STD

G
=

×
. {5}

When we combine equations {4a} and {5} we obtain:

R
R V c

V c
S

STD S

G

S

G

STD

G

STD

G
=

× ×

×
; {6}

R V c R V cS STD

G

STD

G

STD S

G

S

G× × = × × . {7}

When we insert cS

G and cSTD

G from equations {3a} and {3b} we obtain:

R V c

K
V

V

R V c

K
V

V

S STD

G

STD

L

H

STD

G

STD

L

STD S

G

S

L

H

S

G

S

L

× ×

+

=
× ×

+

. {8}

Because V V VS

G

Vial

S

S

L= - and V V VSTD

G

Vial

STD

STD

L= - , equation {8} assumes
the following form:

( )
( )

R V V c

K
V V

V

RS Vial

STD
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L

STD

L

H

Vial
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-
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L
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S

L

; {9}

( )R V V c
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V
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L

H
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STD

L
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+ -

=
×

1

( )
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L
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K
V
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- ×

+ - 1

. {10}

BecauseV V VS

L

S IS

S= + andV V VSTD

L

STD IS

STD= + , equation {10} assumes the
following form:

( )R V V V c

K
V

V V
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STD

STD IS
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L
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× - - ×

+
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D
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S
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V

V V
-
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+
+

-1 1

.

{11}

When we insert expressions for and from equations {2a} and {2b} we ob-
tain:
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( )R V V V c
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{12}
When we transform the above equation we obtain:

( )

( )
R V V V c

K V V V

S Vial

STD

STD IS
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H STD IS
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Vial

ST
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× + +

( )
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× + +
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Thus:

( ) ( )
c

R V V V c K V V V

S

S Vial
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{14}
In cases where: V VVial

S

Vial

STD= and V VS STD= and V VIS

S

IS

STD= , equation {14}
assumes the very simple form:

c
R c

R
S

S STD

STD

0 =
×

. {15}

Equation {15} is the form commonly used in quantitative analysis. How-
ever, for determination of measurement uncertainty, it is necessary to know
the relationship between cS

0 and all original variables that could influence
the measurement result.

The error of determination of alcohol concentration by means of the gas
chromatographic method, sGC

, could be calculated from the error propaga-
tion law. In this case, it could be written in the following form:

s
c

X
XGC

S

ii

n

i

2
0

1

2

=
æ

è
ç
ç

ö

ø
÷
÷ ×

=

å
∂
∂

∂ , {16}

whereXi stands for thevariables:V V V V V V R R cS STD IS

S

IS

STD

Vial

S

Vial

STD

S STD STD, , , , , , , , .
The volumes of the individual values were assumed in accordance with

values used in routine analyses (see above); the values of analytical signals
were assumed on the basis of alcohol determinations in standard solutions,
prepared on a base of blood and water, with alcohol concentration of 1.0‰.
The error of volume measurement was determined by means of the gravi-
metric method (details in “Material and methods” section), the error of the
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analytical signal from validation data, and the error of alcohol concentration
in the standard – from the analytical certificate.

The total standard deviation amounted to 0.035‰. The measurement un-
certainty of determination of alcohol concentration by means of the gas chro-
matographic method was ascertained using the following equation:

u sGC GC= 2 . {17}

The value of uGC
amounted to 0.070‰. When we take into consideration

that the analyses were performed with use of a standard with alcohol con-
centration of 1.0‰ one could assume that the relative measurement uncer-
tainty amounted to 7.0%.

If we assume that the individual variables influencing uncertainty of de-
termination of alcohol concentration by means of the gas chromatographic
method are independent, we can determine their participation in the total
error. The values of these variables are shown in Table I.

TABLE I. THE CONTRIBUTION OF INDIVIDUAL VARIABLES INFLUENCING UNCER-
TAINTY OF DETERMINATION OF ALCOHOL CONCENTRATION BY MEANS
OF THE GAS CHROMATOGRAPHIC METHOD

Variable
Contribution to
measurement

uncertainty [%]

The volume of blood sample 45.3

The volume of standard solution 2.1

The volume of internal standard used in the analysis of the blood sample 0.5

The volume of internal standard used in the analysis of the standard 0.5

The volume of the headspace vial used in the analysis of the blood sample 1.3

The volume of the headspace vial used in the analysis of the standard 1.3

The analytical signal for ethanol in the analysis of the blood sample 16.5

The analytical signal for ethanol in the analysis of the standard 15.6

The ethanol concentration in the standard solution 16.0

Henry’s constant 0.9

From the data presented in Table I it is evident that the main factor that
is responsible for the value of analytical error is the heterogeneity of the
tested material. It causes the high contribution of the error ofVS

value deter-
mination. Moreover, the uncertainty of determination of the analytical sig-
nal for sample and standard ( )R RS STD, and, what may be surprising for
some people, the error of alcohol concentration in the standard, cSTD

, contrib-
ute significantly to the value of total uncertainty.
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The determination of measurement uncertainty in the ADH
enzymatic method

The ADH enzymatic method is an alternative method to gas chromatog-
raphy and is particularly popular in clinical laboratories. In accordance with
the recommendations of toxicological organisations, in forensic laboratories,
because of their specificity, each result should be based on measurements
made by means of two methods that are based on different physicochemical
principles. In the ADH enzymatic method, selective absorption of electro-
magnetic radiation with a wavelength of 240 nm by the reduced form of
NADH is applied; thus it is a spectrophotometric method. In the determina-
tion, the following reaction is used:

Etanol NAD Acetaldehyd NADH H+ ¬ ®¾ ¾¾ + ++ +ADH

The equilibrium of the above reaction is shifted in the direction of alcohol
formation, therefore, in order to ensure a quantitative reaction of sub-
strates, a compound binding the reaction products is added to the reagent.

The procedure for alcohol determination by means of the ADH enzymatic
method is as follows: in order to deproteinate the sample, 1.8 ml of trichloro-
acetic acid is added to 0.2 ml of blood sample (or other biological material).
Then 0.1 ml of the supernatant is placed in a measurement cuvette and
1.5 ml of ADH reagent is added. The spectrophotometric measurement is
performed after heating of sample to 30oC. The size of analytical signal, i.e.
absorbance, is proportional to the alcohol concentration in a sample.

Because of the fact that spectrophotometry, similarly to gas chromatog-
raphy, is not an absolute method, calibration should be performed in order to
calculate alcohol concentration in the tested sample. The procedure for anal-
ysis of these solutions is analogous to the analysis of blood samples.

Thus, the factors influencing the uncertainty of determination of alcohol
concentration by means of the ADH enzymatic method are:

VS
– the volume of blood sample collected for analysis,

VSTD
– the volume of standard solution (or several standard solutions)

collected for analysis,

VTCAA

S – the volume of trichloroacetic acid solution used in the analysis of
the blood sample,

VTCAA

STD – the volume of trichloroacetic acid solution used in the analysis of
the standard,

VS

1 – the volume of supernatant collected for analysis (the depro-
teinated blood sample),
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VSTD

1 – the volume of standard solution collected for analysis after addi-
tion of trichloroacetic acid,

VADH

S – the volume of ADH reagent used in the analysis of the blood sam-
ple,

VADH

STD – the volume of ADH reagent used in the analysis of the standard
solution,

RS
– the analytical signal (absorbance) for ethanol in the analysis of

the blood sample,

RSTD
– the analytical signal (absorbance) for ethanol in the analysis of

the standard solution,

lS
– the thickness of the measurement cuvette in the analysis of the

blood sample,

lSTD
– the thickness of the measurement cuvette in the analysis of the

standard solution,

cSTD
– the ethanol concentration in the standard solution (or several

standard solutions).

In order to estimate the uncertainty of determination of alcohol concen-
tration by means of the ADH enzymatic method, uADH

, the function linking
alcohol concentration in blood sample, cS

0 , with the above mentioned vari-
ables should be expressed:

c f V V V V V V V VS S STD TCAA

S

TCAA

STD

S STD ADH

S

ADH

S0 1 1= , , , , , , ,( )TD

S STD S STD STDR R l l c, , , , , .

{18}

In order to carry this out, one should analyse the analytical process in de-
tail. In the first stage, the blood sample is deproteinated using trichloro-
acetic acid. Thus, the alcohol concentration in the obtained blood sample
amounts to:

c c
V

V V
S S

S

S TCAA

S

1 0= ×
+

. {19a}

Similarly for the standard solution:

c c
V

V V
STD STD

STD

STD TCAA

STD

1 0= ×
+

, {19b}

where cS

1 and cSTD

1 are the mean alcohol concentration in the blood sample
and in the standard respectively after addition of trichloroacetic acid.

Then the prepared samples of blood and standard (VS

1 and VSTD

1 ) are
placed in the measurement cuvette and the ADH reagent is added in the
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amounts of VADH

S and VADH

STD . Thus, the obtained ethanol concentrations
amount to:

c c
V

V V
c

V

V V

V

V V
S S

S

S ADH

S S

S

S TCAA

S

S

S ADH

S

2 1
1

1
0

1

1= ×
+

= ×
+

×
+

, {20a}
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STD

STD ADH

STD STD

STD

STD TCAA

2 1
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= ×
+ STD

STD

STD ADH

STD

V

V V
×

+

1

1
. {20b}

From Lambert-Beer’s law:

R l cS S S= × ×ε 2 {21a}

R l cS STD STD= × ×ε 2 {21b}

Dividing equation {21a} by {21b} we obtain:

R

R

l c

l c

l c

l c

S

STD

S S

STD STD

S S

STD STD

=
× ×

× ×
=

×

×

ε
ε

2

2

2

2
. {22}

Inserting expressions from equations {20a} and {20b} instead of and:
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V V V
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From equation {23}:
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V V V

V V V
S

S

STD

S STD

S

STD S TCAA

S

S STD TCAA

ST

0 = =
×

×
× +

× +( )

( )

( )D

STD S ADH

S

S STD ADH

STD

V V V

V V V
×

× +

× +

1 1

1 1
. {24}

When V VS STD= and V VTCAA

S

TCAA

STD= and V VS STD

1 1= and V VADH

S

ADH

STD= , equa-
tion {24} assumes the form:

c
R c

R
S

S STD

STD

0 =
×

, {25}

which is similar to equation {15}. The difference between these equations re-
sults from different dimensions of the analytical signals.

Similarly to the gas chromatographic method, the error of determination
of alcohol concentration by means of the ADH enzymatic method, , can be
calculated from the error propagation law. In this case it can be written in
the following form:

s
c

Y
YADH

S

ii

n

i

2
0

1

2

=
æ

è

ç
ç

ö

ø

÷
÷ ×

=
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∂
∂

∂ , {26}

where: Yi stand for variables:V V V V V V V V RS STD TCAA

S

TCAA

STD

S STD ADH

S

ADH

STD

S, , , , , , , ,1 1 ,
R R R I ISTD S STD S STD, , , , ,cSTD

,cSTD
.
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The volumes of the individual values were assumed in accordance with
the values used in routine analyses (see above); the values of analytical sig-
nals were assumed on the basis of alcohol determinations in the standard so-
lutions prepared on a base of blood and water, with alcohol concentration of
1.0‰. The error of volume measurement was determined by means of the
gravimetric method (details in the “Material and methods” section), the er-
ror of the analytical signal from validation data, and the error of alcohol con-
centration in standard – from the analytical certificate.

The total standard deviation amounted to 0.028‰. The measurement un-
certainty of determination of alcohol concentration by means of the ADH en-
zymatic method was determined from the formula:

u sADH ADH= 2 . {27}

The value of amounted to 0.057‰. When we take into consideration that
the analyses were performed with use of a standard with alcohol concentra-
tion of 1.0‰ one could assume that the relative measurement uncertainty
amounted to 5.7%.

If we assume that the individual variables influencing uncertainty of de-
termination of alcohol concentration by means of the ADH enzymatic
method are independent, we can determine their participation in the total
error value. The values for these variables are presented in Table II.

TABLE II. THE CONTRIBUTION OF INDIVIDUAL VARIABLES INFLUENCING UNCER-
TAINTY OF DETERMINATION OF ALCOHOL CONCENTRATION BY MEANS
OF THE ADH ENZYMATIC METHOD

Variable
Contribution

to measurement
uncertainty [%]

The volume of blood sample 64.8

The volume of standard solution 3.2

The volume of trichloroacetic acid solution used in the analysis of blood 0.4

The volume of trichloroacetic acid solution used in the analysis of standard 0.4

The volume of supernatant collected for analysis 0.5

The volume of standard solution collected for analysis after addition of
trichloroacetic acid

0.5

The volume of ADH reagent used in the analysis of the blood sample 4.4

The volume of ADH reagent used in the analysis of the standard 4.4

The analytical signal for ethanol in the analysis of blood 1.9

The analytical signal for ethanol in the analysis of the standard 1.9

Thickness of the measurement cuvette in the analysis of the blood sample 0.1

Thickness of the measurement cuvette in the analysis of the standard 0.1

The ethanol concentration in the standard solution 17.4

As the data collected in Table II show, the main factor which is responsi-
ble for the value of analytical error in the ADH enzymatic method – similarly
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to the gas chromatographic method – is the heterogeneity of the tested mate-
rial. It causes the high contribution of the error of VS

value determination.
Moreover, the uncertainty of determination of alcohol concentration in the
standard, cSTD

, contributes significantly to the value of total uncertainty. In
the ADH enzymatic method (spectrophotometric method), the values of er-
ror of the analytical signal determination for the sample and standard
( )R RS STD, have a smaller influence on the value of total error.

Measurement uncertainty of alcohol determination

When we take into consideration that the final result of alcohol concen-
tration is calculated on the basis of duplicated independent analysis by
means of the GC method and duplicated independent analysis by means of
the ADH enzymatic method, the error of determination of alcohol concentra-
tion can be calculated from the following formula:

s
s s

n n
TOTAL

GC ADH=
+

-

2 2

1

2 2

( )
, {28}

where n is the number of measurements (n = 4).
The value of the standard deviation calculated on the basis of equation

{28} amounted to 0.018 ‰. Thus, the measurement uncertainty of determi-
nation of alcohol concentration using the above procedure amounted to
0.036‰, (the relative measurement uncertainty – 3.6%).

Assessment of measurement error on the basis of routine
determinations

The error of determination of blood alcohol concentration was also calcu-
lated on the basis of 204 randomly chosen “positive” results of alcohol con-
centrations, obtained at the turn of April and May 2003. As was mentioned
above, each blood sample is analysed in duplicate by means of the GC
method and in duplicate by means of the ADH enzymatic method. In a case
of repeated measurements, their error could be determined on the basis of
the following formula:

( )
s

c c

k

i i

i=

-å 1 2

2

2
, {29}

where c i1 i c i2 are the first and second result of the i-th sample, and k is the
number of samples (k = 204).

The standard deviation for the GC method amounted to 0.074 ‰. When
we take into consideration that the mean alcohol concentration was 2.46‰,
we can state that the value of relative error amounted to 3.0%. Taking into
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account formula {17}, the value of measurement uncertainty for the gas
chromatographic method amounts to 6.0%.

The mean error for the ADH enzymatic method amounted to 0.040‰.
When we take into consideration that the mean alcohol concentration was
2.46‰, we can state that the value of relative error amounted to 1.6%.
Taking into account formula {27}, the value of measurement uncertainty for
the ADH enzymatic method amounts to 3.2%.

The standard deviation of alcohol concentration when applying the pro-
cedure used in the Institute of Forensic Research (two independent GC anal-
yses and two independent ADH analyses), calculated on the basis of formula
{28}, was 0.034‰, and the measurement uncertainty, 0.068‰. Taking into
consideration that the mean alcohol concentration was 2.46‰, one should
assume that the uncertainty of determination of alcohol concentration ac-
cording to the above procedure amounts to 2.8%.

CONCLUSIONS

The performed studies allow us to estimate the measurement uncer-
tainty in the determination of alcohol concentration by means of the gas
chromatographic method and also the ADH enzymatic method, and to as-
sess which factors contribute to the value of total error to the greatest extent.

The value of measurement uncertainty calculated on the basis of the er-
ror propagation law for the GC method amounted to 7.0%, and for the ADH
method: 5.7%. The main factor influencing the error is the heterogeneity of
the analysed material (45% and 65% for the GC and ADH method respec-
tively) and the error of alcohol concentration in the standard solution. The
measurement uncertainty estimated on the basis of routine determinations
amounted to 6.0% for the GC method and 3.2% for the ADH method.

The measurement uncertainty in determination of alcohol concentration
in accordance with the procedure used at the Institute of Forensic Research,
i.e. two independent GC analyses and two independent ADH analyses, is
lower than 4.0% (3.6% – when calculated from the error propagation law,
and 2.8% – on the basis of routine determinations).

The performed theoretical analysis and the experimental results show
that the uncertainty of alcohol concentration determination should be as-
sumed to be 0.05‰ for concentrations lower than 1.0‰, and 5% for higher
concentrations. This assumption allows us to take into account all of the er-
rors that can occur during the performing of the analyses, in the obtained re-
sult.
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NIEPEWNOŒÆ POMIAROWA WYZNACZANIA STÊ¯ENIA
ALKOHOLU WE KRWI

Dariusz ZUBA

WPROWADZENIE

Badanie materia³u biologicznego na zawartoœæ alkoholu jest najczêœciej wykony-
wan¹ analiz¹ w laboratoriach s¹dowych. Ka¿dego roku laboratoria kryminalis-
tyczne komend wojewódzkich policji, Instytut Ekspertyz S¹dowych oraz katedry
i zak³ady medycyny s¹dowej przeprowadzaj¹ ³¹cznie ponad 100 tys. analiz krwi na
zawartoœæ alkoholu, a nale¿y zaznaczyæ, ¿e w myœl art. 126 ustawy z dnia 20 czerwca
1997 r. Prawo o ruchu drogowym1 badanie w celu ustalenia zawartoœci alkoholu
w organizmie przeprowadza siê przy u¿yciu urz¹dzeñ elektronicznych dokonuj¹cych
pomiaru stê¿enia alkoholu w wydychanym powietrzu, a pobranie próbki krwi
nastêpuje tylko w œciœle okreœlonych przypadkach.

Podstaw¹ oceny trzeŸwoœci badanej osoby jest oczywiœcie stê¿enie alkoholu we
krwi (lub wydychanym powietrzu), jednak dla w³aœciwej interpretacji uzyskanych
wyników konieczna jest znajomoœæ wielkoœci b³êdu analitycznego wystêpuj¹cego
podczas analizy. Nale¿y pamiêtaæ, ¿e ka¿dy pomiar wielkoœci fizykochemicznej
obarczony jest pewnym b³êdem okreœlanym jako b³¹d przypadkowy, który jest nie-
zale¿ny od osoby dokonuj¹cej pomiar, a wiêc taki, którego nie mo¿na wyeliminowaæ.
Nale¿y zaznaczyæ, ¿e nie chodzi tu o b³êdy pope³niane „przez przypadek”, tylko nie-
zale¿ne od analityka. Koniecznoœæ okreœlenia wielkoœci b³êdu analitycznego narzuca
norma ISO/IEC 17025:2000 „Ogólne wymagania dotycz¹ce kompetencji laborato-
riów badawczych i wzorcuj¹cych”2, w której w pkt. 5.10.3 stwierdzono, ¿e informacja
dotycz¹ca niepewnoœci jest niezbêdna w sprawozdaniach z badañ wówczas, gdy ma
to znaczenie dla miarodajnoœci wyników badania lub ich zastosowania, kiedy wyma-
gane jest to w wytycznych klienta lub kiedy niepewnoœæ ma znaczenie dla zgodnoœci
z wyspecyfikowanymi wartoœciami granicznymi. Aby bardziej uzmys³owiæ przedsta-
wiony problem, nale¿y rozwa¿yæ przypadek, gdy wynik analityczny nieznacznie
przekracza wielkoœæ progow¹. W Polsce progi trzeŸwoœci okreœlono w ustawie z dnia
26 paŸdziernika 1982 roku o wychowaniu w trzeŸwoœci i przeciwdzia³aniu alkoholiz-
mowi3, gdzie podano, ¿e „stan po u¿yciu alkoholu” wystêpuje, gdy stê¿enie alkoholu
we krwi wynosi miêdzy 0,2 a 0,5‰, natomiast „stan nietrzeŸwoœci” – dla stê¿eñ alko-
holu powy¿ej 0,5‰. W sytuacji, gdy wyznaczone analitycznie stê¿enie alkoholu wy-
nios³o 0,53‰, to porównanie go z okreœlonymi powy¿ej progami trzeŸwoœci nakazy-
wa³oby stwierdziæ, ¿e badana osoba znajdowa³a siê „w stanie nietrzeŸwoœci”. Jeœli
jednak metoda, któr¹ wykorzystano do wyznaczenia tego stê¿enia charakteryzuje
siê b³êdem np. 0,10‰, to nale¿y przyj¹æ, ¿e rzeczywiste stê¿enie alkoholu mieœci siê

1 Tekst jednolity: Dz. U. z 2003 r., nr 58, poz. 515.
2 Norma europejska ISO/IEC 17025:2000 „Ogólne wymagania dotycz¹ce kompetencji labora-

toriów badawczych i wzorcuj¹cych".
3 Tekst jednolity: Dz. U. z 2002 r., nr 147, poz. 1231.



w zakresie 0,43‰–0,63‰, a zatem okreœlenie, czy dana osoba znajdowa³a siê
„w stanie po u¿yciu alkoholu” czy „w stanie nietrzeŸwoœci”, nie jest tak jednoznaczne.
Zwykle, zgodnie z zasad¹ in dubio pro reo, wynik interpretuje siê „na korzyœæ” osoby
badanej. Problem ten jest jeszcze bardziej wyraŸny przy stê¿eniach alkoholu oko³o
0,2‰, gdzie przyjêcie stê¿enia poni¿ej wartoœci progowej oznacza, ¿e badana krew
by³a „wolna” od alkoholu, a wiêc badana osoba nie ponosi ¿adnych konsekwencji
prawnych. Interpretacja powy¿szego przypadku stê¿enia alkoholu we krwi równego
0,53‰ wygl¹da³aby inaczej, gdyby b³¹d analityczny wynosi³ np. 0,02‰. Wtedy
nale¿y przyj¹æ, ¿e rzeczywiste stê¿enie alkoholu mieœci siê w zakresie 0,51–0,55‰,
a zatem nawet przy przyjêciu najni¿szej z tych wartoœci stê¿enie alkoholu odpowiada
„stanowi nietrzeŸwoœci”. W³aœciwa interpretacja wyniku mo¿liwa jest wiêc jedynie
w przypadku znajomoœci b³êdu analitycznego metody. Nale¿y jednoczeœnie pamiê-
taæ, ¿e wielkoœæ ta powinna uwzglêdniaæ nie tylko precyzjê przyrz¹du, którym wyko-
nujemy pomiar (np. chromatografu czy spektrofotometru), ale równie¿ b³¹d okreœla-
nia objêtoœci pipet, b³êdy nawa¿ek, stê¿enia alkoholu w roztworach wzorcowych
czy wreszcie niejednorodnoœæ badanego materia³u. Wspomniana powy¿ej norma
ISO/IEC 17025:2000 okreœla, ¿e „laboratorium powinno staraæ siê zidentyfikowaæ
wszystkie sk³adniki niepewnoœci i dokonaæ ich racjonalnego oszacowania oraz za-
pewniæ, ¿e sposób przedstawiania wyników nie daje b³êdnego wra¿enia odnoœnie do
niepewnoœci, a przy szacowaniu niepewnoœci pomiaru powinny byæ wziête pod uwagê
wszystkie sk³adniki niepewnoœci, które s¹ istotne w danej sytuacji, z uwzglêdnie-
niem odpowiednich metod analizy”.

MATERIA£ I METODY

Stê¿enie alkoholu w materiale biologicznym wyznaczane jest w Instytucie Eks-
pertyz S¹dowych dwiema metodami: chromatografii gazowej i enzymatycznej ADH.
W metodzie GC wykorzystuje siê technikê headspace, stosuj¹c autosampler HS 40.
Rozdzia³ dokonywany jest na kolumnie 0,2% Carbowax 1500 na Graphpack-GC
w temperaturze 100oC z zastosowaniem azotu jako gazu noœnego. Do wykrycia obec-
noœci etanolu w strumieniu gazu noœnego wykorzystywany jest detektor p³omienio-
wo-jonizacyjny (FID). Oznaczanie etanolu metod¹ enzymatyczn¹ ADH prowadzone
jest przy u¿yciu spektrofotometru EPOLL-20. Pomiar wykonywany jest po doprowa-
dzeniu próbki do temperatury 30oC w termostacie.

Do wyznaczenia precyzji objêtoœci pipet i innych przyrz¹dów analitycznych
wykorzystano metodê grawimetryczn¹ poprzez pomiar masy wody (lub w odpo-
wiednich przypadkach krwi) odmierzanej danym przyrz¹dem za pomoc¹ wagi anali-
tycznej SCALTEC SBC-22 o dok³adnoœci 0,01 mg. Do wyznaczenia precyzji pomia-
rów za pomoc¹ aparatów wykorzystano dane z walidacji, gdy wykonano kilkanaœcie
pomiarów dla tego samego roztworu wzorcowego. B³¹d stê¿enia alkoholu w jego
roztworach wzorcowych odczytano z certyfikatów analitycznych dostarczanych
przez dostawcê, firmê Merck KgaA (Darmstadt, Niemcy). Niepewnoœæ pomiarow¹
oszacowano w oparciu o dokument „Quantifying uncertainty in analytical measure-
ment”, wydany przez Eurachem4.
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WYNIKI I DYSKUSJA

Wyznaczenie niepewnoœci pomiarowej w metodzie chromatografii
gazowej

Analiza materia³u biologicznego, w szczególnoœci krwi, na zawartoœæ alkoholu
wykonywana jest najczêœciej w laboratoriach s¹dowych z wykorzystaniem techniki
analizy fazy nadpowierzchniowej (headspace analysis), która z natury zapobiega za-
nieczyszczaniu kolumny chromatograficznej, jest ³atwa do automatyzacji, a odtwa-
rzalnoœæ jest zazwyczaj lepsza ni¿ przy bezpoœrednim nastrzyku. Du¿¹ zalet¹ techni-
ki headspace jest prawie kompletna eliminacja efektów matrycowych; dziêki temu
znajduje ona zastosowanie w analizie narz¹dów wewnêtrznych. W technice tej ana-
lizie poddawana jest nie bezpoœrednio próbka krwi, lecz faza gazowa znajduj¹ca siê
nad próbk¹ umieszczon¹ w zamkniêtym naczyniu, a uk³ad znajduje siê w stanie
równowagi.

Procedura oznaczenia alkoholu metod¹ chromatografii gazowej przebiega nastê-
puj¹co: do naczyñka o pojemnoœci 22 ml wyprowadzane jest 1,8 ml roztworu tert-bu-
tanolu (1,1-dimetyloetanolu) o stê¿eniu 0,2 g/l, który pe³ni rolê wzorca wewnêtrzne-
go, a nastêpnie dodaje siê 0,2 ml próby krwi (lub innego materia³u biologicznego).
Naczyñko jest kapslowane i umieszczane w autosamplerze chromatografu gazowe-
go. Poniewa¿ w oznaczeniach stosowany jest detektor p³omieniowo-jonizacyjny
(FID), to wielkoœæ sygna³u analitycznego, tj. pole powierzchni pod pikiem lub jego
wysokoœæ, jest proporcjonalna do stê¿enia alkoholu w próbce. Ze wzglêdu na fakt, ¿e
chromatografia gazowa nie jest metod¹ absolutn¹, to aby wyznaczyæ stê¿enie alko-
holu w badanej próbce nale¿y wykonaæ kalibracjê, stosuj¹c okreœlon¹ iloœæ roztworów
wzorcowych. Procedura analizy tych roztworów jest analogiczna do analizy prób
krwi.

Zmiennymi wp³ywaj¹cymi na niepewnoœæ wyznaczenie stê¿enia alkoholu metod¹
chromatografii gazowej s¹ zatem:
VS – objêtoœæ próby krwi pobranej do badañ,
VSTD – objêtoœæ roztworu wzorcowego (lub kilku roztworów wzorcowych) pobrana

do analizy,
VIS

S – objêtoœæ roztworu wzorca wewnêtrznego u¿yta przy analizie próby krwi,
VIS

STD – objêtoœæ roztworu wzorca wewnêtrznego u¿yta przy analizie roztworu wzor-
cowego,

VVial

S – objêtoœæ naczyñka do analizy headspace u¿yta przy analizie próby krwi,
VVial

STD – objêtoœæ naczyñka do analizy headspace u¿yta przy analizie roztworu wzor-
cowego,

RS – sygna³ analityczny (wzglêdne pole powierzchni pod pikiem) dla etanolu przy
analizie próby krwi,

RSTD – sygna³ analityczny (wzglêdne pole powierzchni pod pikiem) dla etanolu przy
analizie roztworu wzorcowego,

cSTD – stê¿enie etanolu w roztworze wzorcowym (lub kilku roztworów wzorco-
wych).

Aby oszacowaæ niepewnoœæ wyznaczenia stê¿enia alkoholu metod¹ chroma-
tografii gazowej, uGC, nale¿y przedstawiæ funkcjê wi¹¿¹c¹ stê¿enie alkoholu w próbce
krwi, cS

0 , z wymienionymi powy¿ej zmiennymi:
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Aby tego dokonaæ, nale¿y szczegó³owo przeanalizowaæ proces analityczny.
W pierwszym etapie próbka krwi jest rozcieñczana roztworem wzorca wewnêtrznego.
Stê¿enie alkoholu w otrzymanej rozcieñczonej próbce krwi wynosi zatem:
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analogicznie dla roztworu wzorca:
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Poniewa¿ uk³ad jest w równowadze, to z prawa Henry’ego mo¿emy zapisaæ, ¿e:
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gdzie: cS

G i cSTD

G oznaczaj¹ równowagowe stê¿enia alkoholu w próbce krwi i roztworu
wzorcowego, VS

G i VSTD

G – objêtoœæ fazy gazowej w naczyñku headspace przy analizie
próbki i wzorca, VS

L i VSTD

L – objêtoœæ fazy ciek³ej w naczyñku headspace przy analizie
próbki i wzorca, KH – sta³a Henry’ego dla etanolu.

Poniewa¿ FID jest detektorem masowym, zatem:
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Z równania {4b} wynika ¿e:
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£¹cz¹c równania {4a} i {5} otrzymujemy:
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Wstawiaj¹c cS

G oraz cSTD
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Poniewa¿ V V VS
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L= - , to równanie {8} przybiera pos-
taæ:
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Wstawiaj¹c wyra¿enia na cS

L oraz cSTD
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Przekszta³caj¹c powy¿sze równanie, otrzymujemy:
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Zatem:
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W przypadku, gdy V VVial

S

Vial

STD= oraz V VS STD= oraz V VIS

S

IS

STD= , równanie {14}
przyjmuje bardzo prost¹ postaæ:
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Równanie {15} ma postaæ powszechnie stosowan¹ w analizie iloœciowej. Dla wyz-
naczenia niepewnoœci pomiarowej konieczna jest jednak znajomoœæ zale¿noœci cS

0 od
wszystkich zmiennych pierwotnych mog¹cych wp³yn¹æ na wynik pomiaru.

B³¹d wyznaczenia stê¿enia alkoholu metod¹ chromatografii gazowej, sGC, obliczyæ
mo¿na z prawa propagacji b³êdu. W tym przypadku bêdzie mia³o ono postaæ:
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gdzie Xi oznacza zmienne: V V V V V V R R cS STD IS

S

IS

STD

Vial

S

Vial

STD

S STD STD, , , , , , , , .
Wartoœci objêtoœci poszczególnych wartoœci przyjêto zgodnie z wartoœciami stoso-

wanymi w analizach rutynowych (patrz powy¿ej), wartoœci sygna³ów analitycznych
przyjêto na podstawie oznaczeñ alkoholu w roztworach wzorcowych, przygoto-
wanych na bazie krwi i wody, w których stê¿enie alkoholu wynosi³o 1,0‰. B³¹d
pomiaru objêtoœci wyznaczono metod¹ grawimetryczn¹ (szczegó³y w rozdziale „Ma-
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teria³ i metody”), b³¹d sygna³u analitycznego z danych walidacyjnych, natomiast
b³¹d stê¿enia alkoholu we wzorcu z certyfikatu analitycznego.

Ca³kowite odchylenie standardowe wynosi³o 0,035‰. Niepewnoœæ pomiarowa
wyznaczenia stê¿enia alkoholu metod¹ chromatografii gazowej wyznaczona zosta³a
z wzoru:

u sGC GC=2 . {17}

Wartoœæ uGC wynios³a 0,070‰. Bior¹c pod uwagê, ¿e analizy wykonano z u¿yciem
wzorców o stê¿eniu alkoholu wynosz¹cym 1,0‰, mo¿na przyj¹æ, ¿e wzglêdna niepew-
noœæ pomiarowa wynosi³a 7,0%.

Zak³adaj¹c, ¿e poszczególne zmienne wp³ywaj¹ce na niepewnoœæ wyznaczenia
stê¿enia alkoholu metod¹ chromatografii gazowej s¹ niezale¿ne, mo¿na wyznaczyæ
ich udzia³ w ca³kowitej wartoœci b³êdu. Wartoœci te przedstawiono w tabeli I.

Jak wynika z danych zawartych w tabeli I, g³ównym czynnikiem odpowie-
dzialnym za wartoœæ b³êdu analitycznego jest niejednorodnoœæ materia³u badaw-
czego, co rzutuje na du¿y udzia³ b³êdu wyznaczenia wartoœci VS . Ponadto znaczny
udzia³ ma niepewnoœæ wyznaczenia sygna³u analitycznego dla próbki i wzorca
( )R RS STD, oraz, co mo¿e niektórym wydaæ siê zaskakuj¹ce, b³¹d stê¿enia alkoholu we

wzorcu cSTD.

Wyznaczenie niepewnoœci pomiarowej w metodzie enzymatycznej ADH

Metoda enzymatyczna ADH jest metod¹ alternatywn¹ do chromatografii gazo-
wej i szczególnie popularn¹ w laboratoriach klinicznych. Zgodnie z zaleceniami
organizacji toksykologicznych, w laboratoriach s¹dowych, ze wzglêdu na ich specyfi-
kê, ka¿dy wynik powinien byæ oparty na pomiarach uzyskanych za pomoc¹ dwóch
metod ró¿ni¹cych siê podstawami fizykochemicznymi. W metodzie enzymatycznej
ADH wykorzystuje siê selektywn¹ absorpcjê promieniowania elektromagnetycz-
nego o d³ugoœci fali 240 nm przez zredukowan¹ formê NADH, jest to zatem metoda
spektrofotometryczna. W oznaczeniu wykorzystywana jest reakcja:

Etanol NAD Acetaldehyd NADH H+ ¬ ®¾ ¾¾ + ++ +ADH .

Równowaga powy¿szej reakcji przesuniêta jest w kierunku tworzenia alkoholu,
dlatego, aby zapewniæ iloœciowe przereagowanie substratów do odczynnika dodawa-
ny jest zwi¹zek wi¹¿¹cy produkty reakcji.

Procedura oznaczenia alkoholu metod¹ enzymatyczn¹ ADH przebiega nastê-
puj¹co: do 0,2 ml próby krwi (lub innego materia³u biologicznego) dodaje siê 1,8 ml
kwasu trójchlorooctowego w celu odbia³czenia próbki. Nastêpnie do kuwety pomiaro-
wej pobiera siê 0,1 ml supernatantu i dodaje 1,5 ml odczynnika ADH. Po doprowa-
dzeniu próbki do temperatury 30oC dokonuje siê pomiaru spektrofotometrycznego.
Wielkoœæ sygna³u analitycznego, tj. absorbancji, jest proporcjonalna do stê¿enia
alkoholu w próbce. Ze wzglêdu na fakt, ¿e spektrofotometria, podobnie jak chro-
matografia gazowa, nie jest metod¹ absolutn¹, to aby wyznaczyæ stê¿enie alkoholu
w badanej próbce nale¿y wykonaæ kalibracjê. Procedura analizy tych roztworów jest
analogiczna do analizy prób krwi.

Zmiennymi wp³ywaj¹cymi na niepewnoœæ wyznaczenie stê¿enia alkoholu metod¹
enzymatyczn¹ ADH s¹ zatem:
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VS – objêtoœæ próby krwi pobranej do badañ,

VSTD – objêtoœæ roztworu wzorcowego (lub kilku roztworów wzorcowych) pobrana
do analizy,

VTCAA

S – objêtoœæ roztworu kwasu trójchlorooctowego u¿yta przy analizie próby
krwi,

VTCAA

STD – objêtoœæ roztworu kwasu trójchlorooctowego u¿yta przy analizie wzorca,

VS

1 – objêtoœæ supernatantu pobrana do badañ (odbia³czonej próby krwi),

VSTD

1 – objêtoœæ roztworu wzorcowego pobrana do analizy po dodaniu kwasu trój-
chlorooctowego,

VADH

S – objêtoœæ odczynnika ADH u¿yta przy analizie próby krwi,

VADH

STD – objêtoœæ odczynnika ADH u¿yta przy analizie roztworu wzorcowego,

RS – sygna³ analityczny (absorbancja) dla etanolu przy analizie próby krwi,

RSTD – sygna³ analityczny (absorbancja) dla etanolu przy analizie roztworu wzor-
cowego,

lS – gruboœæ kuwety pomiarowej przy analizie próby krwi,

lSTD – gruboœæ kuwety pomiarowej przy analizie roztworu wzorcowego,

cSTD – stê¿enie etanolu w roztworze wzorcowym (lub kilku roztworów wzorco-
wych).

Aby oszacowaæ niepewnoœæ wyznaczenia stê¿enia alkoholu metod¹ enzyma-
tyczn¹ ADH, uADH , nale¿y przedstawiæ funkcjê wi¹¿¹c¹ stê¿enie alkoholu w próbce
krwi, cS

0 , ze wymienionymi powy¿ej zmiennymi:

c f V V V V V V V VS S STD TCAA

S

TCAA

STD

S STD ADH

S

ADH

S0 1 1= , , , , , , ,( )TD

S STD S STD STDR R l l c, , , , , . {18}

W tym celu nale¿y szczegó³owo przeanalizowaæ proces analityczny. W pierwszym
etapie próbka krwi jest odbia³czana za pomoc¹ kwasu trójchlorooctowego. Stê¿enie
alkoholu w otrzymanej próbce wynosi zatem:

c c
V

V VS S

S

S TCAA

S

1 0= ×
+

. {19a}

Analogicznie dla roztworu wzorca:

c c
V

V VSTD STD

STD

STD TCAA

STD

1 0= ×
+

, {19b}

gdzie cS

1 i cSTD

1 oznaczaj¹ stê¿enia etanolu w próbce krwi i wzorca po dodaniu kwasu
trójchlorooctowego.

Nastêpnie tak przygotowane próbki krwi i wzorca (VS

1 i VSTD

1 ) umieszczane s¹
w kuwecie pomiarowej i dodawany jest odczynnik ADH w iloœci VADH

S i VADH

STD. Zatem
uzyskane stê¿enia etanolu bêd¹ wynosiæ:

c c
V

V V
c

V

V V

V

V VS S

S

S ADH

S S

S

S TCAA

S

S

S ADH

S

2 1
1

1
0

1

1= ×
+

= ×
+

×
+

, {20a}
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c c
V

V V
c

V

V VSTD STD

STD

STD ADH

STD STD

STD

STD TCAA

2 1
1

1= ×
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= ×
+ STD

STD

STD ADH

STD

V

V V
×

+

1

1 . {20b}

Z prawa Lamberta-Beera wynika, ¿e:

R l cS S S= × ×ε 2 , {21a}

R l cS STD STD= × ×ε 2 . {21b}

Dziel¹c równanie {21a} przez {21b}, otrzymujemy:

R

R

l c

l c

l c

l c

S
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S S

STD STD

S S

STD STD

=
× ×

× ×
=

×

×
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2

2

2

2 . {22}

Wstawiaj¹c zamiast cS

2 i cSTD

2 wyra¿enia z równañ {20a} i {20b}:

( )R

R

l c

l c
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V V V
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S S
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STD S TC
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. {23}

Z równania {23} wynika, ¿e:

( )
c

R

R

l c

l

V V V

V V V
S

S
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S STD

S

STD S TCAA

S
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Gdy V VS STD= , V VTCAA

S

TCAA

STD= , V VS STD

1 1= , V VADH

S

ADH

STD= oraz l lS STD= , to rów-
nanie {24} przyjmuje postaæ:
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S STD

STD
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×

, {25}

która jest zgodna z równaniem {15}. Ró¿nica miêdzy tymi równaniami wynika z inne-
go wymiaru sygna³ów analitycznych.

Analogicznie do metody chromatografii gazowej, b³¹d wyznaczenia stê¿enia
alkoholu metod¹ enzymatyczn¹ ADH, sADH , obliczyæ mo¿na z prawa propagacji b³êdu.
W tym przypadku bêdzie mia³o ono postaæ:
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gdzieYi oznacza zmienne:V V V V V V V V RS STD TCAA

S
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S STD ADH
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S, , , , , , , ,1 1 , , , ,R I ISTD S STD

cSTD.
Wartoœci objêtoœci poszczególnych wartoœci przyjêto zgodnie z wartoœciami stoso-

wanymi w analizach rutynowych (patrz powy¿ej), a wartoœci sygna³ów analitycznych
przyjêto na podstawie oznaczeñ alkoholu w roztworach wzorcowych przygotowanych
na bazie krwi i wody, w których stê¿enie alkoholu wynosi³o 1,0‰. B³¹d pomiaru
objêtoœci wyznaczono metod¹ grawimetryczn¹ (szczegó³y w rozdziale „Materia³
i metody”), b³¹d sygna³u analitycznego z danych walidacyjnych, natomiast b³¹d
stê¿enia alkoholu we wzorcu z certyfikatu analitycznego.

Ca³kowite odchylenie standardowe wynosi³o 0,028‰. Niepewnoœæ pomiarowa
wyznaczenia stê¿enia alkoholu metod¹ enzymatyczn¹ ADH wyznaczona zosta³a
ze wzoru:

u sADH ADH=2 . {27}
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Wartoœæ uADH wynios³a 0,057‰. Bior¹c pod uwagê, ¿e analizy wykonano z u¿y-
ciem wzorców o stê¿eniu alkoholu wynosz¹cym 1,0‰, mo¿na przyj¹æ, ¿e wzglêdna
niepewnoœæ pomiarowa wynosi³a 5,7%.

Zak³adaj¹c, ¿e poszczególne zmienne wp³ywaj¹ce na niepewnoœæ wyznaczenia
stê¿enia alkoholu metod¹ enzymatyczn¹ ADH s¹ niezale¿ne, mo¿na wyznaczyæ ich
udzia³ w ca³kowitej wartoœci b³êdu. Wartoœci te przedstawiono w tabeli II.

Jak wynika z danych zawartych w tabeli II, g³ównym czynnikiem odpowiedzial-
nym za wartoœæ b³êdu analitycznego w metodzie enzymatycznej ADH, podobnie jak
w metodzie chromatografii gazowej, jest niejednorodnoœæ materia³u badawczego, co
rzutuje na du¿y udzia³ b³êdu wyznaczenia wartoœci VS . Ponadto znaczny udzia³ ma
niepewnoœæ wyznaczenia stê¿enia alkoholu we roztworze wzorcowym cSTD. W metodzie
enzymatycznej ADH (spektrofotometrycznej) mniejszy wp³yw na wartoœæ b³êdu ma
niepewnoœæ wyznaczenia sygna³u analitycznego dla próbki i wzorca ( )R RS STD, .

Niepewnoœæ pomiarowa oznaczania alkoholu

Bior¹c pod uwagê, ¿e koñcowy wynik stê¿enia alkoholu obliczany jest w oparciu
o dwukrotn¹ niezale¿n¹ analizê metod¹ GC i dwukrotn¹ niezale¿n¹ analizê metod¹
enzymatyczn¹ ADH, b³¹d wyznaczenia stê¿enia alkoholu mo¿na obliczyæ z nastê-
puj¹cego wzoru:

s
s s

n nTOTAL

GC ADH=
+

-

2 2
1

2 2

( )
, {28}

gdzie n oznacza liczbê pomiarów (n = 4).
Obliczone na podstawie wzoru {28} odchylenie standardowe wynios³o 0,018‰.

Niepewnoœæ pomiarowa wyznaczenia stê¿enia alkoholu przy zastosowaniu powy¿-
szej procedury wynosi zatem 0,036‰, czyli 3,6%.

Oszacowania b³êdu pomiarowego w oparciu o rutynowe oznaczenia

B³¹d wyznaczenia stê¿enia alkoholu we krwi wyznaczono równie¿ w oparciu
o losowo wybrane 204 „pozytywne” wyniki stê¿enia alkoholu uzyskane na prze³omie
kwietnia i maja 2003 roku. Jak wspomniano powy¿ej, ka¿da próba krwi analizowana
jest dwukrotnie metod¹ GC i dwukrotnie metoda enzymatyczn¹ ADH. W przypadku
powtórzonych pomiarów, ich b³¹d mo¿e byæ wyznaczony w oparciu o nastêpuj¹cy
wzór:

( )
s

c c
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i i

i=

-å 1 2

2

2
, {29}

gdzie c i1 i c i2 oznaczaj¹ pierwszy i drugi wynik analizy i-tej próbki, natomiast k ozna-
cza liczbê próbek (k = 204).

Odchylenie standardowe dla metody GC wynios³o 0,074‰, co po uwzglêdnieniu,
¿e œrednie stê¿enie alkoholu wynosi³o 2,46‰ oznacza, ¿e wartoœæ b³êdu wzglêdnego
wynosi³a 3,0%. Bior¹c pod uwagê wzór {17}, wartoœæ niepewnoœci pomiarowej dla
metody chromatografii gazowej wynosi 6,0%.

Dla metody enzymatycznej ADH œredni b³¹d wyniós³ 0,040‰. Uwzglêdniaj¹c, ¿e
œrednie stê¿enie alkoholu wynosi³o 2,46‰, to wartoœæ b³êdu analitycznego by³a
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równa 1,6%. Bior¹c pod uwagê wzór {27}, wartoœæ niepewnoœci pomiarowej dla
metody enzymatycznej ADH wynosi 3,2%.

Odchylenie standardowe stê¿enia alkoholu przy zastosowaniu procedury stoso-
wanej w Instytucie Ekspertyz S¹dowych (2 niezale¿ne analizy GC i 2 niezale¿ne
analizy ADH) obliczone na podstawie wzoru {28} wynosi³o 0,034‰, zaœ niepewnoœæ
pomiarowa 0,068‰. Uwzglêdniaj¹c, ¿e œrednie stê¿enie alkoholu w analizowanych
próbkach krwi wynosi³o 2,46‰, to nale¿y przyj¹æ, ¿e niepewnoœæ wyznaczenia
stê¿enia alkoholu zgodnie z powy¿sz¹ procedur¹ wynosi 2,8%.

WNIOSKI

Przeprowadzone badania pozwoli³y na oszacowanie niepewnoœci pomiarowej
wyznaczenia stê¿enia alkoholu metod¹ chromatografii gazowej oraz metod¹ enzy-
matyczn¹ ADH, a tak¿e ocenê, które zmienne maj¹ najwiêkszy udzia³ w ca³kowitej
wartoœci b³êdu.

Obliczona na podstawie prawa propagacji b³êdu wartoœæ niepewnoœci pomiarowej
dla metody GC wynios³a 7,0%, zaœ dla metody ADH 5,7%. G³ównym czynnikiem
odpowiedzialnym za b³¹d jest niejednorodnoœæ materia³u poddawanego badaniu (od-
powiednio 45% i 65% dla metody GC i ADH) oraz b³¹d wyznaczenia stê¿enia w roz-
tworach wzorcowych. Niepewnoœæ pomiarowa wyznaczona na podstawie wyników
oznaczeñ rutynowych wynios³a dla metody GC 6,0%, natomiast dla metody ADH 3,2%.

Niepewnoœæ wyznaczenia stê¿enia alkoholu zgodnie z procedur¹ stosowan¹
w Instytucie Ekspertyz S¹dowych, tj. 2 niezale¿ne analizy GC i 2 niezale¿ne analizy
ADH, wynosi poni¿ej 4% (3,6% – licz¹c z prawa propagacji b³êdu oraz 2,8% – na
podstawie oznaczeñ rutynowych).

Przeprowadzona analiza teoretyczna oraz wyniki doœwiadczalne wskazuj¹, ¿e
przyjêcie niepewnoœci wyznaczenia stê¿enia alkoholu jako 0,05‰ dla stê¿eñ po-
ni¿ej 1,0‰, natomiast dla wy¿szych stê¿eñ 5%, pozwoli na uwzglêdnienie w otrzy-
manym wyniku wszystkich b³êdów, jakie mog¹ wyst¹piæ podczas przeprowadzania
analiz.
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