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1.
PRINCIPI BASE PER LA GARANZIA DELLA QUALITA’ DEI RISULTATI ANALITICI
La garanzia della qualità dei risultati delle analisi eseguite da un laboratorio si concretizza attraverso l’applicazione di quattro principi base:

1) Le misure devono essere condotte seguendo metodi validati

2) Devono essere utilizzati Materiali di Riferimento Certificati per assicurare la riferibilità delle misure

3) I laboratori devono prevedere una verifica indipendente delle loro prestazioni partecipando a programmi collaborativi di analisi interlaboratorio nazionali ed internazionali

4) I laboratori devono ricercare l’approvazione indipendente del loro Sistema Qualità preferibilmente mediante l’accreditamento
2. 
ELEMENTI DI VALUTAZIONE DEL GRADO DI CORRISPONDENZA TRA VALORE VERO E RISULTATO ANALITICO
La qualità di un dato analitico si compone di diversi elementi: rappresentatività del campione, accuratezza e precisione.
Per ottenere dati di buona qualità è necessario utilizzare metodi analitici affidabili, eseguire oculatamente le operazioni necessarie tenendole sotto controllo con opportune tecniche di verifica.
2.1. Rappresentatività del campione

I risultati di una misura non sono utilizzabili se non riflettono la composizione del campione o se il campione non rappresenta la popolazione (ad esempio la zona di suolo) da cui è stato prelevato.

Spesso il campionamento è lo stadio più critico nell’intero processo analitico ed è quello che limita di più l’accuratezza dell’analisi. Questo è particolarmente vero quando il campione da analizzare è un sistema di grandi dimensioni e non omogeneo, come ad esempio un lago, un suolo, un pezzo di tessuto animale.

Il prodotto finale dello stadio di campionamento è costituito da pochi grammi o chilogrammi e può costituire una parte rispetto a 107 o 108 del materiale di partenza. Comunque il campione deve avere, nei limiti del possibile, una composizione identica alla composizione media della massa totale.
Esistono in letteratura numerose procedure da seguire, spesso basate su considerazioni statistiche, per stabilire il numero, la dimensione e l’ubicazione dei punti di prelievo dei campioni, a seconda della natura del materiale da analizzare. In generale si può affermare che la rappresentatività del risultato analitico aumenta all’aumentare del numero di campioni prelevati ed analizzati, in particolare se tali campioni derivano da punti diversi del materiale di partenza.
2.2. Accuratezza

Rappresenta la differenza tra il valore della media dei risultati e il valore vero o ritenuto tale della quantità misurata. L’accuratezza è una misura dell’errore sistematico di una misura e dipende da due fattori: il metodo di analisi e le modalità di applicazione nel laboratorio.

L’accuratezza può essere valutata mediante prove interlaboratorio.

2.3. Precisione

La precisione rappresenta la vicinanza o dispersione dei risultati ottenuti dall’analisi dello stesso campione.

La precisione è descritta dalla deviazione standard dei risultati o dalla stima della medesima.

Essa è valutata attraverso l’esecuzione di analisi replicate. 

Si distingue inoltre tra:

· ripetibilità: grado di accordo tra le misure nella stessa matrice ottenute con lo stesso metodo dallo stesso analista nello stesso laboratorio in un tempo ragionevolmente breve;

· riproducibilità: grado di accordo tra misure della stessa grandezza nella stessa matrice, ottenute con lo stesso metodo in laboratori diversi.

2.4. L’errore

I risultati di qualunque analisi sono affetti da errore. Gli errori si possono suddividere in due categorie principali: errori sistematici, collegati all’accuratezza del risultato, ed errori casuali, collegati alla precisione.
L’errore sistematico (in inglese bias) è di entità costante, o variabile secondo criteri costanti, ed ha cause ben definite ed individuabili. Ogni errore altera la grandezza misurata sempre nella stessa direzione (è cioè sempre positivo o negativo). Gli errori sistematici possono essere dovuti al metodo, alle apparecchiature, ai reagenti, ai contenitori, all’operatore. Gli errori sistematici possono quindi essere minimizzati con la scelta di metodi di analisi validi, con la manutenzione delle apparecchiature, con l’utilizzo di reagenti di buona qualità e con la competenza dell’analista.

L’errore casuale o indeterminato è accidentale e può modificare il risultato sia in eccesso sia in difetto. Questi errori sono inevitabili: infatti ripetendo più volte la stessa analisi sullo stesso campione con lo stesso metodo, i risultati ottenuti saranno diversi e mostreranno fluttuazioni intorno al valore medio. Gli errori casuali, proprio perchè sono sia positivi sia negativi, tendono a compensarsi all’aumentare del numero di repliche.

Gli errori casuali non possono essere evitati, ma possono essere ridotti standardizzando le procedure di analisi ed operando con grande cura ed attenzione. 

Tali errori possono essere trattati come dovuti a fluttuazioni statistiche.

3.
caratteristiche E VALIDAZIONE di un metodo di analisi

Un metodo di analisi può essere descritto attraverso i seguenti parametri:

- la ripetibilità e la riproducibilità, descritte al precedente paragrafo,

- la sensibilità,
- il limite di rivelabilità,
- l’intervallo dinamico (lineare),
- la specificità e la selettività,
- la robustezza.

La sensibilità di un metodo rappresenta il segnale misurato per una concentrazione unitaria. Maggiore è la variazione del risultato ad una variazione unitaria della concentrazione dell’analita ricercato e maggiore è la sensibilità del metodo.

Il limite di rivelabilità di un metodo di analisi, secondo l’IRSA (Istituto di Ricerca sulle Acque), è il valore minimo delle grandezze da misurare (quantità o concentrazione) che dà luogo ad un risultato che ha una certa probabilità (generalmente il 95%) di essere valutato statisticamente maggiore del risultato che si sarebbe ottenuto se in quello stesso campione la grandezza avesse avuto valore zero (bianco, fondo).

L’EPA (Environmental Protection Agency) invece definisce il “limite di rivelabilità del metodo” (MDL) come la minima concentrazione di sostanza che può essere misurata e riportata con livello di confidenza del 99% che la concentrazione di analita sia maggiore di zero.

Vi sono varie altre definizioni del limite di rivelabilità e di conseguenze diverse metologie per determinarlo. In ogni caso la conoscenza del limite di rivelabilità di un metodo è utile sia per conoscere le potenzialità del metodo stesso, sia per esprimere un risultato di analisi non significativamente diverso da zero. In questo caso il risultato non viene riportato come zero ma viene indicato come inferiore al limite di rivelabilità.

L’intervallo dinamico è l’intervallo di validità della dipendenza funzionale del segnale dalla concentrazione. Nella maggior parte dei casi si opera in condizioni di dipendenza lineare del segnale dalla concentrazione, e si parla quindi di intervallo dinamico lineare, che rappresenta l’intervallo di concentrazione entro il quale il segnale aumenta linearmente all’aumentare della concentrazione stessa. Si definisce inoltre un intervallo analitico o di lavoro, che rappresenta l’intervallo tra la concentrazione minima e massima nel quale si possono effettuare misure accurate.

La selettività di un metodo di analisi indica in che misura la determinazione di un elemento è affetta da interferenze da parte di altri analiti o componenti della matrice.

Un metodo completamente selettivo è in grado di determinare l’analita senza interferenze e viene detto specifico.

La robustezza descrive l’indipendenza dei risultati da piccole variazioni nell’esecuzione della procedura.

A titolo di esempio, un metodo robusto è per nulla o molto poco sensibile ad un aumento di concentrazione di un reagente da 1,0 a 1,1 M oppure ad un aumento della temperatura di riscaldamento da 95 a 100°C, o infine ad una diminuzione di pH di una della soluzioni reagenti da 5,0 a 4,7.

Per validare un metodo di analisi si procede in tre stadi:

· valutazione del limite di rivelabilità del metodo e della accuratezza e ripetibilità (da parte di un singolo operatore). Per determinare queste due ultime caratteristiche si analizzano standard a diverse concentrazioni in ogni matrice alla quale il metodo verrà applicato, considerando almeno 7 (preferibilmente 10 o più) aliquote per ciascuna concentrazione. Una delle concentrazioni deve essere pari o appena superiore al limite di rivelabilità del metodo, un’altra deve essere relativamente elevata, in modo da identificare l’intervallo di applicabilità del metodo. Facendo analisi a concentrazioni diverse si valuterà anche la relazione tra la quantità presente nel campione e l’accuratezza e precisione ottenibili: tale relazione può essere costante, lineare o curvilinea ed è una caratteristica significativa del metodo;

· analisi di campioni incogniti: vengono analizzati standard il cui valore è sconosciuto all’analista. Vanno effettuate più repliche dell’analisi di ciascun campione incognito: la quantità media recuperata dovrebbe cadere all’interno di 3s, ma preferibilmente entro 2s, rispetto alla concentrazione media dello standard. Gi standard possono essere preparati da altri analisti del medesimo laboratorio a partire da reagenti a grado di purezza analitico oppure da standard commerciali;

· valutazione della robustezza del metodo: è particolarmente importante determinare questa caratteristica se il metodo viene proposto come metodo di riferimento. Vanno individuati gli stadi del metodo in cui è importante operare rigorosamente e quelli in cui è tollerata una minore attenzione. L’Association of Official Analytical Chemists (AOAC) statunitense, ad esempio, suggerisce di studiare la robustezza attraverso otto analisi separate finalizzate a determinare l’effetto della variazione di sette diversi aspetti di una procedura analitica.
4. L’ESPRESSIONE DEI RISULTATI

4.1. La distribuzione normale

Se si ripetono più misure sullo stesso campione nelle stesse condizioni, i risultati non saranno coincidenti, ma distribuiti casualmente intorno ad un valore medio a causa della presenza di errori sperimentali.

Se si effettuasse un numero infinito di misure, i valori sarebbero solitamente distribuiti secondo una distribuzione normale o gaussiana.

In assenza di errori sistematici, il valore massimo della curva gaussiana µ rappresenta il valore vero della grandezza misurata.

Gli altri valori saranno distribuiti uniformemente intorno alla media: intuitivamente, infatti, ci sono molte cause che spingono in un senso o nell’altro il risultato sperimentale, per cui errori positivi o negativi sono ugualmente probabili. L’ampiezza della distribuzione normale, cioè la dispersione dei valori intorno alla media, è espressa mediante la deviazione standard.
Esistono altri modelli di distribuzione di dati (ad esempio log-normale, di Poisson), che non verranno trattati in questa sede. Infatti nel caso in cui i dati della grandezza misurata diano luogo a valori di una serie continua, come avviene nella gran parte delle applicazioni della chimica analitica, si assume solitamente che essi seguano una distribuzione normale.
4.2. L’espressione dei risultati in un caso reale

Un analista non dispone di un numero infinito di misure e quindi non è possibile determinare il valore effettivo dei parametri statistici µ e . 

Si immagina che i risultati dell’analisi rappresentino un campione statistico di una popolazione infinita di dati, le cui deviazioni dal valore medio sono regolate dalle leggi della statistica. 

Si calcolano una stima della media e della deviazione standard. I valori veri dei due parametri sono espressi con lettere greche (µ e ), mentre le loro stime sono indicate con lettere dell’alfabeto moderno (x e s). 

Il risultato dell’analisi viene quindi espresso attraverso la stima della media e la stima della deviazione standard

Il valore medio che si ottiene è affetto da un’incertezza tanto maggiore quanto minore è il numero dei risultati.

4.3. Cifre significative ed arrotondamento

Quando si riporta un risultato, si ipotizza che tutte le cifre riportate siano note con certezza tranne l’ultima, che può essere incerta. Si dice che un tale risultato contiene solo cifre significative. Ad esempio un valore di 103.4 mg/kg significa che 103 è un dato certo, ma 4 potrebbe essere 3 o 5 o anche 2 o 6, a causa dell’inevitabile incertezza nella procedura analitica. 

Per arrotondare un risultato si eliminano le cifre non significative. Se la prima cifra eliminata è maggiore o uguale a 6, la cifra precedente è aumentata di 1. Se la cifra è 0-4, la cifra precedente è immutata. Se si elimina 5, si arrotonda la cifra precedente al più vicino numero pari: cioè 2.25 diventa 2.2 e 2.35 diventa 2.4.

La cifra zero in un numero può essere significativa o no a seconda della sua posizione e del modo in cui il numero è espresso.

Si possono evidenziare i seguenti casi:

a) per un numero decimale lo zero è significativo se 

· è posizionato tra altre due cifre significative (ad esempio 15,08)

· è collocato alla fine del numero, dopo altre cifre significative (ad esempio 8,320)

b) per un numero decimale lo zero non è significativo se

· è collocato all’inizio del numero (ad esempio 0,0057: il numero di cifre significative è 2 ed il numero può essere indicato come 5,7x10-3)

c) per un numero intero lo zero è significativo se

· è compreso tra altre due cifre significative (ad esempio 405, 15003)

· è collocato alla fine del numero ed è chiaramente specificato che si tratta di una cifra significativa (ad esempio: pesare 350  2 g di cloruro di sodio)

d) per un numero intero lo zero non è significativo se

è collocato alla fine del numero e non è indicato se è una cifra significativa (ad esempio il numero di cifre significative nel numero 42000 non è chiaro, perché potrebbe corrispondere a 4,2104, o 4.20104 e così via).

Nei casi di ambiguità, conviene esprimere il numero con la notazione scientifica (ad esempio 1800 può diventare 1,800103) oppure accompagnare il risultato con la stima della sua incertezza.

Quando si eseguono calcoli matematici, conviene trascinare il massimo numero di cifre e arrotondare alle cifre significative solamente il risultato finale.

Per esprimere il risultato con il corretto numero di cifre valgono queste semplici regole:

- quando si moltiplicano due numeri, il risultato avrà le stesse cifre significative del numero con meno cifre. Ad esempio 8,43  6,937 = 58,5.

- se si esegue un’addizione o sottrazione, il numero con meno cifre decimali limita il numero di cifre del risultato. Ad esempio 2,342+ 1,73  + 6,58 = 10,65.

5. BUONA PRATICA DI LABORATORIO
5.1. Introduzione
“Buona pratica di laboratorio” è il termine usato per descrivere le operazioni che si dovrebbero quotidianamente compiere in laboratorio. 
Per ottenere risultati analitici di buona qualità occorre una piena comprensione del metodo di analisi e degli stadi in cui possono verificarsi degli errori. E’ necessario conoscere le reazioni chimiche previste nel metodo, dall’estrazione alla determinazione finale.

E’ noto che la forza di una catena non è maggiore della forza del suo anello più debole. Pertanto in un metodo analitico tutte le parti sono vitali per il successo della determinazione.

Il sistema di qualità del laboratorio accerterà che il metodo da seguire sia scritto e che la documentazione sulle operazioni eseguite e sui risultati ottenuti sia redatta correttamente.

E’ importante che il campione venga correttamente conservato dal prelievo fino al momento dell’analisi.
Il tipo e materiale dei contenitori in cui raccogliere e conservare il campione dipende dalla natura degli analiti da determinare. Per le determinazioni trattate nel presente testo, i campioni di suolo possono essere conservati in recipienti di polietilene. I contenitori in plastica non vanno invece utilizzati per i campioni nei quali è prevista la determinazione di microinquinanti organici, perché potrebbero verificarsi delle contaminazioni. 

5.2. I contenitori
I contenitori sono utilizzati in laboratorio per svariati scopi: conservare campioni e reagenti, misurare volumi, far avvenire le reazioni, misurare le concentrazioni, smaltire gli scarti. In tutti i casi è importante che il contenitore rimanga inerte nei confronti del contenuto. Un contenitore deve proteggere il contenuto da contaminazioni esterne e assicurarsi che il contenuto non influenzi l’ambiente esterno.

La vetreria volumetrica è costituita da vetreria calibrata ed utilizzata per misure di volume. E’ costituita da matracci, pipette e burette tarate. Quando non è necessaria una misura esatta, si possono utilizzare anche cilindri e pipette graduati. 

La vetreria volumetrica può essere tarata TC (to contain), come ad esempio i matracci, oppure TD (to deliver) come le burette.

Quando è possibile è opportuno utilizzare recipienti e vetreria con giunti standardizzati, che sono intercambiabili e rendono più veloce e versatile l’assemblaggio delle apparecchiature.

I recipienti per i campioni e per i reagenti devono essere accuratamente lavati prima dell’uso.

Le sostanze solubili possono essere rimosse semplicemente per lavaggio con acqua calda o fredda e risciacquo finale con piccole porzioni di acqua distillata.

Altre sostanze più difficili da eliminare possono essere rimosse con detergenti, solventi organici, miscela cromica, acido nitrico o acqua regia.

5.3. I reagenti
L’acqua è il principale reagente usato in un laboratorio chimico, impiegata per le diluizioni, per preparare le soluzioni dei reagenti, per il risciacquo della vetreria.

E’ molto importante che l’acqua utilizzata per le analisi non contenga concentrazioni rilevabili degli analiti o sostanze che interferiscano con l’analisi. 
In generale, se possibile, conviene utilizzare sistemi di deionizzazione accoppiati con mezzi di purificazione di sostanze organiche, ad esempio carbone attivo, seguiti da filtrazione per rimuovere il particolato: con questo procedimento si ottiene acqua di ottima qualità. Tuttavia anche l’acqua distillata comune è utilizzabile per molte analisi: le procedure di controllo di qualità, in particolare l’analisi di bianchi, ne possono indicare le possibilità ed i limiti di applicazione.

I prodotti chimici usati in laboratorio e presenti in commercio sono disponibili a diversi gradi di purezza. A meno che non sia specificato diversamente, si utilizzano reagenti di grado di purezza analitico. Per applicazioni particolari sono necessari reattivi ad elevata purezza o esenti da tracce degli analiti di interesse: Le case produttrici hanno linee di reagenti con caratteristiche diverse a seconda delle applicazioni.

I reagenti solidi possono diminuire la loro purezza per assorbimento di umidità o di gas dall’atmosfera. In alcuni casi la loro degradazione non è recuperabile, come per l’idrossido di sodio che si combina con l’anidride carbonica dell’aria convertendosi parzialmente in carbonato. In altri casi si può eliminare la presenza di umidità nei solidi. Se il materiale è stabile al riscaldamento si può riscaldarlo in stufa, raffreddarlo e pesarlo, ripetendo l’operazione fino a peso costante. Composti termicamente instabili possono essere “essiccati” ponendoli in un essiccatore e facendo il vuoto. 

E’ importante che i campioni ed i reagenti siano conservati correttamente in modo da preservare la loro integrità. Le condizioni di conservazione devono essere tali che il reagente o il campione non subisca cambiamenti e non causi danni o comunque influenzino l’ambiente circostante. Deve quindi essere contenuto in un recipiente correttamente sigillato e dotato di un’etichetta chiara. I contenitori saranno conservati in un armadio, frigorifero, congelatore e così via a seconda delle loro caratteristiche. La scelta sarà dettata dalle proprietà del campione e dalla necessità di proteggerlo dalla luce, elevata temperatura, umidità, polvere e influenze chimiche o microbiologiche. 

Gli analiti presenti in un campione possono essere persi a vari stadi della procedura analitica per diverse ragioni:

· degradazione a causa del calore, ossidazione

· precipitazione durante la dissoluzione del campione

· perdite per volatilizzazione durante la digestione, o evaporazione

· perdite per adsorbimento sulle superfici dei contenitori. Questo è particolarmente importante nell’analisi di tracce

· estrazione incompleta dell’analita dalla matrice. Può essere un problema fisico derivante dall’incompleta penetrazione del solvente di estrazione nella matrice. In alternativa, ci può essere un legame chimico molto forte tra la matrice e l’analita. Ad esempio nel suolo la frazione di metallo legata alla componente argillosa del suolo stesso è più difficile da rimuovere delle frazioni presenti in forma scambiabile o legata a sostanze organiche.

L’etichettatura di reagenti e soluzioni è un aspetto importante della gestione del laboratorio, per rendere chiara l’identità e lo stato dei reagenti, dei materiali e degli apparecchi.

L’etichetta dovrebbe resistere all’esposizione al sole od al contatto accidentale con sostanze chimiche.

E’ importante indicare sulle soluzioni, e soprattutto sulle soluzioni standard, non solo la composizione ma anche il solvente e la data di preparazione.

5.4 L’ambiente di laboratorio
L’ambiente di laboratorio può influenzare la qualità delle misure attraverso vari fattori: vibrazioni, polvere, luce solare, radiazioni, campi elettrici e magnetici, rumore, fluttuazioni in temperatura e umidità. 

L’analista in genere ha scarsa influenza sulla struttura e disposizione di un laboratorio preesistente, ma può cercare di migliorare alcuni aspetti. Ad esempio è possibile:

· richiedere l’installazione di condizionatori per mantenere l’ambiente a temperatura costante;

· modificare la disposizione degli strumenti per evitare interferenze reciproche;

· accordarsi con gli altri analisti per svolgere in tempi diversi operazioni od analisi che potrebbero causare interferenze sull’analisi in corso. 

5.5. La sicurezza
La sicurezza è un elemento fondamentale in ogni laboratorio chimico. Anche qui, come in ogni posto di lavoro, devono essere rispettate le norme della legislazione italiana in termini di sicurezza (D. Lgs. 81/2008).

Le principali norme di comportamento da adottare per garantire la sicurezza in un laboratorio chimico sono:

· indossare camice, guanti e occhiali protettivi; se necessario, indossare altri dispositivi di protezione individuale (es. maschere antipolvere, antigas o dotate di impianto di respirazione autonomo);

· leggere le schede di sicurezza relative ai prodotti chimici utilizzati, al fine di conoscere gli eventuali rischi legati al loro uso e le norme da seguire per la loro manipolazione;

· prima di eseguire operazioni non ben conosciute, consultarsi con personale esperto; 

· leggere le istruzioni del produttore prima di utilizzare un’apparecchiatura; gli apparecchi devono essere usati esclusivamente per il loro uso specifico. Non si devono utilizzare attrezzi impropri o di fortuna;

· utilizzare reagenti volatili (acidi, ammoniaca, solventi organici…) solo sotto cappa. Analogamente, effettuare sotto cappa tutte le operazioni che possono generare fumi o vapori;

· tenere le sostanze infiammabili lontane da fiamme libere o da apparecchiature elettriche senza protezione antiscintilla;

· conservare i reagenti in contenitori chiusi e in armadi adatti;

· etichettare i contenitori dei reagenti, indicando gli eventuali rischi; i simboli e le frasi di rischio (frasi R) e le norme per l’uso sicuro e la conservazione dei prodotti (codici S) che sono riportate nel D.M. 17/12/1977;

· aprire i recipienti con cautela, dirigendone l’imboccatura lontano da se stessi e da altre persone. Se il recipiente viene prelevato da un ambiente a temperatura diversa, aspettare che la temperatura si equilibri con quella dell’ambiente.

· fissare saldamente i tubi di adduzione o scarico di acque;

· adottare misure di protezione per le operazione in pressione o in depressione, che possono causare esplosioni o implosioni; utilizzare con cautela i gas compressi in bombole;

· tenere le apparecchiature elettriche lontano da schizzi d’acqua, solventi, sostanze corrosive;

· curare l’ordine e la pulizia del posto di lavoro occupato e riporre il materiale non utilizzato;

· non portare oggetti alla bocca o agli occhi e lavarsi le mani al termine del lavoro;

· non pipettare aspirando a bocca;

· pulire immediatamente qualunque sversamento;

· conoscere le misure di primo soccorso da adottare in caso di incidente ed il comportamento da tenere in presenza di un incendio.

Anche la struttura e la dotazione del laboratorio devono rispettare la normativa vigente in termini di sicurezza. In particolare in un laboratorio devono essere presenti:

· cappe aspiranti;

· armadi di sicurezza per la conservazione di solventi e prodotti chimici;

· docce, lavaocchi e materiale per primo soccorso, in caso di incidenti;

· cartelli che segnalino, mediante i simboli convenzionali, pericoli particolari derivanti da radiazioni ionizzanti, materiale infiammabile e così via;

· schede di sicurezza di tutti i prodotti chimici presenti;

· estintori, dispositivi di rilevamento di incendi e di vapori di sostanze volatili;

· sistema di raccolta dei reflui.

5.6. Gestione della strumentazione

La regolare manutenzione della strumentazione garantisce una maggiore durata e un miglior funzionamento.

In primo luogo gli strumenti vanno mantenuti puliti e eventuali sversamenti di prodotti chimici vanno subito puliti. I manuali di ciascuno strumento indicano in genere altre operazioni da compiere periodicamente per mantenere gli strumenti in buone condizioni. La pulizia di strumenti delicati può causare loro dei danni. Se il manuale dello strumento non contiene istruzioni chiare per la pulizia, è più sicuro affidarsi ai tecnici.

Le parti di ricambio dovrebbero essere controllate e periodicamente sostituite. Conviene tener traccia dell’utilizzo e di tutti gli interventi tecnici e di manutenzione effettuati sullo strumento in modo da avere a disposizione la sua “storia”.

Gli strumenti devono essere stabilizzati e il loro funzionamento deve essere ottimizzato prima di iniziare un’analisi. 
E’ inoltre necessaria una calibrazione prima di procedere con le misure, mentre la verifica dell’efficienza degli strumenti durante un insieme di analisi è realizzata con procedure di controllo di qualità.

La calibrazione di uno strumento o di un’apparecchiatura (ad esempio la vetreria) consiste nel confronto tra una quantità misurata con un valore di riferimento. La calibrazione è un aspetto molto importante di una misura: la validità di un risultato dipende infatti dalla validità della calibrazione. 

Si possono distinguere due componenti:

- calibrazione “fisica”, finalizzata alla verifica che gli strumenti funzionino correttamente;

- calibrazione “chimica” con soluzioni a concentrazione nota, che possono essere misurate separatamente dai campioni (standard esterni) o fare parte dei campioni stessi (standard interni).

Per quanto riguarda la calibrazione “fisica”, tutti gli strumenti (vetreria volumetrica, forni, muffole, bilance, strumenti per le analisi) devono essere calibrati con standard documentabili a intervalli regolari di tempo. 

La calibrazione deve essere effettuata spesso, con frequenza dipendente dal tipo di strumento. 

La calibrazione “chimica” viene effettuata in due modi: usando standard chimici puri (cioè quantità note di analita sciolte o diluite nell’opportuno solvente) oppure matrici tipiche (uguali o molto simili alla matrice da analizzare) in cui la quantità di analita presente è ben nota. Questi si chiamano materiali di riferimento.

Secondo le definizioni ISO (International Organization for Standartization):

· un materiale di riferimento è un materiale o una sostanza di cui una o più proprietà sono sufficientemente note da essere usate per la calibrazione di un metodo, o per assegnare valori a materiali;

· un materiale di riferimento certificato è un materiale di riferimento di cui una o più proprietà sono certificate da una procedura tecnicamente valida, accompagnata da un certificato o da un’altra documentazione emessa da un ente certificatore.

I materiali di riferimento certificati hanno cinque applicazioni principali:

· calibrazione e verifica di processi di misura in condizioni di routine;

· controllo di qualità interno e schemi di assicurazione di qualità;

· verifica dell’applicazione corretta di metodi standardizzati;

· sviluppo e validazione di nuovi metodi di misura;

· calibrazione di altri materiali.

Lo sviluppo e caratterizzazione di materiali di riferimento è un processo costoso, che si riflette sul loro prezzo di vendita. Per questo motivo i materiali di riferimento sono utilizzati principalmente per la validazione iniziale di un metodo. Non è economico usare un materiale di riferimento per il controllo di qualità di routine, ma esso può essere utilizzato per calibrare altri materiali secondari più economici con i quali effettuare il controllo di qualità quotidiano.

I dati della calibrazione servono a provare che un sistema è funzionante, e che i risultati ottenuti sui campioni sono corretti, ed indicano quando le prestazioni si stanno deteriorando. 

Conviene costruire carte di controllo, in modo da evidenziare effetti di deriva verso l’alto o verso il basso della sensibilità di risposta. Con una carta di controllo si può determinare in quanto tempo, dopo la calibrazione, i valori cadono al di fuori degli intervalli considerati accettabili. La frequenza di ricalibrazione deve essere collocata all’interno di questo intervallo.

Se la procedura di calibrazione rivela che lo strumento non è all’interno di limiti accettabili, occorre un’azione correttiva, che può essere una calibrazione “fisica”, la manutenzione o la riparazione dello strumento. 

6. IL CONTROLLO DI QUALITÀ
Il controllo di qualità descrive le misure da adottate per verificare la validità dei risultati ottenuti in un laboratorio.

Il suo scopo è assicurare che il sistema analitico funzioni correttamente. La stessa misura ripetuta più volte da risultati fra loro sempre diversi a causa di una leggera variazione nelle risposte. Il controllo di qualità serve a verificare che queste fluttuazioni siano accettabili e non dovute a errori sistematici.

Il controllo di qualità interno, cioè eseguito autonomamente dal laboratorio senza collaborazioni esterne, si suddivide in due categorie:

- controllo di qualità del dato analitico, da effettuarsi per ogni gruppo di misure;

- controllo di qualità del laboratorio, da effettuarsi periodicamente.

6.1. Il controllo di qualità del dato analitico

Il controllo di qualità del dato analitico è composto di diversi elementi, che dovrebbero regolarmente far parte di ogni procedura di analisi, quando applicabili: la calibrazione di cui si è già detto sopra, la valutazione del recupero, l’analisi di bianchi, l’analisi di materiali di riferimento, le analisi replicate, le carte di controllo, l’analisi di campioni “ciechi”.
a) Valutazione del recupero
Aggiungendo al campione quantità note di analita e misurandone il grado di recupero si evidenzia l’eventuale presenza di perdite durante i vari stadi dell’analisi e di effetti matrice. Il recupero della frazione di analita aggiunto è un argomento a favore della qualità del dato analitico, ma non esclude del tutto la presenza di effetti matrice, soprattutto in sistemi complessi come il suolo. Infatti non sempre l’analita già presente nel campione, e magari fortemente legato alla sua struttura, si comporta esattamente come la frazione aggiunta dall’esterno.

Per ovviare, almeno in parte a questo inconveniente, si raccomanda di aggiungere l’analita alla matrice e lasciarlo in contatto almeno 12 ore prima delle successive operazioni, in modo che possa avvenire un’interazione tra matrice e analita stesso.

b) Analisi di bianchi
Almeno il 5% dei campioni analizzati dovrebbe essere costituito da bianchi. In questo modo si verifica la purezza dei reagenti e il bianco totale della procedura. Il bianco della procedura è determinato seguendo il procedimento in ogni suo stadio ed usando le stesse quantità di reagenti impiegate per i campioni. E’ necessario inoltre analizzare un bianco dopo la misura di ogni campione con concentrazione maggiore dello standard più alto o comunque quando c’è il pericolo di effetti memoria.

c) Analisi di materiali di riferimento
Periodicamente è opportuno analizzare materiali di riferimento diversi da quelli usati per la calibrazione. Si possono seguire due procedure;

· analisi di soluzioni a concentrazione nota di analita preparate in laboratorio, in genere a concentrazione tra 5 e 50 volte il limite di rivelabilità del metodo, o vicine ai livelli presenti nei campioni, se maggiori;

· analisi di materiali di riferimento certificati. Questa seconda opzione è da preferirsi ogni qual volta siano disponibili materiali certificati per l’analita cercato.
d) Analisi replicate
L’analisi ripetuta dello stesso campione deve essere fatta per il 5% o più dei campioni per stabilire la precisione (ripetibilità) dell’analisi.

Analizzando più volte la stessa soluzione di campione dopo il pretrattamento si valuta la ripetibilità del sistema di misura.

Sottoponendo più aliquote di campione all’intero procedimento di analisi si valuta la ripetibilità di tutto il metodo e l’omogeneità del campione stesso.

e) Carte di controllo
Una carta di controllo è semplicemente un diagramma in cui i valori di una grandezza sono riportati in funzione del tempo. Più misure ripetute di una concentrazione, anche usando lo stesso metodo di analisi, mostrano una variabilità naturale. L’insieme dei risultati o popolazione ha un valore medio e i valori sono distribuiti simmetricamente intorno alla media in una distribuzione normale. Statisticamente è improbabile (5% di probabilità) che un componente della popolazione sia più distante dalla media di due volte la deviazione standard, e molto più improbabile (0,3% di probabilità) che sia più lontano di tre volte la deviazione standard.
Se quindi i valori deviano dalla media in misura maggiore, è probabile che siano avvenute delle variazioni nel sistema di misura che hanno alterato le sue prestazioni. Una carta di controllo rende evidenti queste variazioni; spetta poi all’analista decidere se esse siano significative e se è necessario intervenire per prevenirle.

Il tipo più semplice di carta di controllo è la carta di Shewhart. E’ usata tipicamente per seguire la variazione quotidiana di un processo analitico. Si valuta la variazione del risultato dell’analisi di una soluzione standard. Si riporta il risultato sull’asse y in funzione del tempo. Si può riportare sia il valore assoluto sia la differenza dal valore medio. Finchè la variazione nella misura è accettabile, è ragionevole assumere che i risultati misurati per i campioni siano anche accettabili.

Per decidere i limiti di accettabilità, lo standard viene misurato più volte e i risultati vengono utilizzati per calcolare la media e la deviazione standard. La carta di controllo può evidenziare tendenze ad un costante progressivo aumento o diminuzione della risposta o la presenza di risultati al di fuori dei limiti di allarme e di intervento. Comunemente si utilizzano limiti di allarme a 2s e limiti di intervento 3s. 

f) Analisi di campioni “ciechi”
I campioni “ciechi” sono repliche di campioni o soluzioni a concentrazione nota, aventi una concentrazione tra 5 e 50 volte maggiore del limite di rivelabilità del metodo, che vengono inseriti nel blocco di campioni da analizzare all’insaputa dell’analista: l’analista può essere informato della presenza di campioni “ciechi”, ma non deve sapere quali sono. La competenza dell’operatore viene valutata dalla precisione e accuratezza dei risultati ottenuti dall’analisi di tali campioni. Essi possono essere inviati dal cliente oppure dal responsabile del laboratorio.

6.2. Il controllo di qualità del laboratorio

Accanto al controllo della qualità di un insieme di misure o di un singolo strumento, un laboratorio deve prevedere periodici controlli sulla corretta gestione di tutte le fasi analitiche.

Oltre ai controlli svolti da enti esterni, è importante che esista un sistema di verifiche interne; i risultati di tali verifiche possono risultare complementari, perchè una persona estranea al laboratorio evidenzia aspetti negativi che sfuggono al personale interno e viceversa.

Gli aspetti del sistema di gestione di un laboratorio chimico che può essere utile verificare sono i seguenti:

- ambiente di laboratorio,
- apparecchiature di misura,
- procedure e metodi,
- personale,

- soluzioni standard e reagenti,

- controllo di qualità,

- gestione dei campioni.
6.3. Il controllo di qualità esterno: i proficiency test
I laboratori hanno come unica possibilità di valutazione indipendente della propria competenza la partecipazione a campagne di valutazione gestite da organizzazioni specializzate e consistenti nell’analisi del medesimo campione, preparato in aliquote omogenee, da parte di diversi laboratori.
Tali studi o prove valutative interlaboratorio (proficiency test o ring test) possono evidenziare problemi e fornire soluzioni proprio attraverso il confronto dei risultati ottenuti dai partecipanti ed in particolare tra quelli di ciascun laboratorio e i valori medi o mediani dei risultati di tutti i laboratori che costituiscono i valori di consenso, assunti come i più vicini al valore vero.
Secondo il programma VAM (Valid Analytical Measurement) della LGC (Laboratory of the Government Chemist) i requisiti che le prove valutative interlaboratorio devono sempre garantire sono:

· i campioni devono essere distribuiti regolarmente ad un certo numero di laboratori partecipanti, che restituiscono i risultati al coordinatore entro un tempo prestabilito;

· i campioni distribuiti devono essere omogenei per garantire che le differenze fra i risultati dovute al campione sono minime;

· i livelli degli analiti misurati nei campioni devono essere realistici e rappresentativi di quelli normalmente misurati dai laboratori;

· i campioni devono essere di matrice simile a quella routinariamente analizzata dalla maggior parte dei partecipanti;

· i risultati di tutti i partecipanti devono essere elaborati statisticamente dal coordinatore, secondo criteri prestabiliti, e l’esito pubblicato in un report;

· i laboratori devono essere identificati solo da un codice numerico e il coordinatore non comunica a terzi informazioni riservate.

Si deve però distinguere la prova valutativa eseguita per una verifica del livello di accuratezza dei risultati forniti da  un laboratorio nel corso della normale attività di misura da quella finalizzata alla valutazione dell’accuratezza di un metodo di analisi.

Qualora le prove di interconfronto dovessero essere utilizzate per la stima dell’accuratezza (riproducibilità e ripetibilità) di un metodo di analisi, secondo la norma ISO 5725 esse dovrebbero essere pianificate da un gruppo di esperti che abbiano esperienza nell’applicazione del metodo considerato, di cui almeno uno con esperienza nella programmazione dell’elaborazione statistica dei risultati.

In particolare la pianificazione dell’iniziativa dovrebbe tener conto delle seguenti domande:

· esiste un metodo standardizzato soddisfacente?

· quanti laboratori dovrebbero essere coinvolti?

· quali laboratori dovrebbero partecipare e sulla base di quali requisiti?

· qual è l’intervallo di concentrazione che si riscontra routinariamente applicando quel metodo?

· quanti livelli di concentrazione dovrebbero essere considerati?

· quali sono i materiali adatti a rappresentare tali livelli e come dovrebbero essere preparati?

· in quale periodo di tempo le analisi devono essere effettuate da parte di ciascun laboratorio?

6.4 Il ring test dei terreni in Italia

La Società Italiana dei Laboratori Pubblici Agrochimici (SILPA), costituita nel 1988 fra 12 laboratori di analisi agrarie regionali e provinciali, ha posto fin dall’inizio fra i suoi obiettivi prioritari l’utilizzo di semplici strumenti di valutazione della qualità dei risultati delle analisi del terreno, e quindi ha promosso fra il 1989 ed il 1990 i primi scambi di campioni di suolo per l’esecuzione di confronti fra i laboratori associati.

Negli anni successivi simili iniziative si sono ripetute in maniera sporadica, finchè dal 1994 la SILPA ha deciso di consolidare l’organizzazione dei ring-test per le analisi del terreno attraverso un sistematico invio di campioni seguito dalla raccolta e dalla elaborazione finale dei risultati.

L’iniziativa organizzata dalla SILPA risponde a molti dei requisiti della ISO 5725 ma presenta anche alcune carenze dovute alla necessità di semplificare il più possibile la partecipazione dei laboratori; fra tutte la più evidente è l’aver chiesto ai partecipanti di fornire un solo dato per ciascun campione e non più ripetizioni. In questo modo si è scelto di non eseguire una elaborazione statistica completa dei risultati, tale cioè da poter distinguere fra variabilità intra-laboratorio ed inter-laboratorio. Di conseguenza anche il metodo di elaborazione dei risultati è stato semplificato per meglio rispondere alle esigenze dei partecipanti.

Dopo i primi due anni di assestamento in cui sono stati analizzati uno e due campioni rispettivamente nel 1994 e 95, il ring test ha assunto una precisa fisionomia, con una cadenza quadrimestrale di invio di 3 o 4 campioni di terreno a tutti i laboratori interessati.

I campioni sono stati sempre preparati dal laboratorio di analisi dei terreni di Faenza, di proprietà della Provincia di Ravenna fino al 1997 e successivamente transitato all’ARPA dell’Emilia Romagna, utilizzando le specifiche attrezzature necessarie per la preparazione e suddivisione del campione in sottocampioni omogenei, condizione necessaria per garantire al ring-test caratteristiche di affidabilità e confrontabilità.

L’iniziativa è stata aperta a tutti i laboratori, anche quelli privati, interessati ad utilizzare il ring-test per verificare la precisione dei propri risultati; in questo modo il numero dei partecipanti è quasi raddoppiato tra il 1995 ed il 2000. A partire dal 2008 il confronto ha coinvolto complessivamente più di 100 laboratori, anche se con una media di partecipanti mai superiore ai 30 per ogni invio.

Fino al periodo 98.2 sono stati utilizzati campioni provenienti dalla Pianura Padana ed in particolare dall’Emilia Romagna; dal periodo 98.3 è stato adottato il metodo di far prelevare ed inviare al laboratorio di riferimento due campioni da parte di due laboratori partecipanti per ogni quadrimestre, e in questo modo si è notevolmente ampliato il range dei possibili valori delle caratteristiche da analizzare, estendendo la casistica dei parametri descrittori principali del terreno ad un maggior numero di situazioni pedologiche.

I parametri considerati nel ring-test sono pH, tessitura come percentuali di argilla, limo e sabbia, calcare totale e attivo, carbonio organico, fosforo assimilabile, potassio, magnesio e calcio scambiabile, capacità di scambio cationico, microelementi (Zn, Cu, Mn, Fe, B) assimilabili ed alcuni metalli pesanti (Cd, Cr, Hg, Ni, Pb, Cu, Zn) estraibili in aqua regia.

Il metodo di elaborazione dei risultati del ring-test utilizzato per la valutazione dei valori forniti da ciascun laboratorio prevedeva, fino al 2008, il calcolo di media e deviazione standard su tutti i risultati pervenuti e l’accettazione dei valori che ricadono nell’intervallo pari alla media più o meno una volta la deviazione standard; successivamente, dopo aver eliminato i valori fuori intervallo, media e deviazione standard vengono ricalcolate per ricavare un nuovo intervallo di accettabilità. La scelta di calcolare l’intervallo di accettabilità utilizzando una volta la deviazione standard, e quindi considerando accettabile solo l’intervallo di valori che contiene il 67% dei casi in posizione prossima al valore medio, anzichè due volte, e quindi un intervallo che contiene il 95% dei casi come indicato da diversi autori, è derivata dall’evidenza, emersa dai primi ring-test effettuati, che l’intervallo media più o meno due volte la deviazione standard conteneva spesso tutti o quasi i risultati forniti dai laboratori partecipanti e non consentiva di discriminare alcun valore al di fuori dell’intervallo.

Dal 2008 in poi è stato deciso di utilizzare la statistica robusta calcolando il valore di consenso mediante l’utilizzo della mediana e determinando lo z-score per ogni parametro ed ogni laboratorio come rapporto tra scostamento del risultato fornito dal valore di consenso e due volte la deviazione standard calcolata utilizzando la mediana. In questo modo risulta più immediato per ciascun partecipante verificare il grado di allineamento dei propri risultati rispetto al valore di consenso del proficiency test.

6.5 I risultati del ring test dei terreni in Italia

Nella tabella xx vengono riportati per ciascun parametro la media generale del numero di partecipanti che hanno inviato i risultati, della media dei valori misurati dai diversi laboratori, della deviazione standard fra tali valori e dei coefficienti di variazione.

Dai risultati riportati è possibile notare come per il pH la variabilità sia molto contenuta, mentre risulta di poco superiore al 20% per limo e azoto totale, compresa tra il 25 e il 30% per sabbia, carbonio organico, basi di scambio e CSC ed oscillante fra il 30 ed il 35 % circa per fosforo assimilabile e argilla; per calcare totale e calcare attivo il coefficiente di variabilità medio è superiore a 65%. Per gli elementi assimilabili il coefficiente di variabilità è compreso tra 26 e 36%, ad eccezione del boro che presenta un coefficiente medio pari al 52%. Tra i metalli estraibili in aqua regia cadmio e mercurio presentano variabilità molto elevate, tra il 64 ed il 74%, mentre per gli altri cinque è compresa tra 23 e 38%.

I risultati dell’attività di interconfronto tra laboratori di analisi dei terreni svolta dal 1994 al 2010 possono dare un primo contributo alla definizione della variabilità dovuta al laboratorio nell’analisi del terreno ed indicare alcuni principali ambiti di miglioramento dei metodi di analisi del terreno utilizzati in Italia.

Ciò è stato possibile proprio per la presenza di un preciso riferimento nazionale per i metodi di analisi del suolo a cui tutti i laboratori coinvolti nel ring test hanno fatto riferimento.

Ciascun laboratorio ha mantenuto però le proprie peculiarità operative ed i relativi adattamenti ai metodi, pur nel rispetto dei principi e delle procedure indicate. Le differenze nei risultati dei vari laboratori è spesso dovuta a differenze nell’applicazione degli stessi metodi.

Tabella xx - Media generale del numero di partecipanti che hanno inviato i risultati per i 136 campioni analizzati nelle attività di ring-test, della media dei valori misurati dai diversi laboratori, della deviazione standard fra tali valori e dei coefficienti di variazione per ciascun parametro considerato.

	Parametro
	Unità di misura
	N. partecipanti
	Media
	Deviazione Standard
	C.V.

%

	pH
	
	21,2
	7,51
	0,27
	3,74

	Sabbia
	g/kg
	20,2
	397,33
	82,16
	28,10

	Limo
	g/kg
	19,5
	391,39
	80,43
	21,82

	Argilla
	g/kg
	19,5
	193,53
	49,82
	31,65

	Calcare totale
	g/kg
	17,5
	125,93
	29,24
	63,23

	Calcare attivo
	g/kg
	14,8
	30,91
	10,15
	66,01

	Carbonio organico
	g/kg
	20,2
	13,47
	3,30
	26,66

	Azoto totale
	g/kg
	18,2
	1,39
	0,27
	22,13

	Fosforo assimilabile
	mg/kg
	18,1
	37,42
	11,60
	34,29

	Potassio scambiabile
	mg/kg
	16,3
	238,93
	61,41
	27,43

	Magnesio scambiabile
	mg/kg
	15,9
	249,45
	58,33
	26,33

	Calcio scambiabile
	mg/kg
	15,9
	2932,53
	694,32
	24,57

	Capacità di scambio cationico
	mg/kg
	14,9
	16,86
	3,94
	25,15

	Ferro assimilabile
	mg/kg
	12,9
	47,99
	13,67
	31,35

	Manganese assimilabile
	mg/kg
	12,9
	22,71
	7,37
	34,34

	Rame assimilabile
	mg/kg
	13,2
	15,49
	3,63
	26,75

	Zinco assimilabile
	mg/kg
	13,3
	4,54
	1,33
	36,88

	Boro assimilabile
	mg/kg
	9,8
	0,56
	0,28
	52,55

	Cadmio totale
	mg/kg
	7,3
	0,39
	0,28
	73,51

	Cromo totale
	mg/kg
	9,4
	63,26
	24,48
	38,93

	Mercurio totale
	mg/kg
	4,2
	0,13
	0,08
	64,69

	Nichel totale
	mg/kg
	10,0
	52,58
	15,36
	33,01

	Piombo totale
	mg/kg
	9,9
	49,59
	18,66
	36,97

	Rame totale
	mg/kg
	10,2
	63,04
	13,68
	24,18

	Zinco totale
	mg/kg
	10,2
	86,93
	20,82
	23,79
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