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Priprava k analyze

identifikace faktoru, ktere je treba zvazit pri
vyberu metody analyzy

kde hledat vhodne metody

identifikace pricin nevyhovujicich vysledku
validace analytickych metod



Volba postupu

« Pouzity postup (metoda) musi byt vhodny pro svuj ucel
« Zdroje postupu
— vlastni postupy vyvinuté jednou laboratofri pro vlastni
specialni pouziti
— postupy publikované ve verejné vedeckeé literature
— postupy poskytnuté obchodnimi organizacemi

— postupy v knihach publikovanych odbornymi organizacemi,
napf. The Royal Society of Chemistry (Analytical Methods
Committee), Association

— postupy publikované normalizacnimi organizacemi, napr. v
CR Cesky normalizacni institut, v Evropé CEN, celosvetovy
ISO, v USAASTM, v Britanii BSI, atd.

— postupy, vydavané statnimi organy, napr. v EU The

Fertilisers (Sampling and Analysis) Regulations 1991 (S.I.
No. 973) H. M. S. O., EC Legislation

90BpI|eA }Souqoipod

Validace - studie ktera prokazuje, ze pri pouziti v laboratori
poskytne metoda vysledky vhodné pro ocekavane pouziti



Rozdeleni metod stopove analyzy

« stopova analyza - velmi nizké hladiny analytl (mg.kg,
ug.kg) v slozitych matricich

 faktory pri vyberu vhodné metody
— rychlost
— naklady
— dostupnost mériciho zarizeni
— faleSné negativni  (frequency of false negatives and false positives)
— faleSné pozitivni

— mez detekce (limit of detection)
— mez stanovitelnosti (limit of quantification)
— specificnost (specificity)

— rozsah validace (extent of validation)
— Nejistota stanoveni (measurement uncertainty)



Typy metod v stopove analyze

screeningove

vyhledavaci
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Faktory rozhodujici o vybéru postupu
1. Mez detekce — limit of detection (LOD)

v v s

vzorku, které muze byt
detekovano, ale nemusi nutné byt
kvantifikovano jako exaktni

hodnota
nejnizsi signal - X, =X +38,,
nejnizsi koncentrace — LOD=gq,(c,)=x,/S=3s,/S

Ve vétsiné pfipadl se mez
detekce bere jako
-koresponduje s %RSD = 33%

3 X s, nebo 3-krat pomeér signal/Sum.



Faktory rozhodujici o vybéru postupu
2. Mez stanovitelnosti - limit of quantification (LOQ)

v v

vzorku, které je mozno
kvantitativné stanovit s potrebnou

nejistotou
* nejnizsi signal - X, =Xy +10sy,
* nejnizsi koncentrace — LOD=q,(c,)=x,/S=10s, /S

* Ve vétsiné pfipadld se mez
detekce bere jako
. -koresponduje s %RSD = 10% 10 x s, nebo 10-krat pomér signal/Sum



Faktory rozhodujici o vybéru postupu
3. Presnost meéreni - accuracy

Tésnost shody mezi vysledkem
zkouSky a pravou hodnotou
meérené veliCiny

Vysledek sa vyjadruje v pojmech
nejistoty, t.j. odhad rozmezi
hodnot, mezi nimiz lezi na urcité
hladiné spolehlivosti skuteCna
hodnota

Presnost méreni

(accuracy)

Preciznost méreni

(precision)

Nahodna slozka
chyby méreni

Pravdivost méreni

(trueness)

Systematicka slozka
chyby méreni

POZOR!!! Nova jednotna narodni terminologie: Eurachem CR 2009,
Metodicky list 2: ,Jak prekladat precision, accuracy a trueness?”



Slozky chyby analytického vysledku ve vztahu k presnosti metody

analyticky
vysledek
prava hodnota chyba
ol Rozdil mezi analytickym
Rl vysledkem a pravou . i
‘/, hodnotou nepresnos
ocekavana hodnota _ — N
(limitni pramér) 7 systematicka chyba nahodna chyba
Rozdil mezi o¢ekavanou vychyleni nepreciznost
hodnotou a pravou . ) o
hodnotou (bias) (imprecision)
/\r;n reproduko : Mezilehla i . opakova- :
persistentni vychyleni i efekt i -vatelnost i premznost ' telnost
variace v celém analytickém Kratkodobé Mezilaboratorni dlouhodoba kratkodoba
. . variabilita variabilita v variabilita za
systému po dlouhou dobu variace jedné Konstantnich
4-/’/ \ $ laboratofi podminek
Efekt variace VyCh)I/Ienll VyCh)'/|en|' E VyChy’Ienl i E nahodné i
matrice metod laboratore :__analyzy : ' Indiktor rozdi
y ~ooaporaore . vychyleni  Indkelor fozdily
__________________ mezi mezi

Indikator rozdilu mezi mezi oCekavanou P rav d iV ost P rec | zhost g}ézllfg 5;,;25
a pravou hodnotou hodnotou



Faktory rozhodujici o vybéru postupu
3. Presnost meéreni - accuracy

Presnost méreni

(accuracy)

b —
Preciznost méreni Pravdivost méfreni
(precision) (trueness)

Reference value
F Y
Probability Bias
density B ]
-
« * Value

Precision



Accuracy (presnost): Preciznost (precision) a Pravdivost (trueness)
Nevychyleny Vychyleny

Accurate Inaccurate
(systematic error)

Precise

Precizni

Imprecise
(reproducibility error)

Neprecizni
(problém reprodukovatelnosti)




Faktory rozhodujici o vybéru postupu
3. Presnost meéreni - accuracy

Presnost méreni

(accuracy)
Preciznost méreni Pravdivost mereni
(precision) (trueness)
Vysoka preciznost Nizka preciznost
Velké vychyleni Malé vychyleni

POZOR!!! Nova jednotna narodni terminologie: Eurachem CR 2009,
Metodicky list 2: ,Jak prekladat precision, accuracy a trueness?”



Faktory rozhodujici o vybéru postupu
4. Preciznost meéreni - precision

* Je tésnost souhlasu mezi nezavislymi
vysledky zkousek ziskanych za dohodnutych
podminek

« zavisi pouze na rozdeleni nahodnych chyb a
nema zadny vztah ke spravné hodnote

* \Vypocita se jako smerodatna odchylka
vysledku zkousek z opakovanych méreni



Faktory rozhodujici o vybéru postupu
4. Preciznost meéreni - precision

Mez opakovatelnosti (r) = repeatability je
hodnota, pod niz lze se zadanou pravdépodobnosti
95 % predpokladat, ze lezi absolutni rozdil
vysledku dvou jednotlivych zkousek, ziskanych
stejnou metodou se stejnym zkousenym
materialem za stejnych podminek a neuplatnuji se
jiné pravdépodobnostni vlivy.

Mezilehla preciznost vyjadfuje variabilitu uvnitf
laboratore v ruznych dnech, s rGznymi analytiky,
ruznym vybavenim, atd. Bézné se odecita z
regulacnich diagramu.

Mez reprodukovatelnosti (R) je hodnota, pod niz
|ze se zadanou pravdéepodobnosti

95 % predpokladat, Ze lezi absolutni rozdil
vysledku dvou jednotlivych zkousek,

ziskanych stejnou metodou se stejnym zkouSenym
materialem za rozdilnych

podminek, a neuplatiuji se jiné pravdépodobnostni
viivy.

RSD = IOOxSTD
X
r=2.83x8D,
R=2.83xSD,



Faktory rozhodujici o vybéru postupu
4. Preciznost — Horwitzova funkce

Table 4. Horwitz function as an empirical relationship between the precision of an analytical method and the concentration of the analyte
regardless of the nature of the analyte, matrix and the method used. Acceptable RSDp and RSD | values according to [27] and o AQAC Inter-

national [8, 14] (PVM=Peer Verified Methods (Program))

Analyte % Analyte ratio Unit Horwilz AOAC PVM
“eRSD “aRSD
100 1 100% 2 1.3
10 1.00E—01 10%, 28 2.8
1 1.00E—02 1% 4 27
0.1 1.00E-03 0.10% 5.7 3.7
0.01 1.00E—04 100 ppm 8 5.3
0.001 1.00E—05 10 ppm 11.3 7.3
0.0001 1.00E—-06 1 ppm 16 11
0.00001 1.00E—07 100 pph 22.6 15
0.000001 1.00E—-08 10 ppb 32 21
0.0000001 1.00E-09 1 ppb 45.3 30

Trends in Analytical Chemistry, Vol. 23, No. 8, 2004




Faktory rozhodujici o vybéru postupu
5. Pravdivost - trueness

« Tésnost shody mezi vysledkem
aritmetickym primérem
nekonecneého pocCtu opakovanych
namerenych hodnot veliCiny a
pfijatou referencni hodnotou

« predstavuje obecné systematické
chyby nebo vychyleni (bias)

o S
/0 vyChernl - — X_I'l’.ln'.lll'.ll - X.wﬂ.‘w
Z-skore = rozdil mezi namérenou ISD s [SD,
hodnotou veliCiny a certifikovanou \ 7 Peiged |
referencni hodnotou '
P . v _ X.l'r.l:mrf X ifte
Porovnani metody s jinou, referencni <=7 —
|"§f“r‘:al e [ﬁ'f .\I_
metodou [
2

‘v P . . . 1” ”_.r-w.'l-i ) )
Jestlize neni CRM k dispozici:
0/ e : .

vytaznosti (recovery) znameého ,

/o VY ( y) if CRMs are used:

ridaného mnozstvi analytu
p y Z-score <|2|



Prijatelné hodnoty vytéznosti — funkce koncentrace analytu

Table 5. Acceptable recovery percentages @ a funclion of the analyte concentration (8]

Analyte®. Analyte ratio Linit Mean recovery (%)
1K) 1 T S8-102
1 1.00E =01 10°% Sa-102
1 H.WE =02 1% 97-103
1 .HE - 03 010 95-105
A1) TR =4 1K} ppm H-1a7
(LK 1.k =05 10 ppm ao0-110
.00 1.0 - 06 1 ppm #-110
(LIKRKH .k =07 T} ppb Bi-110
(LO0OHEN 1.00€ = 08 10 pph fill=115
(R T.KE =09 1 ppb 40-120

L. Huber (Ed.), Validation and Qualification in Analytical Laboratories,

Interpharm Press, East Englewood, CO, USA, 1998.




