Stanoveni médi metodou kalibracni primky

Ze zasobniho roztoku modré skalice o koncentraci Cu®™ 1 g1 postupnym fed&nim
pfipravime vychozi roztok o koncentraci Cu®” 1 mg-1'. Ztohoto roztoku piipravime
kalibra¢ni roztoky o koncentracich Cu’'v mg~l'1: 0; 0,02; 0,04; 0,06, 0,08; 0,10; 0,12 do 25ml
odmérnych ban¢k. Baiiky doplnime po rysku 1% HNOs;. Vzorek bilého vina Skrat nafedime,
tedy do 25 ml banky nepipetujeme 5 ml bilého vina a baiiku doplnime po rysku 1% HNOs.
Takto upraveny vzorek néasledné rozdélime do tfi ban€k. Jako blank pouZijeme roztok o
koncentraci 0 mg-1"". Pro viechny pfipravené roztoky 7krat proméiime absorbanci.

Vysledky prepisSeme do samostatnych sloupci v Excelu a ulozime jako txt soubor. PFi
prepisovani dat, se kterymi budeme dale pocitat, dbame na to, abychom misto desetinné
¢arky vzidy pouzivali teCky. Pouze tento format je R Studio schopné nacist a dale s nim
pracovat. Pii ukladani souboru do formatu txt je vzdy ukladdan jen aktivni list, tedy ten,
s kterym pravé pracujeme. Proto je nutné, aby na kazdém list¢ byla data pro jednotlivé
operace samostatné. Na prvni list pfepiSeme data z méfeni pro kalibra¢ni pfimku a ulozime
pod ndzvem kal_primka do slozky kalibrace, ktera je umisténa na ploSe pocitace. Jestli je ve
sloZzce soubor se stejnym nazvem, nahradime ho novym. Nasledujici tabulka zobrazuje

vzorova data:

Tab. €. 4: Vzorova data ziskana z méfeni metodou kalibracni piimky

0 mg/l 0,02mg1 | 0,04mgl | 006mgl | 008mgl | 0,10mgl | 0,12 mg/
0.003258 | 0.006297 | 0.008151 0.01138 0.01449 0.01878 0.02079
0.002864 | 0.006751 0.008377 0.01154 0.01509 0.01836 0.02126
0.002883 | 0.006925 | 0.008282 0.01164 0.01534 0.01846 0.02101
0.002908 | 0.006433 | 0.008075 0.01174 0.01392 0.01852 0.02051
0.003203 | 0.006288 | 0.008510 0.01148 0.01427 0.01853 0.02050
0.002847 | 0.006505 | 0.008116 0.01145 0.01483 0.01835 0.02079
0.002902 | 0.006526 | 0.008138 0.01110 0.01440 0.01892 0.02047

Pro vzorky postupujeme obdobné. Na novy list v Excelu pfepiSeme hodnoty absorbance
z méfeni roztokll vzorki a ulozime jako vzorky do slozky kalibrace. Postupujeme stejné jako

s ptedchozim souborem. V tabulce nize mizeme vidét piiklad dat namétenych pro vzorky:

Tab. ¢. 5: Data ziskana z méfeni vzorku

vzl vz2 vz3

0.007447 0.008718 0.008233




0.007573 0.008035 0.008679
0.007191 0.008009 0.008470
0.007579 0.008235 0.008254
0.007871 0.008047 0.008430
0.007421 0.008390 0.008551
0.007442 0.007985 0.008468

Nyni miizeme zacit se zpracovanim v R Studiu:
Zapneme R Studio, pokud neni otevien soubor kal primka.R, klikneme na ,,File®, ,,Open

File* a ze slozky kalibrace vybereme soubor kal primka.R. Po otevieni souboru by mélo okno

vypadat zhruba takto:

3] RStudio - |
File Edit Code View Plots Session Build Debug Tools Help

Q- - K project: (None) ~
0 kal_primka R Environment  History

[SourceonSave = @ /7 “#Run | (5% | [#Source - # [ % Import Dataset~ | & Clear List~

1 kal_primka<-read.delim("c:\\kalibrace\\kal primka.txt",header=TRUE) || @ Global Environment~
2 konc<-c(0,0.02,0.04,0.06,0.08,0.1,0.12)

3 prumerl<-apply(kal_primka,2,mean);prumerl

4 blank=-kal_primkal,1]

5 bl<-blank

6 mean(bl)

7 (kp_blankless<-kal_primka[1:Tength(kal_primka)]-mean(bl))

8 sm.odch_blanklessl<-apply(kp_blankless,2,sd);sm.odch_blanklessl
9 prumer_blanklessl<-apply(kp_blankless,2,mean);prumer_blanklessl

11 #testovani odlehlosti

12 Tlibrary(car) Files Plots Packages Help Viewer

13 outlierTest(linear,cutoff=0.05, order=TRUE) = EBxport
14
15 #testovani useku
16 Tlihraru(Imtect) v
LI E)
141 | 0 (Top Level) R Script
Console
A
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Obrazek ¢. 6: Oteviené R Studio

Vlevo nahote vidime piikazovy tadek, pod nim konzolu, kterd odpovidd na jednotlivé
ptikazy, vpravo nahofe vidime prostiedi, ve kterém se ukladaji jednotlivé hodnoty, data a
vypocitané hodnoty, a nakonec vpravo dole vidime okno se zalozkami, které zobrazuje grafy
a pomoci kterého mizeme kontrolovat jednotlivé knihovny.

Mysi modfe oznacime prvni fadek skriptu

*  kal primka<-read.delim("c:\\kalibrace\\kal primka.txt",header=TRUE)

a klikneme na RUN nebo zméackneme Ctrl+R (enter nefunguje). Tim nacteme ulozena data.
Na konci skriptu je napsano ,,header=TRUE*, pokud jsme data v Excelu ukladali bez popiskd,
tedy bez hlavicky, TRUE piepiSeme na FALSE. V tomto pfipad¢ je nutné psat velkymi



pismeny. Dle umisténi se ¢ervené psana ¢ast skriptu mtize lisit. Pokud skript funguje, zobrazi

se modie na konzole a v prostiedi se ulozi nactena data.

x
File Edit Code View Plots Session Build Debug Tools Help
Q- - ) Project: (None) ~
© 1 kal_primks.R % [ | Environment = History o=
[Jsourceonsave & /= “#Run % % Source - <2 [ | [ Import Dataset~ | & Clear | (& List~
1 kal_primka<-read.delim("c:\\kalibrace\\kal_primka.txt",header=TRUE) A ) Global Environment =
2 konc<-c(0,0.02,0.04,0.06,0.08,0.1,0.12)
: Data
3 prumerl<-apply(kal_primka,2,mean);prumerl - . .
4 blank<-kal_primka[,1] © kal_primka 7 obs. of 7 variables i1}
5 bl<-blank
6 mean(bl)
7 kp_blankless<-kal_primka[1:Tength(kal_primka)]-mean(bl);kp_blankless
8 sm.odch_blanklessl<-apply(kp_blankless,2,sd);sm.odch_blanklessl
9 prumer_blanklessl<-apply(kp_blankless,2,mean);prumer_blanklessl
10
11 #testovani odlehlosti i s
12 Tlibrary(car) i ‘ackages  Help  Viewer =
13 outlierTest(linear,cutoff=0.05, order=TRUE) 3 Export~
14
15 #testovani useku
16 Tihraruflmtast) v
17 < )
11 @ (Top Level) = R Script &
Console -/ =0
-
R is a collaborative project with many contributors.
Type 'contributors()' for more information and
"citation()" on how to cite R or R packages in publications.
Type 'demo()" for some demos, "help()' for on-Tine help, or
"help.start()' for an HTML browser interface to help.
Type 'q()" to quit R.
[workspace Toaded from ~/.RData]
> kal_primka<-read.delim("c:\\kalibrace\\kal_primka.txt",header=TRUE)
> v
7 w NN T r 4 .
Obrazek ¢. 7: Spusténi prvniho fadku skriptu
Kliknutim na ndzev v prostfedi se data zobrazi:
E3
File Edit Code View Plots Session Build Debug Tools Help
Q- - &) Project: (None) -
@] kal_primka.R % | |kal_primka == ("1 Environment History =
) 7 observations of 7 variables | <% [ | |4 Import Dataset~ | & Clear | (& List~
X0mgl  X0.02mgl X004mgl X006mgl X0.08.mgl X0.10.mgl X0.12.mgl ) Global Environment~
1 ©.063258 ©.866207 0.068151 0.01133  ©.0144  ©.01878  6.02679 pata
2 @.002864 ©.086751 0.008377  0.01154  ©.01509  ©.01836  0.62126 O kal_primka 7 obs. of 7 variables =
3 8.062883 ©.886925 0.908282  0.81164  ©.81534  0.81846  0.62181
4 ©.002008 ©.006433  ©.908075  ©0.e1174  ©.01302  ©.e1852  ©.02051
5 8.083203 ©.066288 0.998518  ©.01148  ©.91427  ©.01853  ©.82050
6 ©.002847 ©.866505 0.008116  0.01145  ©.01483  ©.01835  6.62679
7 ©.002992 ©.086526 0.098138  0.01110  ©.01440  0.91892  0.02047
Files Plots Packages Help Viewer =0
| Export~
Console -/ =0
KI5 d LOTIduOrdLIve project Wil midny Conur ipuLors., ~

Type 'contributors()' for more information and
"citation()’ on how to cite R or R packages in publications.

Type 'demo()" for some demos, 'help()' for on-line help, or
'help.start()" for an HTML browser interface to help.

Type 'q()’ to quit R.

[workspace loaded from ~/.RData]

> kal_primka<-read.delim("c:\\kalibrace\\kal_primka. txt",header=TRUE)

> view(kal_primka)
>

Obrazek ¢. 8: Zobrazeni nactenych dat

Oznacime dalsi radek, ktery udava vektor koncentrace. Pokud se koncentrace lisi, jednoduse
hodnoty ptepiSeme.

*  konc<-¢(0,0.02,0.04,0.06,0.08,0.1,0.12);konc



Zkontrolujeme data zobrazena na konzole, pokracujeme dal§im fadkem, pomoci kterého prvni
sloupec z piivodnich dat oznac¢ime jako blank.

* blank<-kal primkal,1];blank
Z toho vypocitame primér

*  mean(blank)

a tento prumér odecCteme od celé matice, abychom dale pracovali hodnotami naméfené
absorbance korigované na blank.

* kp blankless<-kal primka[l:length(kal primka)]-mean(blank);kp blankless
Zobrazenou matici zkontrolujeme na konzole, nebo kliknutim na nazev v prostedi. Nakonec
vypocitame z kazdého sloupce primeér, ktery pouzijeme pro zobrazeni primérnych hodnot v
grafu kalibracni pfimky

» prumer_blankless1<-apply(kp_ blankless,2,mean),prumer blankless1

Nyni musime data otestovat na odlehlost pomoci Grubbsova testu, ale testujeme data pro
linearni zavislost, takZze napfed musime tuto zavislost vytvofit. V nasledujicim skriptu se
vstupni data uspotadaji do dvou sloupcii a diky tomu budeme dale schopni ud¢lat regresi pro
vSechna vstupni data. Oznac¢ime nasledujici fadky a spustime:
* a<-length(kp blankless[1,]);a
*  b<-length(kp blankless[,1]);b
*  X<-rep(konc,b);X
*  Y<-kp blankless[1,]
*  for(iin 2:b){
YY<-kp_blankless[i,]
Y<-as.numeric(c(Y,YY))};Y

Oznacime dalsi fadek, kterym dame R Studiu ptikaz, Ze data jsou linedrniho charakteru:
» linear<-Im(Y~X),linear
V okné konzoly se zobrazi hodnota useku (intercept) a smérnice (konc). Abychom mohli
provést testovani odlehlosti, musime ,,zavolat* potfebnou knihovnu.
» library(car)
V dalsi kroku otestujeme data:
» outlierTest(linear,cutoff=0.05, order=TRUE)

Pokud jsou data v potadku, zobrazi se v okn¢ konzoly:

No Studentized residuals with Bonferroni p<0,05



Ale zobrazi se nejodlehlejsi hodnota. Pokud se zobrazi néjaka odlehla hodnota, poznamendme

si ji a uvedeme do protokolu.

Dale provedeme testovani useku a smérnice. Musime aktivovat potfebnou knihovnu, ze které
budeme pouzivat funkci
» library(Imtest)

Pravdépodobné se zobrazi varovné hlaseni, toto hlaSeni miizeme ignorovat.

Loading required package: zoo

Attaching package: ‘zoo’

The following objects are masked from ‘package:base’:
as.Date, as.Date.numeric

warning messages:

1: package ‘Imtest’ was built under R version 3.0.3
2: package ‘zoo’ was built under R version 3.0.3

Déle miZzeme provést samotné testovani useku a smérnice, piedpokladame nulovou
hypotézoua=0ab=1:
* coeftest(linear, vcov. = NULL, df = NULL)

Zobrazi se data:

t test of coefficients:
Estimate Std. Error t value Pr(G|t])

(Intercept) -7.6592e-05 3.8018e-04 -0.2015 0.8483
konc 1.4961e-01 5.2721e-03 28.3778 1.018e-06 ***

Signif. codes: 0 ‘***’ (0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.” 0.1 * ' 1

»Intercept™ znaci usek, ,.konc* smérnici, ,,Estimate® znamena odhad, ,,Std. Error* udéava
smerodatnou odchylku, ,,t value* je vypoctena kriticka hodnota Studentova rozdéleni a
,»Pr(<|t|)” udava pravdépodobnost v intervalu <0;1>, Ze nulové hypotéza pro tsek (a =0) a
pro smérnici (b = 1) je pravdiva.

Dle pravdépodobnosti, ktera vyjde pro hypotézu a = 0, se dale musime rozhodnout, zda usek
zanedbame. Pokud vyjde Pr(>|t]) > 0.50, pokracujeme bodem 1, pokud Pr(>|t|) < 0.50, bod 1
preskocime a pokracujeme bodem 2 (fadek skriptu kolem 135).

1.

1. Pr(>[t|)) > 0.50, pak pfijmeme nulovou hypotézu pro tsek (a = 0) a dale operujeme s

ptimkou, ktera prochazi pocatkem.



Do prikazového radku tedy zadame y = 0 + b-x pro vlastni data:
o linearl<-Im(Y~0+X),linearl
Zobrazi se hodnota tseku, tu si poznamendme a pii tvorbé grafu toto Cislo zadame do
legendy. Nyni mtizeme ptejit k tvorbé grafu, ozna¢ime dalsi fadek a klikneme na RUN

»  plot(X, Y, type="n",main="Kalibracni primka", xlab= expression(Koncentrace ~ Cu ~
(mg ~ "*" ~I"-1}) ),ylab="Absorbance (a.u.)",col=3)

Zatim se zadny graf nezobrazi, protoZze R Studio nyni jen pfipravilo data. Ov§em v pravém
dolnim okné se v zalozce ,,Plots* objevi nazev grafu a soufadny systém. Vzhledem k tomu, Ze
ramecek, ktery ohraniCuje legendu, je neprithledny a piekryval by pfimku, musime nejprve
zadat legendu, az poté ptidat body (,,points*) a samotnou piimku (,,abline*):

» legend(-0.003,0.018,legend=c("kalibracni primka - y = 0,1487x","chyboveé usecky -
int. spolehlivosti"),col=c(4,6), box.lwd=0, box.col="white", bg="white", [ty=c(l,1),
cex=0.9, lwd=1.5, pch=c("-","-"))

Misto Cervené napsané hodnoty smérnice zadame vlastni. Pokud rdmecek legendy prekryva
osy, jeho polohu mizeme upravit zménou C¢isel v zavorce legend(-0.003,0.018, tyto
soufadnice udavaji polohu levého horniho rohu bilého ramecku legendy. Po tGpravé hodnot
musime cely skript spustit znovu, a to nejen pro legendu, ale i1 pro graf (plot...).

Do grafu nezobrazime vSechny body, ale jen jejich priméré hodnoty, aby byly chybové
usecky dobfte viditelné:

» points(konc,prumer_blankless1,col=1)

* abline(linearl,col=4)

Nyni se zobrazi graf, do toho ale jeSté¢ pfidame chybové useCky. Ty zobrazujeme pomoci
intervalu spolehlivosti. Na jeho vypocet potiebujeme smérodatnou odchylku a primér pro
kazdy bod kalibra¢ni pfimky, ten uZ mame, takze dopocitdme pouze smérodatné odchylky:

* sm.odch_blankless1<-apply(kp blankless,2,sd);sm.odch_blankless1

Déle je tfeba vypocitat hodnoty, které budeme odecitat a pficitat k priméru, abychom
vypocitali intervaly pro chybové usecky, coz je smerodatnd odchylka vyndsobena kritickou
hodnotou Studentova rozdéleni pro v = n - 1, to celé podéleno odmocninou z n, coZ je pocet
méfteni pro kazdy kalibra¢ni bod.

* LiI<-((sm.odch_blanklessl*qt(0.975,6))/sqrt(length(blank)));L1

Pro zobrazeni chybovych tsecek potiebujeme aktivovat knihovnu

* library(chemCal)

a nyni kone¢né mizeme zobrazit chybové usecky pomoci skriptu:



» errbar(konc, prumer blanklessl, yplus=(prumer blanklessl1+L]1),
yminus=(prumer_blankless1-L1), cap=0.015, add=T, errbar.col=6)
V grafu se zobrazi chybové tsecky. Pro ulozeni grafu klikneme na ,,Zoom* a na hlavnim
panelu pocitace se otevie okno s nazvem ,,Plot Zoom®, ve kterém se zobrazi obrazek grafu.

Klikneme na né; pravym tlacitkem mySi a zvolime ,,Save Image®, graf pfiloZime do

protokolu.
Kalibraéni pfimka
— kalibratni pfimka - y = 0,1487x
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Obrazek €. 9: Graf kalibracni pfimky se zobrazenymi chybovymi tseCkami

V dal$im grafu zobrazime pas spolehlivosti a predikéni pds, musime spustit knihovnu, ze
které pouZzijeme funkci:
* library(chemCal)
a také zdrojovy kod, ve kterém byla upravena legenda a popisky os pro potieby této ulohy.
Veskeré potfebné parametry uz jsou preddefinovany
» source("C:\\kalibrace\\calplot primka.r")
Nyni miZzeme vytvofit graf se zminénymi pasy
» linear2<-calplot_primka(linearl, xlim = c("auto", "auto"), ylim = c("auto", "auto"),
xlab=expression(Koncentrace ~ Cu ~ (mg ~ "*" ~I"{-1})) ylab="Absorbance (a.u.) ",
alpha=0.05, varfunc = NULL)
Zobrazi se graf. Pro jeho uloZeni opét klikneme na ,,Zoom* a pravym tlacitkem mysSi na

obrazek. Obrazek ptilozime k protokolu. V grafu si mizeme vSimnout, Ze hyperbola, ktera



urcuje pas spolehlivosti, se sbihd v nule, protoze jsme definovali, Ze pfimka prochazi presné

pocatkem.
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_— kalibraéni pfimka

......... pas spolehlivosti

0.015
|

..... predikéni pas

0.010
|

Absorbance

0.005
|

0.000

T T T T T T T
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12

Koncentrace Cu (mg + 1)

Obrazek €. 10: Graf pasu spolehlivosti a predikéniho pasu

Dale vypocitdme intervaly spolehlivosti pro parametry, v tomto piipad¢ pouze pro smérnici.
K tomu budeme potiebovat smérodatnou odchylku pro smérnici. Tu zjistime pomoci funkce
,coeftest™ pro definovanou kalibrac¢ni piimku

* coeftest(linearl, vcov. = NULL, df = NULL)

Zobrazi se data

t test of coefficients:

Estimate Std. Error t value Pr(>|t])
konc 0.1487275 0.0026805 55.486 2.301e-09 ***

Signif. codes: 0 “***’ (0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 “.” 0.1 “ " 1

Abychom mohli se zjiSténymi hodnotami déale pracovat, musime je zobrazit jako tabulku. To
udélame pomoci funkce ,,as.matrix*:

» pintl<-as.matrix(coeftest(linearl, vcov. = NULL, df = NULL))
Z tabulky vyclenime jednotlivé hodnoty. Pintl bl reprezentuje Usek a pintl b2 reprezentuje
smérodatnou odchylku tseku:

e pintl bl<-pinti[1,1];pint]l bl

» pintl b2<-pintl[1,2];pint]l b2



Smérodatnou odchylku zaokrouhlime na 2 platné Cislice a podle poctu mist za desetinnou
teCkou poté zaokrouhlime vysledny interval spolehlivosti:
»  pb2<-signif(pintl b2, digits=2);pb2
dostaneme napi: 0.0027, tedy 4 desetinnd mista
Nyni mliZeme zjistit samotny interval:
o Li<-c(pintl _bl-pb2*qt(0.975,5),pint] _bl+pb2*qt(0.975,5)),L1
Interval zaokrouhlime na platny pocet mist:
* LIb<-round(Ll, digits=4),L1b
Zobrazeny interval uvedeme do protokolu: Ly = <0.1418;0.1557>.

Nyni vypocitame mez detekce a mez stanovitelnosti
* lod(linearl)

* ld<-as.numeric(lod(linear)),ld
[1] 0.012252509 0.001822285

o lg<-(d*10/3);lq
[1] 0.040841697 0.006074282

Mez detekce 1 stanovitelnosti se odecita na ose x, takZe nds v obou pfipadech zajimé prvni
hodnota, coz je koncentrace, zjisténé hodnoty si zapiSeme a poznamename v protokolu.

(1d = mez detekce, 1q = mez stanovitelnosti)

Nyni zobrazime elipsu spolehlivosti a predikce. Pro to budeme potiebovat dalsi knihovnu

» library(ellipse)
Poté mizeme spustit skript pro elipsy. Cely skript ozna¢ime mysi a spustime. Tim vypocitdme
vSechna potfebna data pro vyneseni elips do grafu:

o level <-0.95

* shape <-var(cbind(X, Y))

» center <- c(mean(konc), mean(prumer_blanklessl))

*  radiusC <- sqrt(2 *(length(konc)-1)* qf{level, 2, (length(konc) -

2))/(length(konc)*(length(konc)-2)))
* radiusP <- radiusC*sqrt(length(konc)~+1)

» ellcalc <- function(center, shape, radius, segments=1000){
segments=segments

angles <<- seq(from=0,to=(2%3.1415926),by=1/segments)



unit.circle <<- cbind(cos(angles), sin(angles))
ELLIPSE <<- t(center + radius * t(unit.circle %*% chol(shape)))
return(ELLIPSE)}
» ellC<- ellcalc(center, shape, radiusC)
* ellP<- ellcalc(center, shape, radiusP)
Pokud je vSe v poradku, mizeme piistoupit k tvorbé grafu. Zadame ptikaz ke zpracovani dat:

*  plot(X)Y, type="n",main="elipsy", xlab=expression(Koncentrace ~ Cu ~ (mg ~

~I"-1})), ylab="Absorbance (a.u.)" ,xlim=c(-0.12,0.25),ylim=c(-0.02,0.04))

"

Pokud neni elipsa vidét celd, zménime usek, ktery chceme na osach zobrazit. Toho docilime
zménou Cisel v zavorce u xlim=c(-0.12,0.25) a ylim=c(-0.02,0.04). Hodnoty v zavorce udavaji
pocatek a konec osy. Déle zobrazime legendu:

o legend(-0.13,0.04,c("elipsa predikce","elipsa spolehlivosti”, "prumer"), col=c(1,2,4),
Ity=c(1,1,0),box.lwd = 0,box.col = "white",bg = "white", cex=0.9, Iwd=1.5,pch=c("-
)

Pozici legendy opét miizeme upravit zménou cisel v zavorce legend(-0.13,0.04. V grafu
zobrazime primérné hodnoty bodi kalibracni ptimky, stied elipsy a poté samotné elipsy:

» points(konc, prumer_blankless,col=1)

* points(center[1], center[2], pch = 3,col=4,cex=1.25)

» points(ellC[,1],ellC[,2],col=2,type="1")

» points(ellP[,1],ellP[,2],col=1,type="1")

Graf zobrazime stejné jako pfedchozi, ulozime a ptilozime do protokolu.
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Graf ¢. 11: Elipsa spolehlivosti a predikce

Nyni ptikrocime k vypoctu koncentrace médi ve vzorku. Nacteme soubor, do kterého jsme
ulozili namétené signaly pro vzorky:

» vzorky<-read.delim("c:\\kalibrace\\vzorky.txt" header=TRUE)
Z kazdého sloupce vypocitame prumér a v dal§im kroku odecteme blank

*  prumer3<-apply(vzorky,2,mean);prumer3

* vzorky blankless<-prumer3[1:length(prumer3)]-mean(blank);vzorky blankless
Zkontrolujeme zobrazené hodnoty. Dale vypocitame koncentraci médi, a to tak, ze primérné
hodnoty signalu podélime smérnici piimky

*  konc Cu<-((vzorky blankless/pintl bl)*5) ,konc Cu
Jednotlivé vypoctené koncentrace zobrazime kazdou samostatné opét pomoci funkce
as.matrix

* vzorky Cu<-as.matrix(konc_Cu);vzorky Cu

o vzl<-vzorky Cu[l,1];vzI

o vz2<-vzorky Cul[2,1];vz2

o vz3<-vzorky Cu[3,1];vz3

Poté vypocitame intervaly spolehlivosti pro jednotlivé vzorky. K samotnému vypocétu budeme
potiebovat primérnou hodnotu x a priimérnou hodnotu y z kalibra¢ni pfimky:

»  xpr<-mean(konc),xpr

*  ypr<-mean(prumer_blanklessl),ypr
Dale hodnoty y pro kazdou koncentraci vypoctené z regresni piimky:

*  Y<-(0+konc*pintl bl);Y
pocet vSech namétenych bodii pouzitych pro kalibraci

» n<-(length(konc)*length(blank));n
a také kolikrat byl zméten signal pro kazdy vzorek:

»  m<-length(vzorky[,1]);m
Abychom vypocitali, s, potfebujeme znat sumu druhych mocnin z rozdilu vSech
naméfenych a vypocitanych hodnot pro jednotlivé koncentrace kalibracnich roztokl
z kalibracni pfimky. Musime postupovat tak, ze z ptivodni matice naméfenych hodnot po
odecCteni blanku vycClenime jednotlivé tfadky, od kazdého odecteme vektor vypocitanych

hodnot, umocnime, nakonec se¢teme. Oznacime cely skript a spustime



*  kpl<-kp blankless[1,] kpl
*  kp2<-kp blankless[2,] kp2
*  kp3<-kp blankless[3,] kp3
*  kp4<-kp blankless[4,] kp4
*  kp5<-kp blankless[5,] kp5
*  kp6<-kp blankless[6,] kp6
*  kp7<-kp blankless[7,] kp7
s kpYI<-(sum((kpl-Y)"2));kpYI
o kpY2<-(sum((kp2-Y)"2))kpY2
o kpY3<-(sum((kp3-Y)"2));kpY3
o kpY4<-(sum((kp4-Y)"2));kpY4
o kpY5<-(sum((kp5-Y)"2))kpY5
o kpY6<-(sum((kp6-Y)"2));kpY6
o kpY7<-(sum((kp7-Y)"2))kpY7
o kpY<-(kpYI+kpY2+kpY3+kpY4+kpY5+kpY6+kpY7) kpY
Nyni mzeme dopocitat s’y «
* syxp<-sqri((kpY)/(n-1));syxp
a poté smérodatné odchylky pro jednotlivé vzorky
o sxI<-((syxp/pintl_bl)*sqrt((1/m)+(pb2/(pint]l _bl*syxp))"2*vzI"2)); sxI
o sx2<-((syxp/pintl_bl)*sqrt((1/m)+(pb2/(pintl_bl*syxp))"2*vz2"2)); sx2
o sx3<-((syxp/pintl_bl)*sqrt((1/m)+(pb2/(pint]l_bl*syxp))"2*vz3"2)); sx3
Ty zaokrouhlime na dvé platné Cislice a podle poctu mist za desetinnou teckou pak
zaokrouhlime jednotlivé intervaly:
o sxpl<-signif(spl, digits=2),;sxpl
o sxp2<-signif(sp2, digits=2);sxp2
»  sxp3<-signif(sp3, digits=2),;sxp3
Nakonec vypocitame intervaly spolehlivosti pro jednotlivé vzorky
o Lvzi<-c(vzl-sxpl*qt(0.975,48),vzI+sxpl*qt(0.975,48));Lvz1
o Lvz2<-c(vz2-sxp2*qt(0.975,48),vz2+sxp2*qt(0.975,48)); Lvz2
o Lvz3<-c(vz3-sxp3*qt(0.975,48),vz3+sxp3*qt(0.975,48));Lvz3
a zaokrouhlime na odpovidajici pocet platnych desetinnych mist:
»  LvzI<-round(Lvl, digits=4);Lvzl
o Lvz2<-round(Lv2, digits=4);Lvz2
*  Lvz3<-round(Lv3, digits=4);Lvz3



Intervaly spolehlivosti stanoveného mnozstvi Cu®'si poznamename a uvedeme do protokolu
jako

Lvzl =<0.1365;0.1675> mg-1"

Lvz2 =<0.1578;0.1933> mg-I"

Lvz3 =<0.1650;0.2021> mg-1”

2.

1. Pr(<|t|)) <0.50, pak zamitneme nulovou hypotézu pro usek (a = 0) a dale operujeme s
piimkou, kterd neprochézi pocatkem.
Do ptikazového fadku tedy zadame y = a + b-x pro vlastni data:
» linear3<-lm(Y~X),linear3
Zobrazi se hodnota Useku a smérnice, ty si poznamename a pii tvorb¢ grafu tato ¢isla zadame
do legendy. Nyni mizeme piejit k tvorb¢ grafu, oznacime dalsi fadek a klikneme na RUN

* plot(konc,prumer_blankless1,type="n",main="Kalibracni primka", xlab= expression
(Koncentrace ~ Cu ~ (mg ~ "*" ~I"{-1})),ylab="Absorbance (a.u.)", col=3)

Zatim se zadny graf nezobrazi, R Studio jen pfipravilo data. OvSem v pravém dolnim okné se
v zalozce ,,Plots* objevi nazev grafu a osy. Vzhledem k tomu, Ze ramecek legendy je
neprihledny a piekryval by pfimku, musime nejprve zadat legendu, az poté pifidat body
(points) a samotnou piimku (abline):

*  legend(-0.003,0.018,legend=c(expression(kal. ~ primka ~y ~ "-7,659" ~ "*" ~ [ON-
Sp~"+H"~"1496"~ "*" ~]ON-1}~x), "chybové usecky - int. spolehlivosti"),
col=c(4,6),box.lwd = 0,box.col = "white",bg = "white", lty=c(1,1), cex=0.9,
wd=1.5pch=c("-","-"))

Misto Cerven¢ napsanych hodnot zadame vlastni. Pokud ramecek legendy ptekryva osy,

muZeme jeji pozici upravit zménou cisel v zavorce legend(-0.003,0.018, tyto soufadnice

udavaji polohu levého horniho rohu bilého ramecku legendy. Pokud je ramecek legendy
ptilis dlouhy, bohuzel bude pfekryvat ordmovani grafu. Po Gpravé hodnot musime cely
skript spustit znovu, a to nejen pro legendu, ale i pro graf (plot...). Pfiddme body

a samotnou piimku:

» points(konc,prumer_blankless1,col=1)

 abline(linear3,col=4)



Nyni se zobrazi graf, do toho ale jesté ptfidame chybové tsecky. Ty zobrazujeme pomoci
intervalu spolehlivosti. Na jeho vypocet potiebujeme smérodatnou odchylku a priimér pro
kazdy bod kalibracni ptimky, ten uzZ mame, takze dopocitame pouze smérodatné odchylky:

» sm.odch_blankless1<-apply(kp blankless,2,sd);sm.odch_blankless1
Déle je tfeba vypocitat hodnoty, které budeme odecitat a pficitat k praméru, abychom
vypocitali intervaly pro chybové usecky, coz je smérodatna odchylka vynasobena pro v =n —
1, to celé podéleno odmocninou z n, coz je pocet méfeni pro kazdy kalibrac¢ni bod.

* LI<-((sm.odch_blankless*qt(0.975,6))/sqrt(length(blank))); L1
Pro zobrazeni chybovych usecek pottebujeme ptivolat knihovnu

» library(chemCal)
a nyni mizeme zobrazit chybové useCky pomoci skriptu:

» errbar(konc, prumer blanklessl, yplus=(prumer blanklessl1+L]1),

yminus=(prumer_blankless1-L1), cap=0.015, add=T, errbar.col=6)

V grafu se zobrazi chybové usecky. Pro ulozeni grafu klikneme na ,,Zoom* a na hlavnim
panelu pocitace se otevie okno s ndzvem ,,Plot Zoom*, ve kterém se zobrazi obrazek grafu.

Klikneme na néj pravym tlacitkem mysi a zvolime ,,Save Image*, pfidame do protokolu.
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Obrazek €. 9: Graf kalibra¢ni pfimky se zobrazenymi chybovymi tseCkami



V dal$im grafu zobrazime pasy spolehlivosti a predikce, musime oteviit knihovnu, ze které
pouzijeme funkci:
» library(chemCal)
a také zdrojovy kod, ktery byl pfedem upraven pro potieby této tlohy. Veskeré potiebné
parametry uz jsou pieddefinovany
» source("C:\\kalibrace\\calplot primka.r")
Nyni miiZeme vytvofit graf se zminénymi pasy
» linear4<-calplot_primka(linear3, xlim = c("auto", "auto"), ylim = c("auto", "auto"),
xlab=expression(Koncentrace ~ Cu ~ (mg ~ "*" ~I"{-1})), ylab= "Absorbance (a.u.)",
alpha=0.05, varfunc = NULL)
Zobrazi se graf. Pro jeho ulozeni opét klikneme na ,,Zoom* a pravym tlac¢itkem mySi na

obrazek. Obrazek ptilozime k protokolu.
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Obrazek €. 10: Graf pasu spolehlivosti a predikéniho pasu

Déle vypocitame intervaly spolehlivosti pro parametry. K tomu budeme potiebovat
smérodatnou odchylku pro tsek a smérnici. Ty zjistime pomoci funkce ,,coeftest pro
definovanou kalibra¢ni pfimku

* coeftest(linear3, vcov. = NULL, df = NULL)

Zobrazi se data

t test of coefficients:



Estimate Std. Error t value Pr(G|t])
(Intercept) -7.6592e-05 3.8018e-04 -0.2015 0.8483
konc 1.4961e-01 5.2721e-03 28.3778 1.018e-06 ***

Signif. codes: 0 “***’ (0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 “.” 0.1 “ ’ 1

Abychom mohli se zjiSténymi hodnotami dale pracovat, musime je zobrazit jako tabulku. To
udélame pomoci funkce ,,as.matrix*:
» pintl<-as.matrix(coeftest(linearl, vcov. = NULL, df = NULL))
Jednotlivé hodnoty zobrazime samostatné. Pintl al reprezentuje usek, Pintl a2 znaci
smérodatnou odchylku Useku, Pint/ bl reprezentuje Usek a pint! b2 udava smérodatnou
odchylku useku. Miizeme spustit vSechny fadky soucasné:
o pintl al<-pintl[l,1];pint]l al
» pintl _a2<-pintl[1,2];pint] a2
» pintl bi<-pintl[2,1];pint]l bl
» pintl b2<-pintl[2,2];pint]l b2
Smérodatné odchylky zaokrouhlime na dvé platné Cislice a podle poctu desetinnych mist u
vysledné hodnoty zaokrouhlime vypocitané intervaly:
»  pa2<-signif(pintl a2, digits=2);pa2
*  pb2<-signif(pint]l b2, digits=2);pb2
Dostaneme napit: pa2 = 0.00014 a pb2 = 0.0020
Nyni mizeme zjistit samotné intervaly:
*  La<-c(pintl _al-pint]l _a2*qt(0.975,5),pintl _al-+pintl a2*qt(0.975,5)),La
»  Lb<-c(pintl _bl-pintl b2*qt(0.975,5),pintl _bl+pintl b2*qt(0.975,5));Lb
Podle poctu desetinnych mist u smérodatnych odchylek intervaly zaokrouhlime
* Lla<-round(La, digits=5);L1a
* LlIb<-round(Lb, digits=4);L1b
Zobrazené intervaly uvedeme do protokolu jako
Liay12 = <-0.00044;0.00028>
L2 =< 0.1445;0.1548>
Nyni vypocitame limit detekce a limit stanovitelnosti
* lod(linear3)

* > [d<-as.numeric(lod(linear3)),ld
[1] 0.01262320 0.00181198

o > g<-(ld*10/3);lq
[1] 0.042077325 0.006039934



Mez detekce i1 stanovitelnosti se odecita na ose x, takZe nds v obou ptipadech zajima prvni
hodnota, coz je koncentrace, hodnoty si zapiSeme a poznamename v protokolu.

(1d = mez detenkce, 1q = mez stanovitelnosti)

Déle zobrazime elipsu pro parametry regresni piimky. Budeme potfebovat dalsi knihovnu
* library(ellipse)
Zadame funkci pro vypocet dat potiebnych pro zobrazeni elipsy
s level =0.975
» ell <-ellipse(linear3, which = c(1, 2), level = level)
Zjisténé hodnoty vyneseme do grafu
«  plot(ell, type = "I" main="Elipsa pro parametry", ylab="Smérnice", xlab="Usek",
xlim = ¢(-0.0005,0.0004), ylim = c(0.143, 0.185))
Pokud neni elipsa vidét cela, zménime pocatecni a koncové body os. Toho docilime zménou
¢isel v zavorce u xlim=c(-0.12,0.25) a ylim=c(-0.02,0.04). Hodnoty v zavorce udavaji pocatek
a konec osy. Pfidame legendu
»  legend(-0.0005,0.186 ,legend=c("elipsa", "intervaly spolehlivosti pro parametry"),
col=c(1,2),box.lwd = 0,box.col = "white",bg = "white", lty=c(1,1) ,cex=0.9, Iwd=1.5,
pch=c("-","-"))
zobrazime stfed elipsy
» points(linear3$coefficients[1], linear3$coefficients[2],pch=3)
a jednotlivé tsecky zndzornujici intervaly spolehlivosti pro tsek a smérnici, ze kterych
vznikne obdélnik:
o segments(Lla[l],L1b[1],Lla[2],L1b[1],col=2)
» segments(Lla[l],L1b[2],L1a[2],L1b[2],col=2)
o segments(Lla[l],L1b[1],L1a[l],L1b[2],col=2)
o segments(Llaf2],L1b[2],L1a[2],L1b[1],col=2)

Graf ulozime a ptilozime do protokolu
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Obrazek ¢. 11: Elipsa spolehlivosti pro parametry regresni piimky

Déle spustime skript pro elipsy spolehlivosti a predikce. Cely skript ozna¢ime mysi
a spustime. Tim vypocitdme vSechna potiebné data pro vyneseni elips do grafu:

o level <-0.95

* shape <-var(cbind(X, Y))

» center <- c(mean(konc), mean(prumer_blanklessl))

*  radiusC <- sqrt(2 *(length(konc)-1)* qf{level, 2, (length(konc) -

2))/(length(konc)*(length(konc)-2)))
* radiusP <- radiusC*sqrt(length(konc)~+1)

» ellcalc <- function(center, shape, radius, segments=1000){
segments=segments
angles <<- seq(from=0,to=(2*3.1415926),by=1/segments)
unit.circle <<- cbind(cos(angles), sin(angles))
ELLIPSE <<- t(center + radius * t(unit.circle %*% chol(shape)))
return(ELLIPSE)}

» ellC<- ellcalc(center, shape, radiusC)

* ellP<- ellcalc(center, shape, radiusP)

Pokud je vSe v potadku, miZzeme pfistoupit k tvorbé grafu. Zaddme piikaz ke zpracovani dat:



”

» plot(konc, prumer blankless, type="n",main="Elipsy" xlab="Koncentrace Cu
(mg.l"(-1))" . ylab="Absorbance (a.u.)" ,xlim=c(-0.12,0.25),ylim=c(-0.02,0.04))
Déle zobrazime legendu
o legend(-0.13,0.04,c("elipsa predikce","elipsa spolehlivosti”, "prumer"), col=c(1,2,4),
Ity=c(1,1,0), box.lwd = 0,box.col = "white",bg = "white", cex=0.9, Iwd=1.5,pch=c("-
)
Pozici legendy opét miizeme upravit zménou Cisel v zavorce legend(-0.12,0.04. V grafu
zobrazime primérné hodnoty bodi kalibra¢ni ptimky, stfed elips a poté samotné elipsy:
» points(konc, prumer blankless,col=1)
» points(center[l1], center[2], pch = 3,col=4,cex=1.25)
» points(ellC[,1],ellC[,2],col=2,type="1")
» points(ellP[,1],ellP[,2],col=1,type="1")

Graf zobrazime stejné jako pfedchozi, ulozime a ptiloZzime do protokolu.
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Obrazek €. 11: Elipsa spolehlivosti a predikce

Nyni pfikrocime k vypoctu koncentrace médi ve vzorku. Nacteme soubor, do kterého jsme
ulozili namétené signaly pro vzorky:

* vzorky<-read.delim("c:\\kalibrace\\vzorky.txt", header=TRUE)
Z kazdého sloupce vypocitame primér a v dal§im kroku odecteme blank

»  prumer3<-apply(vzorky,2,mean);prumer3



* vzorky blankless<-prumer3[1:length(prumer3)]-mean(blank),vzorky blankless
Zkontrolujeme zobrazené hodnoty. Dale vypocitdime koncentraci médi, a to tak, ze
od primérnych hodnot signalu odecteme tisek a podélime smérnici

*  konc Cu<-(((vzorky blankless-pintl al)/pintl bl)*5)konc Cu
Jednotlivé vypoctené koncentrace zobrazime jako samostatné hodnoty opét pomoci funkce
as.matrix

* vzorky Cu<-as.matrix(konc_Cu);vzorky Cu

o vzl<-vzorky Cu[l,1];vzI

o vz2<-vzorky Cul[2,1];vz2

o vz3<-vzorky Cu[3,1];vz3

Poté vypocitame intervaly spolehlivosti pro jednotlivé vzorky. Do vypoctu budeme
potfebovat prumérnou hodnotu x a primérnou hodnotu y z kalibra¢ni ptimky:

* xpr<-mean(konc),xpr

* ypr<-mean(prumer_blanklessl),;ypr
dale hodnoty y pro kazdou koncentraci vypoctené z regresni pfimky

*  Y<-(pintl_al+konc*pintl bl);Y
pocet vSech namétfenych bodii pouzitych pro kalibraci

* n<-(length(konc)*length(blank));n
a také kolikrat byl zmé&fen signal pro kazdy vzorek

*  m<-length(vzorky|[,1]);m
Pro vypocet s, , potiebujeme znat sumu druhych mocnin z rozdilu kazdé naméiené hodnoty a
hodnot vypocitanych pro jednotlivé koncentrace kalibracnich roztoki. Musime postupovat
tak, Ze z pivodni matice naméfenych hodnot po odecteni blanku vyclenime jednotlivé fadky,
od kazdého odecteme vektor vypocitanych hodnot, umocnime, nakonec se¢teme. Oznacime
cely skript a spustime

*  kpl<-kp blankless[1,] ;kpl

*  kp2<-kp blankless[2,] kp2

*  kp3<-kp blankless[3,] kp3

*  kp4<-kp blankless[4,] kp4

*  kp5<-kp blankless[5,] kp5

*  kp6<-kp blankless[6,] kp6

»  kp7<-kp blankless[7,] kp7

o IkpYI<-(sum((kpl-Y)"2));kpYI



o kpY2<-(sum((kp2-Y)"2))kpY2
o kpY3<-(sum((kp3-Y)"2));kpY3
o kpY4<-(sum((kp4-Y)"2));kpY4
o kpY5<-(sum((kp5-Y)"2))kpY5
o kpY6<-(sum((kp6-Y)"2)) kpY6
o kpY7<-(sum((kp7-Y)"2));kpY7
o kpY<-(kpYIl+kpY2+kpY3+kpY4+kpY5+kpY6+kpY7) kpY
Nyni mizeme dopocitat sy x
o syx<-sqrt((kpY)/(n-2));syx
a poté smérodatné odchylky pro jednotlivé vzorky
o sI<-((syx/pintl _bl)*sqrt((1/n)+(1/m)+(pintl_b2/(pintl bl*syx)) 2*(vzI-ypr)"2));sl
o $2<-((syx/pintl_bl)*sqrt((1/n)+(1/m)+(pintl _b2/(pintl_bl*syx))"2*(vz2-ypr)"2)),;s2
o s3<-((syx/pintl_bl)*sqrt((1/n)+(1/m)+(pintl _b2/(pintl bl *syx))"2*(vz3-ypr)"2)),;s3
Ty zaokrouhlime na dv€ platné Cislice a podle poctu mist za desetinnou teckou pak
zaokrouhlime jednotlivé intervaly:
o sxl<-signif(sl, digits=2),sx1
o sx2<-signif(s2, digits=2);sx2
o sx3<-signif(s3, digits=2),;sx3
Nakonec vypocitame intervaly spolehlivosti pro jednotlivé vzorky
o Lvzi<-c(vzl-sx1*qt(0.975,47),vz1+sx1*qt(0.975,47));Lvz1
o Lvz2<-c(vz2-sx2%*qt(0.975,47),vz2+sx2*qt(0.975,47)),;Lvz2
o Lvz3<-c(vz3-sx3%*qt(0.975,47),vz3+sx3*qt(0.975,47)),;Lvz3
zaokrouhlime na vhodny pocet desetinnych mist
*  Lvzi<-round(Lvl, digits=3);Lvzl
o Lvz2<-round(Lv2, digits=3);Lvz2
*  Lvz3<-round(Lv3, digits=3);Lvz3
Intervaly spolehlivosti stanoveného mnozstvi Cu®” si poznamename a uvedeme do protokolu
jako
Lvzl =<0.127;0.179> mg-1"
Lvz2 =<0.146;0.207> mg-1"
Lvz3 =<0.152;0.217> mg-1"



Stanoveni médi metodou pridavku standardu s doplnénim

na konstantni objem

Z vychoziho roztoku o koncentraci Cu®" 1 mg-1" ptipravime roztok o koncentraci 0,4 mg-1".
Z tohoto roztoku dale pipetujeme do 25 ml odmérnych ban¢k postupné 0,00 ml; 1,25 ml; 2,50
ml; 3,75 ml; 5,00 ml; 6,25 ml a 7,50 ml. Do kazdé z odmérnych banc¢k ptfidame 5 ml
neziedén¢ho vina. Bailky doplnime po rysku 1% HNO;. Timto ziskdme roztoky o
koncentracich ptidavku standardu médi v mg-l'lz 0; 0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 0,10; 0,12.

Jako blank pouzijeme roztok 1% HNO;. Kazdy roztok prométime 7krat a hodnoty
absorbance piepiSeme do Excelu na samostatny list a ulozime ve formatu txt pod ndzvem
prid_st do slozky kalibrace. Dbame na to, abychom misto desetinnych ¢arek pouzivali

tecky.

Je vhodné data prepsat do Excelu zptisobem, ktery zobrazuje nésledujici tabulka:

Tab. €. 6: Data ziskanad z méteni pomoci metody piidavku standardu

blank 0 mg/1 0,02 mg/1 0,04 mg/1 | 0,06 mg/l1 | 0,08 mg/l | 0,10 mg/1 | 0,12 mg/l
0.003411 | 0.005832 0.008668 0.01149 0.01452 0.01686 0.02094 0.02291
0.00362 0.005789 0.008652 0.01144 0.01413 0.01687 0.02039 0.02302
0.003653 | 0.005916 0.009171 0.01123 0.01401 0.01656 0.02083 0.02407
0.003467 | 0.005946 0.008877 0.01131 0.01411 0.01730 0.02052 0.02334
0.003153 | 0.005714 0.009624 0.01149 0.01501 0.01696 0.02035 0.02358
0.003489 | 0.005509 0.009425 0.01159 0.01454 0.01766 0.02086 0.02309
0.003744 | 0.005717 0.009619 0.01182 0.01472 0.01725 0.02030 0.02306

Miizeme pokraCovat se zpracovanim v R Studiu. Pokud neni v zalozkach ptikazového radku
otevien soubor prid st, klikneme na ,File®, zvolime ,,Open File*“ a ze slozky kalibrace
vybereme soubor prid_st.R.

Mysi modie oznacime prvni fadek skriptu a klikneme na RUN, nebo zmackneme Ctrl+R, tim
nacteme vstupni data.

o prid _st0<-read.delim("c:\\kalibrace\\prid st.txt" header=TRUE)

Pokud jsme vstupni data ukladali bez hlavicky, prepiSeme ve skriptu header=False. Opét
umisténi souboru (Cerveny text) se muze liSit. Kliknutim na nazev v okné prostiedi
zkontrolujeme nactena data.

Poté na¢teme vektor koncentrace



*  konc2<-¢(0,0.02,0.04,0.06,0.08,0.1,0.12)
Déle musime ze vstupni matice vyc¢lenit blank, ktery je v prvnim sloupci,

*  blank2<-prid_st0[,1];blank2
a z n¢j vypocitat primer

*  mean(blank2)
dale blank z ptivodni matice odstranime:

o prid sti<-prid _st0[,-1],;prid stl
Nyni miizeme od vstupni matice odecist blank a dostaneme tak data poniZena o tuto hodnotu:

* ps blankless<-prid stl[1:length(prid stl)]-mean(blank2);ps blankless
Nakonec vypocitame z kazdého sloupce pramér, ktery pouzijeme pro zobrazeni primérnych
hodnot v grafu kalibra¢ni pfimky:

» prumer_blankless2<-apply(ps_blankless,2,mean);prumer _blankless2
Nyni musime data otestovat na odlehlost pomoci Grubbsova testu, ale testujeme data pro
linedrni zavislost, takZze napfed musime tuto zavislost vytvofit. V nasledujicim skriptu se
vstupni data uspotadaji do dvou sloupcti a diky tomu budeme dale schopni ud¢€lat regresi pro
vSechna vstupni data. Oznac¢ime nasledujici ¢ast skriptu a spustime:

* a<-length(ps_blankless[1,]);a

*  b<-length(ps_blankless[,1]);b

*  X<-rep(konc2,b); X

*  Y<-ps blankless[1,]

*  for(iin 2:b){

YY<ps_blankless[i,]
Y<-as.numeric(c(Y,YY))};Y

Oznacime dals$i fadek, kterym R Studiu zadame ptikaz, ze data jsou linearniho charakteru:
* linear<-lm(Y~X),linear

piivolame potfebnou knihovnu
* library(car)

a provedeme samotné testovani odlehlosti
» outlierTest(linear,cutoff=0.05, n.max=10, order=TRUE)

Pokud jsou data v potadku, zobrazi se v okné konzoly:
No Studentized residuals with Bonferroni p<0,05

Ale zobrazi se nejvétsi hodnota. Pokud zjistime, ze néjakéd hodnota je odlehld, poznamename

si ji a uvedeme do protokolu.



Nyni provedeme testovani useku a smérnice dle nulovych hypotéz @ = 0 a b = 1, pfivolame
potiebnou knihovnu a provedeme testovani

* library(Imtest)

» coeftest(linear, vcov. = NULL, df = NULL)

Zobrazi se tabulka

t test of coefficients:
Estimate std. Error t value Pr(G|t|)

(Intercept) 0.0023536 0.0001966 11.972 7.171e-05 ***
konc2 0.1447293 0.0027263 53.086 4.485e-08 ***

Signif. codes: 0 ‘***’ (0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.” 0.1 * ’ 1

Pravdépodobnosti pro usek 1 smérnici by se mély blizit nule. Pokud ne, méfeni zopakujeme.
Hodnoty tseku (,,Intercept®) a smérnice (,,konc™) si poznamename a piepiSeme v legendé, aby
odpovidaly kalibra¢ni pfimce pro nase data.

Dale zobrazime graf kalibra¢ni ptimky

»  plot(X, Y, type="n",main="Kalibracni primka" xlab="Koncentrace Cu (mg.l"\(-
1))".ylab="Absorbance (a.u.)",col=3)

o legend(-0.003,0.019,legend=c("kalibracni primka - y = 0,0024 + 0,1447x", "chybové
usecky - int. spolehlivosti"),col=c(4,"red"),box.lwd = 0,box.col = "white"bg =
"white",lty=c(1,1),cex=0.9,lwd=1.5,pch=c("-","-"))

* abline(linear,col=4)

» points(konc2,prumer_blankless2,col=1)

do grafu ale musime ptidat chybové tsecky, pro jejich vypocet potfebujeme smérodatnou
odchylku z kazdého sloupce

» sm.odch_blankless2<-apply(ps_blankless,2,sd);sm.odch_blankless2

a hodnotu, kterou budeme pficitat a odecitat k primérnym hodnotdm (smérodatnéd odchylka
vynasobena kritickou hodnotou Studentova rozdéleni pro v = n - 1, tocelé podéleno
odmocninou z n, coz je pocet méfeni pro kazdy kalibracni bod):

* L2<-((sm.odch_blankless2*qt(0.975,6))/sqrt(length(blank2)));L2

Ptivolame potfebnou knihovnu a zobrazime chybové tisecky

* library(Hmisc)

» errbar(konc2, prumer_blankless2, yplus=(prumer_blankless2+L2),
yminus=(prumer_blankless2-L2), cap=0.015, add=T, errbar.col="red")

Graf ulozime a pfidame do protokolu.
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Obrazek ¢ 14: Kalibra¢ni ptimka a chybové usecky pro metodu pridavku

Nyni zobrazime pasy spolehlivosti a predikce
* library(chemCal)
»  source("C:\\kalibrace\\calplot primka.r")
» linear2<-calplot_primka(linear, xlim = c("auto", "auto"), ylim = c("auto", "auto"),
xlab="Koncentrace Cu (mg.l"(-1))"ylab="Absorbance (a.u.)", alpha=0.05, varfunc =
NULL)

Graf ulozime a pfilozime do protokolu.
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Obrazek ¢. 15: Pasy spolehlivosti a predikce

Poté vypocitame mez detekce a stanovitelnosti, opét nds zajimaji hodnoty na ose x, tudiz
odecitame prvni ¢isla, coz odpovida koncentraci.
* lod(linear)

* > [ld<-as.numeric(lod(linear)),ld
[1] 0.009460677 0.003722824

o > q<-(ld*10/3);lq
[1] 0.03153559 0.01240941

Hodnoty poznamename a uvedeme do protokolu.
Pokracujeme vypoctem intervali spolehlivosti pro parametry. K tomu opét potiebujeme
smérodatné odchylky tseku a smérnice
» coeftest(linear, vcov. = NULL, df = NULL)
které ale musime zobrazit jako tabulku a jednotlivé hodnoty zobrazit samostatné
»  pint2<-as.matrix(coeftest(linear, vcov. = NULL, df = NULL)),pint2
o pint2 _al<-pint2[1,1];pint2 _al
o pint2 _a2<-pint2[1,2];pint2 a2
» pint2 bl<-pint2[2,1];pint2 bl
* pint2 b2<-pint2[2,2];pint2 b2



Smérodatné odchylky zaokrouhlime na dvé platné Cislice a podle poctu desetinnych mist
zaokrouhlime vysledné¢ intervaly:
»  pa2<-signif(pint2_a2, digits=2);pa2
*  pb2<-signif(pint2 b2, digits=2);pb2
Dostaneme napt.: pa2 = 0.00010 a pb2 =0.0014
Pokracujeme samotnym vypoctem
*  La<-c(pint2_al-pint2 _a2*qt(0.975,5),pint2_al-+pint2 a2*qt(0.975,5)),La
*  Lb<-c(pint2_bl-pint2 b2*qt(0.975,5),pint2 bl+pint2 b2*qt(0.975,5));Lb
Podle desetinnych mist u smérodatnych odchylek intervaly zaokrouhlime
* L2a<-round(La, digits=5);L1a
* L2b<-round(Lb, digits=4);L1b
Zobrazené intervaly uvedeme do protokolu jako

L(a)1’2 =<0.00210;0.00261>
L(b)1,2 =<0.1411;0.1483>

Poté zobrazime elipsu pro parametry regresni piimky

» library(ellipse)

s level =0.975

» ell <-ellipse(linear, which = c(1, 2), level = level)

* plotlell, type = "l", main="Elipsa pro parametry"”, ylab="Smérnice",
xlab="Usek" xlim=c(0.00205,0.00265),ylim=c(0.137,0.165))

» points(linear$coefficients[1], linear3coefficients[2],pch=3)

o segments(L2a[1],L2b[1],L2a[2],L2b[1],col=2)

o segments(L2a[1],L2b[2],L2a[2],L2b[2],col=2)

o segments(L2a[1],L2b[1],L2a[1],L2b[2],col=2)

o segments(L2a[2],L2b[2],L2a[2],L2b[1],col=2)

o legend(0.00205,0.165,legend=c("elipsa”, "intervaly spolehlivosti pro parametry"),
col=c(1,2),box.lwd = 0,box.col = "white",bg = "white", lty=c(1,1),
cex=0.9,lwd=1.5,pch=c("-","-"))

Pokud je elipsa pfili§ velk4 a neni celd vidét, upravime velikost os pomoci zmény Cisel

v zavorkach xlim a ylim, které udavaji pocatek a konec os. Stejnym zplisobem miizeme

upravit pozici legendy. Graf ulozime a ptiddme do protokolu
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Obrazek €. 16: Elipsa pro parametry regresni piimky

Nyni zobrazime elipsy spolehlivosti a predikce
o level <-0.95
* shape <-var(cbind(X, Y))
* center <- c(mean(konc2), mean(prumer_blankless2))
e radiusC <- sqrt(2  *(length(konc2)-1)*  gqf(level, 2,  (length(konc2) -
2))/(length(konc2)*(length(konc2)-2)))
*  radiusP <- radiusC*sqrt(length(konc2)+1)

» ellcalc <- function(center, shape, radius, segments=1000){
segments=segments
angles <<- seq(from=0,to=(2*3.1415926),by=1/segments)
unit.circle <<- cbind(cos(angles), sin(angles))
ELLIPSE <<- t(center + radius * t(unit.circle %*% chol(shape)))
return(ELLIPSE)}

» ellC<- ellcalc(center, shape, radiusC)

* ellP<- ellcalc(center, shape, radiusP)



*  plot(X, Y, type="p" main="elipsy" xlab="Koncentrace Cu (mg.I™-1))",
ylab="Absorbance (a.u.)" ,xlim=c(-0.12,0.25),ylim=c(-0.02,0.04))

»  legend(-0.12,0.039,c("elipsa predikce", "elipsa spolehlivosti", "prumer"), col=c(1,2,4),
Ity=c(1,1,0),box.lwd = 0,box.col = "white",bg = "white", cex=0.9, Iwd=1.5, pch=c("-
")

» points(konc2,prumer_blankless2)

» points(center[l], center[2], pch = 3,col=4,cex=1.25)

» points(ellC[,1],ellC[,2],col=2,type="1")

» points(ellP[,1],ellP[,2],col=1,type="1")

Obrazek ulozime a ptidame k protokolu.
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Obrazek €. 16: Elipsa spolehlivosti a elipsa predikce

Nyni miizeme piikroc€it k vypoctu koncentrace médi ve vzorku

*  konc.Cu<-((pint2_al/pint2 _bl)*5)konc.Cu
Pro vypocet intervalu spolehlivosti potfebujeme smérodatnou odchylku, pro jeji vypocet zase
potiebujeme smérodatnou odchylku sy

*  xpr2<-mean(konc2);xpr2

* ypr2<-mean(prumer_blankless2),ypr2

o Q2<-sum(7*(konc2-xpr2)"2);02

o Y2<-(pint2_al+konc2*pint2 bl) Y2



»  n<-(length(konc2)*length(blank2));n

* psl<-ps blankless[1,];psl

* ps2<-ps_blankless[2,];ps2

*  ps3<-ps_blankless[3,];ps3

*  ps4<-ps blankless[4,];ps4

*  ps5<-ps_blankless[5,];ps5

*  ps6<-ps blankless[6,];ps6

*  ps7<-ps_blankless[7,];ps7

o psYI<-(sum((psl-Y2)"2));psY1

o psY2<-(sum((ps2-Y2)"2));psY2

o psY3<-(sum((ps3-Y2)"2)),psY3

o psY4<-(sum((ps4-Y2)"2));psY4

o psY5<-(sum((ps5-Y2)"2));psY5

o psY6<-(sum((ps6-Y2)"2));psY6

o psY7<-(sum((ps7-Y2)"2));psY7

o psY<-(psYl+psY2+psY3+psY4+psY5+psY6+psY7);psY

o syx2<-sqrt((psY)/(n-2));syx2
Nyni mizeme vypocitat smérodatnou odchylku s,

o sx<-((syx2/pint2_bl)*sqrt((1/n)+((0-ypr2)"2/(pint2_b1"2*Q2))));sx
Smérodatnou odchylku zaokrouhlime na dvé platné Cislice a podle poctu mist za desetinnou
teckou pak také zaokrouhlime interval spolehlivosti

o sxI<-signif(sx, digits=2);sx1
Vypocitame samotny interval spolehlivosti

*  Lvz<-c(konc.Cu-qt(0.975,47)*sx1,konc.Cu+qt(0.975,47) *sx1),; Lvz
Interval zaokrouhlime

*  Lvz<-round(Lv, digits=5);Lvz
a stanoveny obsah Cu®" uvedeme do protokolu jako

L,,=<0.07962;0.08300> mg-1".



