Analytickée metody

Klasické metody

Instrumentalni metody

Klasicka analyza Instrumentalni analyza
Vysoka presnost stanoveni Promeénliva presnost stanoveni
az 0,1% rel. 5-10-20 % rel.

Stanovitelnost analytu Stanovitelnost analytu
do cca 0,1 % do 104 - 1010 %, ale mlze byt i
niZSi

Zalozena na zakladnim chemismu | Zalozena na fyzikalné-chemickych,
ale Castéji na fyzikalnich déjich

Vazkova a odmerna analyza Elektroanalyticke, opticke,
separacni instrumentalni metody




Analytickée metody

Kvalitativni stanoveni= zjisténi pritomnosti latek (co?)

Kvantitativni stanoveni = zjiSténi mnozstvi latek (kolik?)
Validace analytickych metod

Validace - prokazani toho, ze pouzity postup je vhodny pro zamyslené
pouziti. Kriticky je vybér validaénich parametru - zakladni kritérium jak
ziskat dostatek udaju, aby bylo mozno posoudit, zda metoda ¢i systém, jsou
vhodné pro zamysleny ucel.

Kalibrace — postup, kterym se navazuje méridlo na statni etalony. Jedna se o
urceni vztahu mezi vystupni a vstupni veliCinou, platného pro mérici system.



Kvantitativni analyza

Metoda interniho standardu (IS)

IS = latka, ktera se ve analyzovaném vzorku nevyskytuje. Znamé mnozstvi IS
se prida do vzorku. Podle pomérného zastoupeni IS se stanovi obsah

pozadovanych slozek.
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Kvantitativni analyza

Metoda kalibracni primky

- pfipravime sadu vzorkd o znamém sloZeni, stanovime zavislost odezvy
na koncentraci standardu v pfredpokladaném rozmezi ve vzorku.

=4

regression curve and 95% confidence interval

Kalibracni pfimka s 95% intervalem
spolehlivosti



Validace

v" potvrzeni prostiednictvim skuteénych pozorovani, méfeni a zkouseni, Ze
pozadavky na zamysSlené pouziti nebo aplikaci jsou spInény

v' zahrnuje sérii experimentd, jejich matematicko-statistické zpracovani které
prokaze pt1 opakovaném pouZziti reprodukovatelné vysledky

v’ je tieba piesné definovat podminky, za kterych je metoda pouzitelna

pravidla validace

» validovat celou metodu
» validovat cely rozsah koncentraci

» validovat v rozsahu vSech uvazovanych matric



Prubéh validace

stanoveni pracovnich charakteristik dané analytické metody

stanoveni rozsahu a omezeni dane analytické metody

identifikace ovlivnujicich parametrti, které mohou ménit pracovni
charakteristiky dané analytické metody

jaky analyt mtizeme stanovit, v jaké matrici, za pritomnosti jakych
interferent1?

za jakych definovanych podminek mtiZeme dosahnout predem urcenou
nejistotu?



Charakteristiky metody

selektivita, specificnost

vytéZnost

linearita, pracovni rozsah, citlivost
LOD, LOQ

Opakovatelnost

Robustnost

rozsifena nejistota



Selektivita (Selectivity)

- udava rozsah, do kterého muze
byt jednotlivy analyt stanoven v ! N e
komplexni smési, aniz by doslo k Y
interferenci s ostatnimi slozkami ve
smeési. O metodé, ktera je naprosto | | 3,4 km
selektivni pro analyt nebo skupinu
analytu, fikame, ze je specificka. |

3,6 km
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Intenzita
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Selektivita

Specificka
Nizka Stiedni \Vysoka m*‘ﬂmdf
Vazeni
Acidobazicke Spektrofotometrie Chromatografie
titrace
EDTA titrace GC-MS
Rotacni spektroskopie




Vytéznost (recovery)

* mira pravdivosti analytické metody

» udava miru schopnosti méfici metody (postupu) postihnout mérenym
signalem veSkery analyt pfitomny ve vzorku

* je mirou ucinnosti metody

* je podil rozdilu mezi udaji méficiho systému pfi méreni vzorku se

znamym pridanym mnozstvim analytu a vzorku bez pridavku

nalezenda hodnota

K=
referencni _ hodnota
referenéni hodnotu obdrzime z: &im ie R blize k 1.
N ) tim je mensi vychyleni metody a
- CRM (certifikovaného materialu) & = (f—"” pravdivost metody je vy$si.
“CRM

. we gs s c . .—C

- spiku Cisté latky R="FF—"T7=

f:p ike



Citlivost = smérnice kalibracni pfimky.
- zZména odezvy méficiho zafizeni délena odpovidajici zménou nezavislé proménnée
Je-li citlivost zavisla na matrici, nepostacuje kalibrace na Ciste latky.

Podil zmény odezvy mériciho zarizeni a odpovidajici zmény podnétu.




Linearita (Linearity)
schopnost metody poskytnout vysledky zkousky primo umeérné
koncentraci analytu.
Je zjiStovana analyzou vzorku s koncentracemi analytu, které pokryvaji
deklarovany rozsah metody.

Vzorky, pouzitée k ur¢eni linearity, maji byt analyzovany v sériich 3 -
5 replikata.

Mez linearity, Limit of Linearity (LOL)

~__

Signal

Koncentrace



Rozsah (Range)

rozsah mezi mezi stanovitelnosti (LOQ) a mezi linearity (LOL)

Oblast v niz metoda poskytuje pouzitelné vysledky. Metody maji obvykle rozsahy v
rozmezi dvou Ffadd. Nékteré metody vSak maji rozsah v hodnotach péti i Sesti radu.
Pracovni rozsah je obecné rozsahlejSi nez linearni rozsah. Aby byla metoda ucinna,
nemusi byt vztah mezi odezvou a koncentraci naprosto linearni. Pouziji se pak
nelinearni regresni metody.



Mez stanovitelnosti - LOQ (Limit of quantification)

LA & 4

[V 4

stupném spravnosti a presnosti.
urcuje se z hodnot analytického signalu

Desetinasobek sumu smérodatné odchylky slepého pokus



Mez stanovitelnosti - LOQ
(Limit of quantification) h
signal

n

h, | LR

Desetinasobek sumu smérodatné
LOD =3.h /m

odchylky slepého pokus
LOQ=10.h /m

h, = Sum na zakladni linii
m je smérnice kalibrac¢ni krivky



Mez detekce = MD, LOD - Limit od detection
nejmensi mnozstvi slozky ve vzorku, které Ize stanovit

signal statisticky vyznamneé odliSny od Sumu.
Opakované méreni slepého vzorku - hodnoty oscilujici kolem nuly = Sum.

Mereni vzorku za stejnych podminek - signal S, musi dostateCne prevysovat
sum.

trojnasobek sumu smeérodatné odchylky slepého pokusu

S A vzorek 1 (proméfen v ase 4,
27| W o Zmefena hodnota Sy)
Sirax i

0 - ¢’ "l

Strin V\ n ¢as
Sum (oscilace zakiadni linie)
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Rozsah (Range)

rozsah mezi mezi stanovitelnosti (LOQ) a mezi linearity (LOL)

Oblast v niz metoda poskytuje pouzitelné vysledky. Metody maji obvykle rozsahy v
rozmezi dvou Ffadd. Nékteré metody vSak maji rozsah v hodnotach péti i Sesti radu.
Pracovni rozsah je obecné rozsahlejSi nez linearni rozsah. Aby byla metoda ucinna,
nemusi byt vztah mezi odezvou a koncentraci naprosto linearni. Pouziji se pak
nelinearni regresni metody.



Robustnost (Robustness)

- mira kapacity zustat nete€ny vuci malym, ale zamérnym zménam
parametri metody a poskytuje indikaci o jeho spolehlivosti bEhem
obvyklého pouzivani.

Zména podminek muze nastat pro pfipad mezilaboratornich zkousek (jina

laborator, analytik, instrument) nebo zménou podminek v jedné laboratofi
(teplota, koncentrace, doba extrakce).

Nerobustni parametr Robustni parametr

Rsp on &




Drift zakladni linie mériciho pristroje

Spojita nebo pfiristkova zména indikace v ¢ase zplsobena zménami
metrologickych vlastnosti mériciho pristroje.

- odchylka zakladni linie v Case, projevuje se narlstem smérnice

Signal

254 nm

254 -
3089 nm

= Time




Nejistota vysledkl méreni

Nejistota méreni
- znamena pochybnost o exaktnosti vysledku méreni
- je parametr souvisejici s vysledkem meéreni, ktery charakterizuje
rozptyl hodnot, které by bylo mozno diivodné priradit meérené velicine
- ma podobu rozsahu (intervalu)
nelze pouzit ke korekci vysledku

Chyba méreni
- rozdil mezi individualnim vysledkem a skutecnou hodnotou
meérené veliciny
- ma diskrétni hodnotu
1ze ji vyuzit ke korekci vysledku



Typy nejistot

Typ 1:
- vyhodnocena pomoci statistickych metod z namérenych
udajli a vyjadfena ve forme smerodatné odchylky

Typ 2:
- vyhodnocena jinak nez statistickou analyzou vysledki (predchozi
experimenty, idaje z literatury, informace vyrobce a expertni odhad)



Presnost (Precision)
Tésnost souhlasu mezi nezavislymi vysledky zkousky, ziskanymi za predem
specifikovanych podminek.
Zavisi na rozdeleni nahodnych chyb a nema vztah ke skute¢né hodnoté. Obvykle se
uvadi ve formeé smérodatné odchylky.
Mensi presnost je vyjadrena vetsi smérodatnou odchylkou.

Opakovatelnost (Repeatibility):
Presnost za podminek opakovatelnosti. Vyjadfuje tésnost souhlasu mezi vysledky
nezavislych méreni stejného analytu, provedenych stejnou metodou, stejnym
pracovnikem, na stejném pristroji, na stejném misté, za stejnych podminek v
kratkém Casovém intervalu.

Opakovatelnost je viastnosti metody, ne vysledku.

Mez opakovatelnosti (Repeatability limit) — Hodnota, 0 nizZ lIze s pravdépodobnosti
95 %  predpokladat, ze bude pod ni lezet nebo ji bude rovna absolutni hodnota
rozdilu mezi dvema vysledky zkousSek (méreni), které byly ziskany za podminek
opakovatelnosti.



Reprodukovatelnost (Reproducibility):

Presnost za podminek reprodukovatelnosti. Vyjadfuje tésnost souhlasu
mezi vysledky méreni stejného analytu ve vzorcich stejného materialu, kdy
jsou jednotlivd méreni provadéna za ruznych podminek (pracovnik, pfistroj,

misto, podminky, €as, avSak stejna metoda). Okruzak

Mez reprodukovatelnosti (Reproducibility limit) — Hodnota, o niz Ize s
pravdépodobnosti 95 % predpokladat, ze pod ni bude lezet nebo ji bude
rovna absolutni hodnota rozdilu mezi dvéma vysledky zkouSek (méreni),

které byly ziskany za podminek reprodukovatelnosti.



Regulacni diagram: je nastroj statistické regulace procesu
(SPC z anglického Statistic Process Control)

graf, ktery se pouziva ke znazornéni zmen procesu resp. jeho klicove
metriky v prubéhu Casu.

Regulaéni diagram ma vzdy oznacenu stredni hodnotu (CL - Central Line) a
horni a dolni regulacni mez (UCL — Upper Control Line a LCL — Lower
Control Line), tzv. ak€éni meze, které jsou urCeny bud' z historickych dat,
nebo jsou cilovou hodnotou uréenou predpisem. Z ¢asového prubéhu
diagramu je mozné udelat zaver zda je chovani procesu Ci metriky
regulované, nebo zda je nepfedvidatelné (mimo kontrolu).

ISIKAWA, Kaoru. Introduction to Quality Control. 1. vyd. Tokyo : 3A Corp, 1990. ISBN
9784906224616. OCLC 23372992. S. 98.

Nancy R. Tague. Seven Basic Quality Tools [online]. Milwaukee, Wisconsin: American Society
for Quality, [cit. 2010-02-05]. (The Quality Toolbox.) S. 15.
o



Requlacni diagram:

Regulacni diagramy tak mohou byt pouzity napfiklad ke kontrole stability
procesu, tedy zjistit zda proces funguje jako stabilni systém s nahodnymi
vlivy pusobicimi v malém rozsahu (systém s inherentni variabilitou)
oznacovany téz jako proces ve ,statisticky zvladnutém stavu®, pfipadné zda
dochazi ke zlepSeni Ci zhorseni tohoto stavu. Regulacni diagram poskytuje
uzivatelum on-line pohled na chovani procesu.
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Requlacni diagram:

http://cs.wikipedia.org/wiki/Soubor:Poster_-
_Control_Charts_for_Nelson_Rules.svg

Rule 1: One point s more than 3
slandard deviations from the mean
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Rule 2: Nina (or mora) points in a row
ara on the sama side of the mean
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Rule 3: Six {or more) points in & row are
continually increasing (or decreasing)
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Rule 4: Fourteen (or more) poinis in a row
altemate in direction, increéasing then decreasing
ucL
X

Rule 5: Two (or three) out of three points in a row are more
than 2 standard deviations from the mean in the same dinection

Rule &: Four {or five) out of five points in a row are more than
1 standard deviation from the mean in the same direction
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-
A
T

[ et

Rule 7: Fifteen points in a row are all within 1 standard
deviation of the mean on either side of the mean

-
7
o

Rule 8: Eight paints in a row exist with none within
1 standard deviation of the mean and the points
are in both directions from the mean




Requlacéni diagram:

Profesionalni sw. pro tvorbu, napf.:

Effichem - http://www.effichem.cz/

Statistica - http://www.statsoft.cz/

Trestik - http://www.trestik.cz/statisticke-nastroje-pro-spc
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