Stanoveni médi metodou pridavku standardu s doplnénim

na konstantni objem

Ze z4sobniho roztoku o koncentraci Cu®* 1 g-1'! p¥ipravime pracovni roztok I o koncentraci
100 mg-1'".

Navazenim ptipravime 100 ml pracovniho roztoku II - 1% KCI.

Vzorek vina zahtejeme na cca 80 st.C, poté ochladime na laboratorni teplotu.

Z pracovniho roztoku I pfipravime fedénim do 25ml odmérnych banék roztoky o
nasledujicich koncentracich médi: 0,0 mg.I''; 0,2 mg.1"'; 0,4 mg.I"'; 0,6 mg.I"'; 0,8 mg.I'; 1,0
mg.l! a 1,2 mgl'. Do kazdé z odmérnych ban&k pfiddme 5 ml neziedéného vzorku vina,
napipetujeme takové mnozstvi 1% KCl, aby jeho obsah v barnce byl 0,1% a doplnime 1%
HNO:s.

Jako blank pouzijeme roztok 1% HNOs3. Kazdy roztok proméfime 7krat a hodnoty
absorbance prepiSeme do Excelu na samostatny list a ulozime ve formatu txt pod nazvem
prid_st do slozky kalibrace. Dbame na to, abychom misto desetinnych ¢arek pouzivali
te€ky. Jako blank pouzijeme roztok bez ptidavku upraveny stejnym zplisobem jako kalibra¢ni
roztoky.

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

Tab. ¢. 6: Data ziskana z méefeni pomoci metody ptidavku standardu

blank 0 mg/1 0.2 mg/l 0.4 mg/l 0.6 mg/l 0.8 mg/l 1.0 mg/1 1.2 mg/1
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 zalozkéch ptikazového fadku
otevien soubor prid st, klikneme na ,File*, zvolime ,,Open File“ a ze slozky kalibrace
vybereme soubor prid st.R. Pied zacatkém prace je opét vhodné smazat data z prostiedi

(Enviroment -> Clear) a z oblasti graft (Plots -> Clear all).



Mysi modie ozna¢ime 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. Op¢t
umisténi souboru (Cerveny text) se mize lisit. Kliknutim na nazev v okné prostiedi
zkontrolujeme nactend data.
Poté nacteme vektor koncentrace
*  konc2<-c(seq(0,3,by=0.5)
Déle musime ze vstupni matice vyclenit blank, ktery je v prvnim sloupci,
»  Dblank2<-prid st0[,1];blank?2
a z n¢j vypocitat priméer
*  mean(blank2)
dale blank z ptivodni matice odstranime:
» prid sti<-prid _st0[,-1];prid stl
Nyni mizeme 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 prumér, ktery pouzijeme pro zobrazeni prumérnych
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
linearni zavislost, takZze napfed musime tuto zavislost vytvofit. V nasledujicim skriptu se
vstupni data uspotadaji do dvou sloupcti a diky tomu budeme déle schopni ud¢lat regresi pro
vSechna vstupni data. Oznac¢ime nésledujici ¢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 dalsi fadek, kterym R Studiu zaddme ptikaz, Ze data jsou linedrniho charakteru:
» linear<-Im(Y~X),linear

pfivolame potiebnou knihovnu



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

Pokud jsou data v poradku, zobrazi se v okn¢ konzoly:
No Studentized residuals with Bonferroni p<0,05

Ale zobrazi se nejvétsi hodnota. Pokud zjistime, Ze né¢jakd hodnota je odlehla, poznamename
si ji a uvedeme do protokolu.
Nyni provedeme testovani useku a smérnice dle nulovych hypotéz a = 0 a b = 1, pfivolame
potfebnou 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 7.171le-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 i smérnici by se mély blizit nule. Pokud ne, méfeni zopakujeme.
Hodnoty tseku (,,Intercept™) a smérnice (,,konc*) si poznamename a prepisSeme v legend¢, aby
odpovidaly kalibrac¢ni pfimce pro nase data.
Dale zobrazime graf kalibracni ptimky

»  plot(X, Y, type="n",main="Kalibracni primka",xlab="Koncentrace Cu (mg.I"\(-

1))" ylab="Absorbance (a.u.)",col=3)

Zobrazi se prazdny ramecek. Podle toho zménime umisténi legendy. Fialova hodnota musi odpovidat
nejmensi hodnot€ na ose x a zelend hodnota zase nejvétsi hodnoté na ose y.

o legend(0.0,0.016,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_blankless?2



a hodnotu, kterou budeme pficitat a odecitat k primérnym hodnotdm (smérodatnd odchylka
vynasobena kritickou hodnotou Studentova rozdéleni pro v = n - 1, tocelé pod€leno
odmocninou z n, coz je pocet méteni pro kazdy kalibrac¢ni bod):

*  L2<-((sm.odch blankless2*qt(0.975,6))/sqrt(length(blank2)));L2
Ptivolame potiebnou knihovnu a zobrazime chybové tsecky

» 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 ptfidame do protokolu.
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Obrazek ¢ 14: Kalibraéni piimka a chybové tsecky pro metodu ptidavku

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 nas zajimaji hodnoty na ose x, tudiz
odecitame prvni Cisla, coz odpovida koncentraci.
* lod(linear)

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

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

Hodnoty poznamenédme a uvedeme do protokolu.
Pokracujeme vypoctem intervalii spolehlivosti pro parametry. K tomu opét potiebujeme
smerodatné odchylky useku 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
o 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:
*  pal<-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);L.1a
* L2b<-round(Lb, digits=4);L1b
Zobrazené intervaly uvedeme do protokolu jako

L(a)12=<0.00210;0.00261>
L)1,2=<0.1411;0.1483>

Poté zobrazime elipsu pro parametry regresni primky

» library(ellipse)

* level =0.975

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

«  plot(ell, type = "I", main="Elipsa pro parametry”, ylab="Smérnice", xlab="Usek")
Zobrazi se elipsa, musime ovSem upravit zobrazovanou oblast. Potfebujeme si udélat misto
pro legendu nad elipsou, takZe pokud se ndm na ose y zobrazi oblast naptiklad od 0.10 po
0.11, v dal§im fadku upravime barevna Cisla v zavorce tak, aby fialové odpovidalo zobrazené

«  plot(ell, type = "I",main="Elipsa pro parametry", ylab="Smérnice", xlab="Usek",

vlim = ¢(0.10, 0.12))
Ptidame legendu, opét upravime Cisla pozice legendy tak, aby byla v grafu vidét. Fialoveé ¢islo

o legend(0.0039,0.09 ,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("-","-"))

» points(linear$coefficients[1], linear$coefficients[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)

Graf ulozime a pfidame do protokolu
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Obrazek ¢. 16: Elipsa pro parametry regresni pfimky

Nyni zobrazime elipsy spolehlivosti a predikce
o level <-0.95
» shape <-var(cbind(X, Y))
» center <- c(mean(konc2), mean(prumer_blankless2))
* radiusC <- sqrt(2  *(length(konc2)-1)* qf(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))",
vlab="Absorbance (a.u.)")

Zobrazi se pouze ramecek grafu. Nyni musime upravit zobrazovanou oblast tak, aby elipsy
byly vidét celé. Toho dosdhneme tak, ze zménime hodnoty v rdmecku tak, aby odpovidali
trojnasobku zobrazované vzdalenosti ramecku. Pokud se ndm na ose x zobrazi 0 - 0.12,
nastavime hodnoty x/im na -0,12 a 0,24. obdobné postupujeme u osy y a hodnot ylim.

*  plot(XY, type="n",main="elipsy", xlab=expression(Koncentrace ~ Cu ~ (mg ~ "*"
~IN-1})), ylab="Absorbance (a.u.)", xlim=c(-0.12,0.25),ylim=c(-0.02,0.04))

Dale zobrazime legendu. Pozici legendy musime upravit podle zobrazované oblasti, z xlim
vybereme prvni soutadnici (-0,12) a z ylim druhou (0.04), podle barev.

o legend(-0.12,0.04,c("elipsa predikce", "elipsa spolehlivosti”, "primer"), col=c(1,2,4),
Ity=c(1,1,0),box.Iwd = 0,box.col = "white",bg = "white", cex=0.9, Iwd=1.5,pch=c("-
)

» points(konc2,prumer _blankless2)

» 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")

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

Nyni mizeme piikrocit k vypoctu koncentrace médi ve vzorku
*  konc.Cu<-((pint2_al/pint2 bl)*5) konc.Cu
Pro vypocet intervalu spolehlivosti potiebujeme smérodatnou odchylku, pro jeji vypocet zase
potiebujeme smérodatnou odchylku sy x:
»  xpr2<-mean(konc2);xpr2
*  ypr2<-mean(prumer blankless2);ypr2
o Q2<-sum(7*(konc2-xpr2)"2);Q2
*  Y2<-(pint2_al+konc2*pint2 bl);Y2
»  n<-(length(konc2)*length(blank2));n
*  psi<-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 sy

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

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



