Dopliujici navod na zpracovani experimentalnich dat v predmétu
Metody chemického vyzkumu — praktikum

Ve vSech Ulohach, kde se stanovuje koncentrace analytu ve vzorku, je tfeba prezentovat vysledek
odpovidajicim zplsobem. Uvadime tedy interval spolehlivosti, ktery vypocitame v zavislosti na tom,
zda byla nebo nebyla ke kvantifikaci pouzita kalibracni zavislost. Zmérime-li nékolikrat signal vzorku a
koncentraci analytu v ném vypocitdme z rovnice kalibra¢ni zavislosti, nestaci vypocet nejistoty dle
Dean-Dixona, Horna, Studentova rozdéleni nebo jiného pfimého postupu pro zpracovani souboru
opakovanych méreni. Tim bychom zanedbali velmi vyznamny ptispévek rozptylu bod0 v kalibracni
zavislosti. Proto je tfeba pouzit vztahy na str. 163 skript Metody chemického vyzkumu — praktikum,
které plati pro kalibra¢ni pfimku. M3a-li kalibracni pfimka kladny uUsek, pouzijeme horni vztah,
prochazi-li pocatkem soustavy souradnic (Usek je nulovy — je tfeba otestovat), pouzijeme vztah dolni.
Nezapomeneme vynést do grafu vSechny body kalibracni zavislosti. To znamen3, Zze méril-li se kazdy
bod vicekrat (napf. 3x), nevynasime prliméry téchto bodd ani chybové Usecky (pokud nejsou pfimo
pozadovany), ale vyneseme pro jednu koncentraci vSechny hodnoty signalu nad sebou. Pocet bodl
v grafu nebude roven poctu promérenych koncentraci, ale pocCtu opakovani méreni kazdé
koncentrace nasobeny pocétem koncentraci (napf. 3 opakovani krat 5 koncentraci, tj. n = 15 bodu).
Z technickych ddvod( se muzZe stat, Ze rlizné koncentrace nejsou proméreny se stejnym poctem
opakovani. Nékteré napt. 5%, nékteré 3x, jiné zase 2x. To vSak nijak neméni postup zpracovani dat.
Jen celkovy pocet bodl v grafu nebude nasobkem poctu promérenych koncentraci, ale souctem
zahrnujicim opakovana méreni vSech koncentraci. MGzZzeme tudiZ statisticky vyhodnotit i kalibra¢ni
pfimku ze dvou koncentraci, kdy jedna byla proméfena 2x a druha jen jednou, protoze jiz mame
k dispozici 3 body, které maji vzhledem k pfimce nenulovy rozptyl. V Excelu nebo Originu mizeme
vicekrat zapsat do levého sloupce stejnou hodnotu koncentrace a do pravého sloupce pfislusné
signaly, napf.:
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Oznacime data v obou sloupcich a proloZime je (podle pfislusného programu: pfidat spojnici trendu
v Excelu nebo linedrni fit v Originu) pfimkou. Z m opakovanych méfeni signalu vzorku vypocitame
jeho prlimér, ktery dosadime do rovnice kalibra¢ni pfimky, z niz vypocitdame pfislusnou koncentraci.
Ze vztahU na str. 163 skript plyne, Ze prevazujicim prispévkem k nejistoté je rozptyl boda kalibracni



primky. Je mozné vyuZit i slozZitéjSich vztaht, které zahrnuji téz rozptyl opakovaného méreni signalu
vzorku. VétSinou vsak nebyva narlist nejistoty oproti vztahlim ve skriptech vyznamny.

Stejna pravidla plati i pro sestrojeni a vyhodnoceni grafu kalibraéni zavislosti z pfidavk({ standardu.
Nejistotu je vSak treba vypocitat podle prislusného vztahu v souboru Doplnéni teorie ve Studijnich
materidlech pfedmétu. Tento vztah je uveden pro pfidavky standardu v jednotkdch objemu. Jestlize
mame kalibrac¢ni zavislost pfidavkl standardu v jednotkidch koncentrace, pak jiz nebudeme
prepocitavat nejistotu z objemu na koncentraci.

Nezapomeneme zapocitat fedéni vzorku, a to i pfi stanoveni nejistoty podle vztah( na str. 163. Byl-li
vzorek zfedén napt. 100x, musime 100x vyndsobit nejen koncentraci, ale i jeji nejistotu. Pokud se
méla zjistit hmotnost analytu ve vzorku, musime prepocitat zjiSténou koncentraci na mg nebo g. Opét
je tfeba stejné prepocditat i nejistotu z koncentrace na hmotnost. | kdyz nékdy pracujeme pfi analyze
s latkovym mnoZstvim, obsah ve vzorku pfevedeme i s nejistotou na hmotnost v mg nebo g.

Jestlize provadime opakované méreni pro stanoveni velicin bez pouziti kalibracni zavislosti (napf.
retencni faktor, kapacitni faktor, pocet teoretickych pater a jejich vyskovy ekvivalent), pouzZijeme pro
odhad nejistoty Dean-Dixon(v (pro maly pocet opakovani) nebo jiny odpovidajici pfimy postup. Plati
to i pro vypocet koncentrace bilkovin ve vzorku z empirickych vzorcll. Pro kazdou vinovou délku
vypocitame primérnou absorbanci z jejiho opakovaného méreni. Do vzorce pak dosazujeme priméry
prislusnych absorbanci. Dean-Dixonovym postupem vypocitdme nejistotu ke kazdé absorbanci.
Nejistotu koncentrace vypocitdme ze zdkona Siteni chyb. Zde postadi pro stanoveni relativni nejistoty
koncentrace odmocnina ze souétu kvadratl relativnich nejistot dosazenych absorbanci. Kdybychom
pocitali koncentraci z prislusného empirického vzorce dosazovanim rlznych dil¢ich absorbanci, pak
nevime, jaké kombinace vlastné zvolit, pfipadné jestli dosadit vSechny mozné kombinace absorbanci
do vzorce. To by oviem pocet vypoctenych dilc¢ich koncentraci prevysil pocet opakovaného méreni
absorbanci.

Zaokrouhlovadni IS

Nejistotu zaokrouhlime na 2 platné Cislice. Na stejny fad, v jakém je druha platna Cislice (zleva)
nejistoty, zaokrouhlime i vyslednou hodnotu, kterou je nejcastéji aritmeticky prdmér, nékdy median.
Uvadéni vice Cislic nejistoty by mohlo vést k paradoxu, Ze snad zname hodnotu nejistoty presnéji nez
samotného vysledku. Je to vlastné odhad, i kdyZ se musi vypocitat. Nejde o pocet desetinnych mist.
Napr. u Cisla (257,3 + 1,2) Vs je nejistota 1,2 Vs mensi neZ pll procenta, u vysledku (0,0026 +
0,0012) mgI™* ¢&ini nejistota jiz 46 %. Je tudiz dosti nepfesny. Nastaveni zobrazeni uritého poctu
desetinnych mist v burice Excelu nema se spravnym zdapisem nic spolecného. Nékdy to mlze byt
nahodou spravné, jindy nikoliv. Je to jen esteticka zalezitost. Nicméné u dilcich vypoctl pracujeme
s mnohem vétsSim poctem Cislic a zaokrouhlujeme aZ vyslednou hodnotu, abychom do vysledku
nevnaseli chyby dil¢ich zaokrouhlovdni. Je také tfeba si uvédomit, Zze standardizace odmérného
roztoku by méla zpresnit znalost jeho aktualni koncentrace, proto nedava smysl zaokrouhlit faktor
odmeérného roztoku jen na 1 nebo 2 dislice, i kdyZ jeho stanoveni je také zatizeno experimentalni
chybou. Uvadime jej na 4 platné Cislice.

Testy shodnosti vysledki



Ve skriptech je uvedeno nékolik testl shody vysledkd. Jejich poufZiti je vSak omezeno na dvojici
hodnot (parové testy) a neméli bychom testovat vice vysledkll po dvojicich systémem ,kazdy
s kazdym“. Dopustili bychom se uréité chyby ve vyhodnoceni. Méli bychom sprdvné testovat vSechny
hodnoty navzajem najednou. Tento postup se nazyva analyza rozptylu, neboli ANOVA (Analysis of
Variance). Vtomto cviceni si ale dovolime tuto skutecnost zanedbat. Je tu jesté dalSi problém
s vyuZitelnosti ,béznych” parovych testll ve skriptech. Nejsou vhodné tam, kde jsme dospéli
k vysledku vyuZitim kalibracni zdvislosti a nejistota je dana prevainé jejim prispévkem. Obecnéjsim
kritériem shody muize byt vztah:

%1 = 22| </ (8x1)2 + (6x2)?

kde x;, x, jsou testované hodnoty a dx;, o, jsou jejich nejistoty. Kdyz zjistujeme pomoci statistickych
testl shodu dvou vysledkl, mély by se jejich nejistoty vztahovat ke stejné pravdépodobnosti, obvykle
95 %. Pokud vime, Ze tomu tak neni, musime nékterou znejistot prepocitat na stejnou
pravdépodobnost. To nemusi byt snadné, jestlize nezname zpUsob jejiho vypocétu a pocet opakovani.
| kdyZ v pfipadé vypoctu dle Dean-Dixona nebo Studentova rozdéleni vyménime koeficient K nebo t
za jiny, odpovidajici pozadované pravdépodobnosti, neziskdme vzhledem k zaokrouhlovani bez
znalosti plvodnich dat také plvodni rozpéti nebo smérodatnou odchylku. Takto prepocitany interval
spolehlivosti bude zatiZzen urcitou pocetni chybou.

Testy vyznamnosti trendd, tsekt, smérnic

V tomto praktiku se pouziji zejména tam, kde je tfeba zjistit, zda je Usek linedrni kalibraéni zavislosti
vyznamny. Jednak v pfipadé, Ze je po provedeni linearni regrese zaporny, a také tam, kde je i po
odecteni pozadi ¢i blanku kladny, ale teoreticky by mél byt nulovy. Zaporny uUsek smysl nedava, a
tudiz by mél po otestovani vyjit jako nevyznamny. Regrese by se méla poté provést znovu se
zafixovanym nulovym Usekem. Vyznamny zaporny Usek muze vyjit z divodu malé citlivosti pro nizké
koncentrace. Smérnice je nizsi nez pro vyssi koncentrace a prolozeni celé zavislosti pfimkou nedava
smysl. Je tfeba koncentracni rozmezi rozdélit a proloZit jen ¢ast, kterou je moZno povaZovat za
linedrni a do niZ spadaji signdly analytu, pokud to z hlediska limitu kvantifikace a rozptylu bod dava
smysl. Testovani vyznamnosti smérnice se vyuZije napf. pfi zjisStovani miry interference osnovy
vzorku. To je pfipad napf. stanoveni médi ve viné metodou AAS. Zkoumdame vliv pfitomnosti etanolu,
draselné a vdpenaté soli na signdl analytu. Zavislost signdlu analytu na koncentraci interferentu
nemusi byt linedrni, dokonce ani monotdnni ve vysetfovaném intervalu koncentraci. Pfesto mizeme
celou nebo postupné &asti této zavislosti prolozit pfimkou a testovat, zda se jeji smérnice vyznamné
lisi od nuly. Pokud tedy t-test ukdZe, Ze je smérnice statisticky vyznamna, pak lze fici, Ze je vyznamna i
matri¢ni interference. Mze byt kladna i zaporna, zvysuje nebo snizuje signal analytu.

Limit detekce (LOD)

Tento pojem by mél vyjadiovat skutecnost, Ze signal analytu uZ je spolehlivé rozlisitelny od
kolisavého signalu pozadi. Existuje mnoho vztahi pro jeho vypocet. Pokud jsou zaloZzeny na rozptylu
bodUl kalibracni pfimky, nebyvaji u nami vyuzivanych metod prakticky pouZitelné. Vystupuje v nich
napr. Usek kalibracni pfimky nebo predikéni pasy. Body kolem kalibracni pfimky nemuseji byt na
pohled pfili rozptyleny, presto viak LOD vyjde nesmysiné vysoky, napf. jednotky az desitky mg 1™,
coz byva i uprostied kalibracni zavislosti. Rozptyl téchto bod{ nemusi vibec souviset s citlivosti
kolem Urovné pozadi. Je mnohem lepsi vyuZzit definici 3-sigma:
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LOD = K3
kde o je smérodatna odchylka z 10 opakovanych méreni signadlu pozadi a Sje smérnice kalibracni
zavislosti pro nizké koncentrace. Pro koncentracni rozsahy kalibracnich zavislosti pro roztoky zhruba
od 0,1 mg!™* u metod v naem praktiku je vhodné vypoéitat S pfimky tvorené jen nulovou a prvni
nenulovou koncentraci (napf. 0 a 0,1 mg1™). Neni vhodné pouzit smérnici celé kalibraéni primky,
ktera zahrnuje koncentrace i o 2-3 rady vyssi nez LOD, a tedy nevypovida nic o citlivosti kolem LOD.
Pouzitim jen 1 koncentracniho bodu je sice S formalné nepresnéjsi, ale s velkou nejistotou i pal fadu
se u LOD podita. Vzhledem k zachovani matrice vzorku je nékdy vhodné zjistovat LOD z dostate¢né
zfedéného vzorku, u néhotz jiz zname koncentraci analytu. V chromatografii se vychazi z maximalniho
rozkmitu h zakladni linie v okoli piku, pficemz Sitka tohoto okoli je desetindsobek Sifky piku na
zakladné. Tento rozkmit se vynasobi pfislusnym koeficientem k, jehoZ velikost zavisi na dohodé
(nékdy 2, 3). Koncentrace odpovidajici této vySce k.h je LOD. Pracuje se svyskou piku, nikoliv
plochou.

vv v

Vyjde-li mnoZstvi analytu ve vzorku nulové, kdyZ nenaméfime Zadny nebo témér zadny signal, méli
bychom uvést hodnotu LOD a napsat, Ze mnozstvi analytu je < LOD. Vzorek by totiz mohl obsahovat
nasi metodou jiz nezjistitelné mnozstvi analytu, ¢imz bychom se dopustili chyby. Také hodnotu pod
limitem kvantifikace (LOQ) bychom méli naleZité okomentovat, nebot je zatizena pomérné velkou
chybou, jak jiz vyznam LOQ napovida.



