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,Navod*

1. Identifikace problému zakaznika + pozadovana informace:
o kvalitativni &i kvantitativni analyza,
0 pozadavek legislativy, existuji limity,
0 jaka je méfena veli¢ina.
2. ldentifikace faktor, které je nutné posuzovat (viz dale).
3. Volba metody (postupu méfeni):
0 vyhledani vhodnych metod v literature,
0 vyhledani v normach — vhodny rozsah,
o modifikace existujicich metod v laboratofi.
4. Provedeni validace postupu méfeni (metody).
0 volba rozsahu validace — vykonnostni charakteristiky,
0 identifikace a pfipadné odstranéni interferenci,
0 vzorkovani — volba strategie, mnozstvi vzorku, skladovani vzorkd,

v Univerzita Palackého
v Olomouci
Zvazované faktory (ad 2)

- Typ vzorku a jeho mnozstvi

- Analyt (méFena velicina) a matrice

- Cena a doba analyzy

- Dostupné laboratorni vybaveni

- Rozsah laboratornich operaci

- Rozsah validace:
- Pozadovana mez detekce a mez stanovitelnosti
- Pozadovana pravdivost a preciznost
- Pracovni rozsah
- Selektivita

- Pozadavky na bezpec€nost prace

- PF.: stanoveni obsahu Cu v rudé miize byt provedeno titraci nebo
pomoci AAS. Ktery postup a kdy zvolite?
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Validace - uvod

Laboratof musi pouzivat vhodné postupy méreni, tedy takové, které
umozniuji zvladnout pozadavky, jez jsou na méfeni stanoveny.

VALIDACE postupu méfeni (= metody) prokazuje, Ze postup je ,vhodny
pro dany ucel’, napf. pro stanoveni boritani ve vodé v koncentracnim
rozsahu od 0,01 mg do 1 mg boru v litru s relativni rozSifenou nejistotou
do 10 %.

ISO/IEC 17025 uvadi: Laborator musi validovat nestandardni metody,
laboratorni metody vyvinuté laboratofi a standardni metody pouzivané
mimo uréeny rozsah nebo jinak upravené.

Laboratof muaze pouzit validovany postup mérfeni, ktery byl napf.
publikovan jako norma — zakladni validace iz provedena, ALE laboratof
musi potvrdit, Ze je schopna metodu aplikovat — tj. provadi tzv.
VERIFIKACI = urlité experimenty, které prokazi, Ze dana metoda
funguje v konkrétni laboratofi.
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W Urc'l)irerzita _Palackého
Validace — uvod

- Definice validace (VIM 3): ,Ovéfovani, Ze specifikované poZadavky
jsou pfimérené pro zamyslené pouZziti.”

- PRIKLAD Postup méfeni, b&7n& pouzivany pro méfeni hmotnostni
koncentrace dusiku ve vodé, smi byt také validovan pro méfeni v lidské
plazmé.

- Definice verifikace (ovéfeni): ,Poskytnuti objektivniho dikazu, Ze danéa
polozka splriuje specifikované poZzadavky.”

- Oba terminy poukazuji na proces ovéreni vykonnosti zkuSebni metody,
abychom zjistili, zda je schopna poskytovat vysledky vhodné pro
konkrétni ucel.

- Dva pfistupy k validaci:

— Mezilaboratorni validace — zaloZzena na mezilaboratornim experimentu =
spole€na studie vice laboratofi, pouziva se pokud ma mit vyvijena metoda
Siroké uplatnéni (napf. jako norma)

- Vnitrolaboratorni validace — méreni v jediné laboratofi, ktera metodu
potfebuje.

= pouze touto validaci se budeme zabyvat

Univerzita Palackého
W v Olomouci
Validaéni plan
- Validace i verifikace: planovany proces, pfed provadénim validacnich

experimentd  stanovi rozsah  validace/verifikace  (vykonnostni
charakteristiky, poCet opakovanych méfeni, koncentracni Urovné, ...).

o Vybér
Definovani kandidatské

pozadavku metody

!

Planovani P'i%vefie,nh
validace g vaidacnich
experimentu
|
J
Zhodnoceni Splnuji pozadavky = pouziti metody Ib
vysledku Nespliuji pozadavky = jina metoda —~
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Vykonnostni (valida¢ni) charakteristiky

Pracovni
rozsah

Mez detekce . Preciznost

Nejistota
Selektivita

Pravdivost Robustnost
Mez stanovitelnosti

(vychylenf)

Univerzita Palackého
v Olomouci

Selektivita

- Selektivni metoda je takova, kdy je vysledek stanoveni analytu v urcité
matrici nezavisly na pfitomnosti omezeného mnozstvi urcitych pfimési

(interferentt).

- Selektivita (IUPAC — volny pfeklad): mira, do jaké mlze byt metoda
pouzita ke stanoveni analytu ve smési nebo matrici bez ovlivnéni

ostatnimi sloZzkami.
- Definice selektivity dle VIM 3 — Kvalimetrie 23.

Selektivita

Nizki Sttedni WVirsoki

|" t "'I,' folmm‘h'e] I Cl |
titrace
GC-MSMS

Neutronova aktivaéni

analyia
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Selektivita

- Selektivitu Ize ovéfit:
- analyzou cistého analytu a vzorku obsahujici analyt a mozné
interferenty:
— oveéfuje se vyznamnost vlivu,
— miize byt soucasti studia robustnosti.
- analyzou dobfe charakterizovaného materialu (CRM),
- studii odezvy pfistroje pro rizné vzorky.
- Selektivita metody se méni v zavislosti na koncentraci
stanovovaného analytu.
- K porovnani miry selektivity riznych metod Ize pouzit
koeficient selektivity.

v Univerzita Palackého
v Olomouci
Selektivita

- Signal vzorku:
S, zorek = K-Cp — citlivost x koncentrace analytu
Svzorek = Sat S; = Ka.Ca + Ki.C)

citlivosti a koncentrace Analytu a Interferentu

Sizorek = KalCa + Ka 1))
— Koeficient selektivity (K, — mira citlivosti metody na
pritomnost interferentu (kladné i zaporné hodnoty)
KA,| = kl/kA

- Je-li K, vétSi nez +1 Ci mensi nez —1 je metoda selektivngjsi k
interferentu nez analytu.
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Rozsah - kalibracni zavislost

1,0 .
Pracovni rozsah //
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KONCENTRACE

Ellison S.L.R., Barwick V.J., Duguid Farrant TJ.: Practical statistics for the analytical scientist. RSC
Publishing, Cambridge 2009.

Univerzita Palackého
v Olomouci

Pracovni rozsah kalibrace, linearita
— Definice kalibrace dle VIM 3 — Kvalimetrie 23

- Kalibrace prakticky — 2 kroky:
1. Analyza kalibraénich standardl a vytvoreni kalibraéniho modelu y = f(x).
2. Analyza neznamého vzorku a vypocet koncentrace z kalibra¢niho modelu,

tj. x = f(y).

£ 300 ﬂ 9300 —
g :

< b x, ubx) i g
Tyl Yo tlh =200
2 100 — £ 100

T I I
10 30 50

Hodnota veliginy (xi) / jednotka

Hodnota veliginy (x) / jednotka
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Mez detekce, mez stanovitelnosti

- Mez detekce (Limit of Detection, LOD):
- ma metrologickou definici (dle VIM 3) — KVALIMETRIE 23,

(odliSit od slepého pokusu/Sumu), ale které neni nutné
kvantifikovatelné jako exaktni hodnota.
- Mez stanovitelnosti (Limit of Quanification, LOQ)
- nema metrologickou definici, dana konvenci,

jako exaktni hodnotu se stanovenou nejistotou.
- Vzhledem k riznym pouzivanym konvencim v literatufe a
praxi se doporucCuje jasné specifikovat, ktery postup byl pro
vypocet LOD a LOQ pouzit.

v \l;.h:)ir:r;z(itadPalackého
Vypocet LOD, LOQ

- Existuje vice zpusobl vypoc¢tu LOD a LOQ.

- NejrozSifenéjsi zplusob: 6-10x analyza slepého pokusu a
vypocCet smérodatné odchylky.

- Slepy pokus musi zahrnovat cely postup méreni!
KalibraCni rovnice: Yy = b0 + bl X C

yLOD = yb| +3Sb| > C(LOD ) = (yLOD - bo)/bl
yLOQ = ybl +1OSbI > C(LOQ ) = (yLOQ E bo)/bl

Y1 = signal slepého pokusu
Sy,= Smérodatna odchylka signalu blanku

16.10.2019
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Pr.: vypocet LOD a LOQ

Vypoctéte mez detekce a mez stanovitelnosti pro metodu
stanoveni Fe pomoci o-fenantrolinu (spektrofotometricky).

Opakovana analyza slepého pokusu poskytla tyto hodnoty

absorbance (Abs): 0; 0,002; 0,001; -0,001; 0,003; 0,001;
0,002; -0,002; 0,001; 0.

Kalibracni zavislost je pfimkova, prochazi poCatkem a je
popséana rovnici Abs = 7,8-10-3 x, kde x je hmotnost Fe v ug.

Univerzita Palackého
v Olomouci

Preciznost

- Provede se opakované méfeni (6-15x) CRM,
vnitrolaboratorniho RM nebo jiného stabilniho vzorku a
vypocCte se smérodatna odchylka (nebo RSD) obvykle
nasledovné:

- Stejny analytik, stejny pfristroj, stejna laboratof, kratké
Casové rozmezi —» OPAKOVATELNOST.

- Rlzni analytikové, popf. rizné pfistroje, stejna laboratof,
razné koncentrace, dlouhé Casové rozpéti —
MEZILEHLA PRECIZNOST.

- RUzné laboratofe v rezimu mezilaboratorniho testu,
rizné koncentrace - REPRODUKOVATELNOST.

- Preciznost se ovéfuje na vice koncentracnich urovnich!
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Preciznost

Mezi laboratofemi
~

Mezi sériemi
Uvnitf série
“Mezi nastfiky”

|

Rostouci s

Opakovatelnost

+ méfeni Mezilehla

preciznost

mafeni  reprodukovatelnost

méfeni

Lab 1 Lab 2 Lab3 ..

Experimenty pro ‘ ‘ ‘ )
reprodukovatelnost ‘ ‘ ‘ H ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ’

n=4

W Univerzita Palackého
v Olomouci
Preciznost

Horwitzova krivka 20

Na zakladé udaju publikovanych
b&hem 100 let odvozen vztah mezi
koncentraci analytu ve vzorku
(vyjadfené jako hmotnostni zlomek) 2 *°

a RSDg reprodukovatelnosti. i

Horwitzliv vztah

RSDR (%) = 201 -05 log c)
¢ ... hmotnostni zlomek

—60 p—

10
1
0.01

z lppm
:N‘/

RSDyg, (%) = coefficient of variation (%)

16.10.2019
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Pravdivost — vychyleni

- Pravdivost (ne/pfitomnost vychyleni — bias) validujeme:
- pomoci opakované analyzy CRM (nebo jiného laboratorniho etalonu),
— testovanim vytéznosti,
- srovnanim vysledkl ziskanych jinou (nezavislou) metodou,

z vysledkl mezilaboratorniho porovnani.

- Vychyleni b Ize vyjadfit v absolutnim méfitku nebo relativné v %:

b=%—x, b(%)=f;r—’:ffx1oo

— Jde o porovnani priimérné hodnoty vysledkd kandidatské metody (x) s
vhodnou referenéni hodnotou X
Bias Bias Bias

Mean Mean Mean

value value
Reference Reference

Reference
value

value value

Significant bias Mot clear, if the bias is significant or not Insignificant bias

Univerzita Palackého
v Olomouci

Pr.: vypoc€et vychyleni z analyzy CRM

Certifikovana hodnota cholesterolu v CRM je 274,7 + 9,0 mg
ve 100 g. Opakovana analyza tohoto CRM v laboratofi
poskytla tyto vysledky : 271,4; 266,3; 267,8; 269,6; 268,7;
272,5; 269,5; 270,1; 269,7; 268,6 a 268,4 mg/100 g.
Vypocitejte absolutni a relativni hodnotu vychyleni pro
pouzitou metodu stanoveni cholesterolu. VypoCitejte také
preciznost.

16.10.2019
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Testovani vytéznosti (pravdivost)

- Vytéznost je podil rozdilu mezi udaji méficiho systému pfi méfeni

vzorku se znamym pfidanym mnozstvim analytu Ci slozky a vzorku
bez pfidavku a pfidaného mnozstvi. Udava miru schopnosti metody
postihnout méfenym signalem veskery analyt pfitomny ve vzorku.

Matematicky je vytéZnost R; definovana jako pomér:

R =ﬁ Rf(%) =
' Cref
= Cgys Odpovida pozorovanému obsahu (mnozstvi, koncentraci),
— C,es 0dpovida skute¢né hodnoté obsahu (mnozstvi, koncentraci)
Vytéznost je vhodné ovéfovat na nékolika koncentraCnich urovnich
(alesponi na 2).
VytéZnost by méla byt 100 % a laboratof si musi nastavit meze, ve
kterych je hodnota vytéZnosti akceptovatelna:
- bézné v intervalu 80-120 %,
- u stopové analyzy maze byt interval SirSi (napf. 60-140 %)
- u analyzy hlavnich slozek uzsi (napf. 90-110 %).

C,
S % 100
Cref

Univerzita Palackého
v Olomouci

Pr.: test vytéznosti

Vzorek vody bez obsahu |éCiv byl spikovan standardem
léCiva Venlafaxinu o koncentraci 50 ng I'. Namérené
hodnoty byly nasledujici: 52,7; 52,6; 52,7; 51,6; 52,5; 51,6;
53,5. Jaka je vytéznost metody stanoveni Venlafixu.

Ovéfte vytéznost stanoveni Cl- ve vodé. Do 500 ml banky
bylo odpipetovano 5 ml standardu CI- o ¢ = 25000 ppm a
doplnéno vzorkem po rysku. Analyza ,spikovaného®
vzorku poskytla vysledek 409 ppm a analyza samotného
vzorku 183 ppm.

16.10.2019
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Porovnani metod (pravdivost)

- Porovnani metod se pfi validaci pouZiva ve dvou pfipadech:
- zavadi se nova metoda a srovnava se s pouzivanou (referen¢ni) metodou,
- hodnoceni pravdivosti.

- K vyhodnoceni vysledkd z porovnani 2 metod se pouzivaji grafické a
statistické pfistupy. Mezi statistické patfi Studentovy testy — test
shodnosti a parovy test a regresni analyza.

- Podrobnéji pfedstavime hodnoceni s vyuzitim nejistoty méfeni. (Jedna
se 0 obdobu testu vychyleni pouzivanou u CRM.)

- Vysledky dvou metod Ize povaZovat za shodné plati-li nasledujici nerovnost:

1% — %5l <2 /u§+u§,

kde X, je primér z analyz metodou A, u, je standardni nejistota méfeni metody
A; X5 je prmér z analyz metodou B, ug je standardni nejistota méfeni metody B.

Univerzita Palackého
v Olomouci

Pf.: porovnani metod (pravdivost)

Koncentrace pesticidu procymidonu ve vzorku vina byla v
laboratofi stanovena dvéma metodami, které poskytly
nasledujici vysledky. Zjistéte, zda je mozné povazovat
vysledky obou metod za kompatibilni.

Metoda A: 26,9 + 2,7 ug I (rozSifena nejistota, k = 2)
Metoda B: 30,7 + 4,9 ug I'' (rozSifena nejistota, k = 3)

16.10.2019
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Robustnost

- Robustnost analytického postupu je mira jeho schopnosti zUstat
neovlivnénym malymi zménami v parametrech postupu ¢&i slozeni
vzorku.

— Test robustnosti — Blackett-Burmanlv experiment (vliv 7 parametrq,
teoreticky 128 kombinaci) — provede se pouze 8 experimentu.

- Kritické parametry méfeni a jejich tolerance musi byt znamy pro kazdy
analyticky postup (napf.: pH, teplota, Cistota a stafi Cinidel, vlhkost).
V testu se zkouseji pozménéné objemy, ¢asy, navazky, vlivy rlznych
Sarzi ¢inidel apod.

Parametry 1 2 3 4 5 6 7 8
Ala A A A A a a a a
B/b B B b b B B b b
Clc (o c Cc c C c (o c
D/d D D d d d d D D
Ele E e E e e E e E
Fif F f f F F f f F
Glg G g g G g G G g
Vysledky méreni s t u v w X y z

W Univerzita Palackého
v Olomouci
Postup testovani robustnosti

- Vypocet kontrastu:
Vo=14(s+t+u+v)-1/4w+x+y+2)
Vg=14(s+t+w+x)-1/4(u+v+y+2)
Ve=14(s+u+w+y)—1/4(t+v+x+2)
Vp=14(s+t+y+2z)-1/4u+v+w+Xx)
Ve=14(s+u+x+2z)-1/4(t+v+wty)
Ve=1/4(s+v+w+2z)-1/4(t+u+x+y)
Vo=1/4(s+v+x+y)—1/4t+u+w+2)

- Test robustnosti spociva v testu hypotézy H: V, = 0 pfedpokladajici, ze
vSechny kontrasty jsou nulové oproti H,: V, # 0. Test provedeme
vypoctenim konfiden¢niho intervalu (L,,) kontrast(:

S
Li,=V; £2,365—
12 i \/E

— Obsahuje-li konfidenéni interval bod 0, potom je kontrast statisticky
nevyznamny a méfici postup je pro dany parametr robustni.

16.10.2019
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Univerzita Palackého
v Olomouci

Pr.: testovani robustnosti

Otestujte robustnost spektrofotometrického stanoveni PO,3 ve
vodach, které se provadi vybarvenim vzorku vody 5 ml smésného
¢inidla, které se pfipravuje tésné pfed stanovenim z H,SO,,
(NH,4),MoQ,, askorbové kyselina a vinanu antimonylo-draselného.
Absorbance se méfi pfi 690 nm. Byly testovany tyto faktory:

ozna&eni faktor hladina 1 hladina 2
faktoru.

Ala mnoZstvi smé&s. ¢inidla 5ml 5,25 ml
B/b staff roztoku molybdenanu | Eerstvy 3 tydny
Cle stdfi roz. kys. askorbové Eerstvy 3 tydny
D/d pH vzorku vody 7 2

E/e interference Si0, 0ug 100 pg
F/f interference NO,” 0ug 20 pg
Glg interference NO,~ 0pg 20 ug

Univerzita Palackého
v Olomouci

Rozsah validace

Druh analyzy

Hlavni Stopova | Fyzikalni
Parametr Kvalitativni slozky analyza | vlastnosti
Selektivita v v v v
Precizonost v v v
Pravdivost v v v
/vychyleni
Mez detekce v v
Mez stanovitelnosti v
Pracovni rozsah v v v
Robustnost v v v v

16.10.2019
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W Univerzita Palackého
v Olomouci
Pr.: stanoveni Pd v API
- Postup:
1. Validaéni protokol: experimenty, akceptacni kritéria

2. Provedeni validaénich experimenti
3. Validaéni zprava: vyhodnoceni, srovnani s kritérii

Charakteristika Akceptacni kritérium
R>099 R=0,9998

LOQ - 1000 pg.L! 1,17 - 1000 pg.L!
<06pgL 057 pg L (n=10)
<18 pgL! 1,17 ug L' (n=10)
70-150 % 104,7 - 109,5 % (3 levels)
RSD <20 % <52 % (n=6)

RSD <25 % <7,9 (n=2x6)
vytézmost 70 - 150 % 92,9 -115,3 % (1%5Pd, 1°5Pd)
vytéznost 70 — 150 % 107,7 - 119,2 %

Univerzita Palackého
v Olomouci

Validace — shrnuti

- VALIDACE metody = potvrzeni platnosti vyhodnocenim
vykonnostnich charakteristik.
— Zlata pravidla validace:
- validovat celou metodu (vSechny kroky postupu/metody),
- validovat cely rozsah koncentraci,
- validovat v rozsahu vSech uvaZzovanych matric.

- Rozsah valida¢nich charakteristik se liSi podle aplikace.

- Validagni studii je tfeba planovat a provadét v souladu s
pozadavky.

- Validace umozni rozhodnout o vhodnosti metody na zakladé
objektivnich vysledku.

- VERIFIKACE - zavadéni/ovéfeni jiz validované metody do
laboratore.

16.10.2019
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