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1. Uvod

Validacia analytickych metdd je v sucasnosti nevyhnutnym predpokladom pre
zavedenie systému zabezpecenia kvality (QA/QC) podla noriem ISO 17 025 v chemickych
laboratdriach. Validacny proces je rozdeleny do niekol’kych samostatnych faz. V prvej faze sa
urcuje tvar kalibraéného modelu, testuje homoskedasticita dat a pritomnost’” vplyvnych bodov
a odhaduju sa predikéné schopnosti kalibraéného modelu na nizkej koncentracnej urovni
(odhad medze dokazu-LOD a medze stanovitelnosti-LOQ). VSetky pokusy sa v tejto faze
vykonavaju s kalibracnymi roztokmi analytu bez pritomnosti matrice.

Pri spracovani validacnych idajov sa pouzivaji rézne Statistické postupy a nastroje,
ktoré su sucastou roznych Statistickych softverovych produktov. VacSinou s to programy,
ktoré st uzavreté, bez moznosti zdsahu ¢i Gpravy zo strany uZzivatel’a.

Predlozeny program napisany vjazyku MATLAB sluzi na ziskanie zakladnych
informacii o tvare kalibracného modelu (linedrneho alebo kvadratického), overuje
homoskedasticitu dat a testuje pritomnost’ odl'ahlych vysledkov (outliers) a odhaduje hodnotu
LOD a LOQ. Jeho vyhodou je, Ze sa d4 pruzne menit a dopiiiat’ podla poziadaviek uZivatela

tak, aby bolo mozné ziskat’ komplexnejsie informécie o validovanej analytickej metode.



2. Urc¢enie matematického tvaru kalibra¢ného modelu

Pri spracovani validaénych tudajov je prvou ulohou ur¢it matematicky tvar

kalibraéného modelu. VacSine analytickych metéd vyhovuje linearny kalibraény model:
y=p+px (1)

S ohl'adom na zakladné fyzikdlno-chemické principy analytickych metdd (Lambertov-
Beerov zakon v spektrofotometrickych metodach, Ilkovi¢ova rovnica v polarografii a pod.) sa
v mnohych pripadoch dé tento model este zjednodusit’ na tvar:

y=FA Q)

V niektorych pripadoch, ako napr. v emisnej spektralnej analyze, sa uplatnia skor

nelinearne kalibraéné modely, najcastejsie kvadratické:
y=P5+Bx+px’ (3)

Podrla algoritmu na spracovanie validacnych dat, prezentovaného v literature [1], je
potrebné najskor rozhodnut’ o tvare kalibracného modelu. Na tento ucel sa doporucuje pouzit
numericky Mandelov test [1,2], ktory je zalozeny na porovnani rezidudlnych rozptylov

linearneho a kvadratického modelu:
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Nulova hypotéza Hy o platnosti linearneho modelu sa zamieta ak Fouc>Fii, 1. n-3. 0.015
kde Fy; je kvantil Fisher-Snedecorovho rozdelenia.
Vhodnost’ navrhnutého modelu méZzme posudit’ aj vizualne z grafu rezidui. Ak obraz

zavislosti rezidui od predikovanej hodnoty analytického signalu y, alebo od nezavisle

premennej x vytvara obrazec nelinearneho pasu navrhnuty model méze byt nespravny (obr.1).
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Obr.1. Zavislost rezidudlov linedrneho modelu od nezavisle premenne;j x.

3. Testovanie homoskedasticity

Po urceni spravneho kalibra¢ného modelu nasleduje test homogenity rozptylu merania

analytického signalu (test homoskedasticity).

Na predbeznll identifikaciu heteroskedsticity moéZeme opét pouzit graf rezidualov.

Homoskedastické déata vytvaraju obrazec priblizne eliptického tvaru rovnomerne rozloZeny

okolo strednej linie s hodnotou e = 0. Heteroskedastické data vytvoria obrazec vysece (obr.2).
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Obr. 2. Graf rezidudlov heteroskedastickych dat



Spol’ahlivejsSie uréenie heteroskedasticity umoziuje neparametricky test trendu rezidui

[2]:

D= ij(Rléil ~if 5)

ps=1-— (©6)

Testovanie heteroskedasticity je potom zaloZené na vyznamnosti Spearmanovho
korelacného koeficientu. Ak je nulova hypotéza Hy: ps = 0 zamietnutd znamena to, Ze data

modzu byt heteroskedastické. R|e;| je poradie absollitnej hodnoty i-teho rezidua.

4, Testovanie pritomnosti vplyvnych bodov

Sucastou validacie kalibracného modelu je testovanie pritomnosti vplyvnych bodov
— odl'ahlych bodov (outliers) a extrémnych bodov (extrems).

Za odlahlé body sa povazuju tie, ktorych y-ova suradnica sa vyrazne odliSuje od
ostatnych kalibracnych bodov. pritomnost takychto bodov vyznamne zvySuje hodnotu
rezidudlneho rozptylu, ¢im vyznamne zhorSuje presnost’ predikénych vlastnosti kalibraéného
modelu. Z tychto dovodov je potrebné tieto body identifikovat, zistit' priCiny odl'ahlosti a
znovu premerat’ podozrivy bod. V krajnom pripade sa takyto bod z regresie vyluci.

Extrémy sa v datach vyskytuju obycajne ako doésledok nevhodného planovania
kalibracnych koncentracii. Ich posobenie je dvojsecné. Ak vyhovuju teoretickému
kalibracnému modelu a st v sulade so zvySnymi datami zvySuju presnost predikénych
vlastnosti kalibracného modelu. V opacnom pripade ich pdsobenie je negativne a preto by
sme sa mali radSej ich pritomnosti v kalibracnych datach vyhnut.

Na identifikaciu pritomnosti odl'ahlych resp. extrémnych bodov sa pouzivaju rézne
testy zaloZzené na analyze réznych typov rezidualov (normované, Standardizované, Jackknife),

diagonalnych prvkov projek¢nej matice Hii [2], resp. na vyhodnoteni vplyvovych funkeii



(Cookova vzdialenost, Atkinsonova vzdialenost, Cook-Weisbergova vierohodnostna
vzdialenost’, Andrews-Pregibonova diagnostika) [2,3], alebo rdzne neparametrické testy [3,4].
Uvedené testy sa pouzivaji bud’ ako grafické alebo numerické.

V predlozenom programe su k dispozicii grafické testy Wiliamsov, Pregibonov,
predikovanych rezidui, a z numerickych testov je pouzitd Cookova vzdialenost CDi, vel'kost
normalizovanych rezidui eN a velkost diagonalnych prvkov projekénej matice Hii.
Vzhl'adom na to, Ze citlivost’ jednotlivych testov je rézna mali by sme podozrivy bod vylucit
po dokladnej analyze pric¢in odlahlosti. V niektorych pripadoch je vhodné urobit’ testy
vplyvnych bodov urobit’ pred testovanim homoskedasticity a testovanim kalibraéného
modelu, pretoze tieto parametre mézu byt pritomnostou vplyvnych bodov vyznamne
skreslené.

Uzivatel’ si moze doplnit’ 'ubovolny d’al$i test bez ovplyvnenia funk¢nosti zvy$ného

programu.

5. Testovanie predikénych schopnosti kalibracného modelu na nizkej koncentracnej

urovni (odhad medze detekcie a medze stanovitel’'nosti)

Poslednym krokom 1.fazy validacného procesu je odhad detekénych vlastnosti
validovanej analytickéj metody. V literatire je opisanych viacero réznych definicii medze
dokazu (detekénych limitov LOD) a medze stanovitelnosti (LOQ) a postupov ich odhadu.
[1,5,6,7,8,9,10]. Vel'ké mnozZstvo koncepcii a spésobov odhadu LOD a LOQ naznacuje, Ze
v analytickej chémii dodnes nie je ustidlend jednotnotnd definicia a postup odhadu tychto
zakladnych charakteristik analytickej metody. Hodnoty LOD a LOQ ziskané réznymi
postupmi sa liSia niekedy aj vel'mi vyrazne. Z tychto dovodov je potrebné k ziskanym
hodnotdm uvadzat’ vzdy aj postup, ktorym boli odhadnutné. V predlozenom programe je

pouzity postup, ktory je zaloZeny na vlastnostiach kalibraéného modelu v oblasti velmi



nizkych koncentrécii, ktory je doporuceny v literatire [1, 10]. Doplnenie d’alSich postupov

podla potrieb uzivatela resp. vyvoja legislativy a doporuceni organizacii, ktoré urcuja

pravidla pre QA/QC v analytickych laboratoriach (IUPAC, AOAC, ILAC, Eurachem, ISO a

iné) je mozné.
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