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1 METROLOGICKA STRUKTURA VE SVETE AV CR

Metrologie je véda o méfeni. Mezi hlavni tikoly metrologie patfi definovani vSeobecné
uznavanych veli¢in a jednotek méteni, realizace jednotek méfeni s pomoci védeckych
metod a vytvareni fetézcli navaznosti od vysledkii méteni v laboratotfich k etalonim
jednotek métenych veli¢in. Metrologie tedy zahrnuje veskeré teoretické a praktické
aspekty méfeni, jakékoliv nejistoty méfeni a obory pouziti.

1.1 Historie metrologie

Historie méfeni saha az do starovékého Egypta ke stavitelim pyramid a opakovanému
vymétovani poli po nilskych zdplavach. Poucny piiklad realizace délkovych a
hmotnostnich jednotek ve starém Egypté€ je ukézan ve sbirkach Louvru.

Rovnéz ve stfedoveku byla snaha zavést do obchodni praxe jednotky hmotnosti, objemu
a délky. Usili jednotlivych zemi ale nebylo koordinovéano, kazdd zemé méla vlastni
soustavu mér a vah. Dulezitym meznikem se stala Velké francouzska revoluce, kdy byl
ve Francii zaveden metricky systém. Velky pramyslovy rozvoj v 19. stoleti vyzadoval
jednotny systém mér a vah. V roce 1875 byl vytvotfen Mezinarodni ustav pro vahy a miry
a Vv roce 1960 byla vytvoiena Mezindrodni soustava jednotek SI (fr. Systeme International
d’Unites).

V Rakousku byl metricky systém zaveden v roce 1875. Po vzniku Ceskoslovenska v roce
1918 byl metricky systém pfijat zakonem, v roce 1980 byla v CSR pfijata soustava SI.

1.2 Mezinarodni metrologicka infrastruktura

V roce 1875 byla v Patizi podepsana smlouva o Metrické konvenci a zalozena védecka
instituce Mezinarodni Gfad pro vahy a miry (Bureau International des Poids et Mesures,
BIPM). Generalni konference pro vahy a miry (CGPM) je tvofena zastupci vlad
signatafskych zemi a je nejvyS$im organem v metrologické struktuie. CGPM projednava
a posuzuje ¢innost BIPM a jednotlivych ndrodnich metrologickych institutd a podava
doporuceni o vSech otazkach tykajicich se metrologie. CGPM voli 18 zastupci do
Mezinarodniho vyboru pro vadhy a miry (Comité International des Poids et Mesures,
CIPM), ktery ma dohled nad BIPM a pfipravuje odborna rozhodnuti pro CGPM. CIPM
je podporovan 10 poradnimi vybory. Jednim z deseti poradnich vybort je Poradni vybor
pro latkové mnozstvi: Metrologie v chemii a biologii (Consultative Committee for
Amount of Substance: Metrology in Chemistry and Biology, CCQM). CCQM ma 11
pracovnich skupin, napf. pro anorganickou a organickou analyzu, pro analyzu proteind,
pro analyzu plynti, pro redefinici zdkladni jednotky ,,mol*. BIPM mé v gesci mezinarodni
vyzkum fyzikalnich jednotek a etalonli a fizeni mezilaboratornich porovnani narodnich
metrologickych institutl a pfidruzenych laboratofi.



Velice dulezitym aktem bylo podepsani Ujednani CIPM o vzajemném uznavani (CIPM
Mutual Recognition Arrangement, CIPM MRA) Ceskym metrologickym institutem
vroce 1999. Tato umluva se tykd stanoveni stupné¢ ekvivalence statnich etalont a
vzajemného uznavani vystupnich dokladi o kalibracich a méfenich (certifikata,
kalibrac¢nich listi, kalibracnich protokoli).

Do mezinarodni metrologické infrastruktury rovnéz patii dalsi instituce.

Narodni metrologické instituty jsou ziizeny rozhodnutim stitu a jsou urCeny
Kk uchovavani a vyvoji statnich ectaloni nékterych veli¢in. Pridruzené instituty
(laboratore) jsou povéfeny ndarodnimi metrologickymi instituty k spravovani
specifickych statnich etalonti a standardii méfeni. Narodni metrologické instituty a
pridruzené laboratoie se mohou sdruzovat v regionalnich metrologickych organizacich.
Pro evropskeé staty je takovym sdruzenim EURAMET. Dalsi mezinarodni metrologickou
organizaci je Mezindrodni organizace pro legadlni metrologii (International Organisation
of Legal Metrology, OIML), jejimz poslanim je harmonizace postupt legalni metrologie.

1.3 Struktura metrologie v CR

Mezi hlavni cile metrologického systému patii:

- zajistit jednotnost a pfesnost u vSech celospolecensky dilezitych méfidel a méteni,

- zajistit mezinarodné uznavanou navaznost pro vSechny obory méfeni,

- rozvijet a udrZzovat Ceské primarni etalony v téch oblastech méfeni, kde je to
ekonomicky vyhodné nebo zaddouci z hlediska zapojeni do mezindrodni spoluprace;
vyuzivat zahrani¢ni etalony v oblastech, kde se jedna o mén¢ frekventovanou potiebu
nebo neni redlné dosdhnout pifimérené Grovné,

- zabezpecit vysokou uroven ¢eské metrologie na useku statni metrologické kontroly
méfidel, tvorby metrologickych piedpist a certifikace pracovniki v metrologii,

- vSestranné podporovat ¢eskou podnikatelskou sféru v oblasti vyroby, montaze, oprav,
dovozu a vyvozu métidel,

- zabezpecit vykon statni spravy na useku metrologie.

Do ¢eského metrologického systému patii:

- Utad pro technickou normalizaci, metrologii a statni zkusebnictvi (UNMZ)
- Cesky metrologicky institut (CMI)

- Statni metrologicka stediska (SMS)

- Stfediska kalibra¢ni sluzby (SKS)

- organizace provadégjici ufedni méfeni

- uzivatelé, vyrobci, opravarenské organizace, dovozci metidel



1.4 Soustava jednotek Sl

Systém je zalozen na definici sedmi zakladnich jednotek:

sekunda, symbol s, jednotka ¢asu. Je definovana numerickou hodnotou frekvence A vcs
= 9192631 770 Hz (s?) odpovidajici prechodu mezi dvéma hladinami velmi jemné
struktury zékladniho stavu atomu Cs 133,

metr, symbol m, jednotka délky. Je definovana numerickou hodnotou rychlosti svétla ve
vakuu ¢ =299 792 458 m s%, kde sekunda je definovana pomoci frekvence A vcs. Jinymi
slovy, je to délka drahy, kterou prob&hne svétlo ve vakuu za dobu 1/299 792 458 s,

kilogram, symbol kg, jednotka hmotnosti. Rovna se hmotnosti mezinarodniho prototypu
kilogramu. V listopadu 2018 konference CGPM redefinovala kg tim, Ze definovala
pevnou hodnotu Planckovy konstanty h = 6,626 070-103* kg m? s, kde m a s jsou
definovany v ptedchozich definicich,

ampér, symbol A, jednotka elektrického proudu. Je definovana numerickou hodnotou
elementarniho naboje e = 1,602 176 634-10"° A_s, kde sekunda je definovana pomoci
frekvence A vcs. Diive byl ampér definovan jako staly elektricky proud, ktery pfi
priachodu dvéma piimymi rovnobéznymi vodi¢i nekonecné délky a zanedbatelného
priifezu, umisténymi ve vzdalenosti 1 m ve vakuu, vyvola mezi nimi silu 2-10”7 Newtonu
na 1 metr délky vodict,

kelvin, symbol K, jednotka termodynamické teploty. Je definovana fixni hodnotou
Boltzmanovy konstanty k = 1,380 649-10% kg m? s K%, kde kilogram, metr a sekunda
jsou definovany pomoci h, ¢ a A vcs. Diive byl Kelvin definovan jako 1/273,16 dil
termodynamické teploty trojného bodu,

mol, symbol mol, jednotka latkového mnozstvi. Je definovan numerickou hodnotou
Avogadrovy konstanty Na = 6,022 140 76-10%® mol™. 1 mol tedy obsahuje Na entit
(atomti, molekul, iontd nebo specifikovanych ¢astic). Diive byl mol definovan jako
latkové mnozstvi soustavy, ktera obsahuje tolik entit, kolik je atomt v 0,012 kg nuklidu
uhliku *2C,

kandela, symbol cd, jednotka svitivosti v daném sméru. Je to svitivost zdroje, ktery
v daném sméru emituje monochromatické zafeni o frekvenci 540-10'2 Hz (s) a jehoz
zafivost v tomto sméru je 1/683 W/steradian. W=kg m? s, kg, m a s jsou definovany
vyse.



1.5 Terminologie v metrologii

Uvedeme jen nckteré terminy, které jsou pro chemicka méteni nejdilezitéjsi. Zdrojem
definic je Mezinarodni metrologicky slovnik - Zakladni a vS§eobecné pojmy a ptidruzené
terminy (VIM 3), 2008 [1].

Vysledek méFeni je Soubor hodnot veli¢iny pfifazeny méfené veli¢iné s jakoukoliv dalsi
dostupnou relevantni informaci. Vysledek méfeni je obecné vyjadien jako jedna
naméfend hodnota veliiny a nejistota méfent.

MéFeni je proces experimentalniho ziskavani jedné nebo vice hodnot veli¢iny, které
mohou byt diivodné pfifazeny veli¢iné.

Skutecna, prava hodnota (true value) je hodnota veli¢iny, ktera je ve shod¢ s definici
veli¢iny. Je to hodnota, ktera by mohla byt ziskana dokonalym méfenim. V chybovém
piistupu je pii popisu méfeni skutecna hodnota veli¢iny povazovana za jedineCnou a
V praxi za nepoznatelnou. Nejistotovym piistupem se piipousti, ze nasledkem ve své
podstaté netiplného mnozstvi podrobnosti v definici veli¢iny neexistuje jedina skute¢na
hodnota veliiny, ale spiSe soubor skute¢nych hodnot veli¢in ve shod¢ s definici. Tento
soubor je z principu a v praxi nepoznatelny.

Piesnost méreni (accuracy of measurement) je tésnost shody mezi naméfenou hodnotou
veli¢iny a skute¢nou hodnotou méfené veliiny. Je to kvalitativni mira, nikoliv
kvantitativni. Pfesnost méfeni je n€kdy chapana jako tésnost shody mezi namétenymi
hodnotami veli€iny, které jsou pfifazeny mefené velicing.

Pravdivost méreni (measurement trueness) je tésnost shody mezi aritmetickym
prumérem nekonecného poctu opakovanych namétfenych hodnot veliiny (stfedni
hodnota zakladniho souboru) a referen¢ni hodnotou veliiny. Pravdivost méteni je
kvalitativni mira. Kvantitativni mira pravdivosti je vychyleni (bias).

Preciznost méfeni (measurement precision) je tésnost shody mezi indikacemi nebo
naméfenymi hodnotami veli¢iny ziskanymi opakovanymi méfenimi na stejném objektu
nebo podobnych objektech za specifikovanych podminek. Preciznost méfeni je zpravidla
vyjadiena Ciselné mirami nepreciznosti, jako napt. smérodatnou odchylkou, rozptylem
nebo variaénim koeficientem za specifikovanych podminek méfeni. Preciznost méteni je
pouzivana k definovani opakovatelnosti méfeni, mezilehlé preciznosti a
reprodukovatelnosti méfeni.

Opakovatelnost méfeni (measurement repeatability) je preciznost méfeni za souboru
podminek opakovatelnosti. Soubor podminek opakovatelnosti zahrnuje stejny postup
méfeni, stejny obsluzny persondl, stejny métici systém, stejné pracovni podminky a stejné
misto, a opakovani méfeni na stejném nebo podobnych objektech v kratkém casovém
useku.



Mezilehla preciznost méteni (intermediate measurement precision) je preciznost méteni
za souboru podminek mezilehlé preciznosti. Soubor podminek zahrnuje stejny postup
méieni, stejné misto a opakovadni meéfeni na stejném nebo podobnych objektech
VvV roz§ifeném casovém useku, ale smi obsahovat dal§i podminky zahrnujici zmény.
Zmény mohou zahrnovat nové kalibrace, kalibratory, operatory a méfici systémy.

Reprodukovatelnost méfeni (measurement reproducibility) je preciznost méfeni za
souboru podminek reprodukovatelnosti. Soubor podminek zahrnuje riznad mista,
obsluzny personal, méfici systémy a opakovani méfeni na stejném nebo podobnych
objektech. Rlizné méfici systémy mohou pouzivat rizné méfici postupy.

Znazornéni souvislosti mezi nékterymi zakladnimi koncepty pouzivanymi pro popis
kvality vysledkli méfeni je uvedeno na obrazku 1.1.

Typ chyby Kvalitativni popis Kvantitativni mira
.y _ holeni
systematicka R pravdivost vychyleni
chyba (bias)
l l Upjias
v
(celkova) chyba —> ptesnost —> nejistota

T T T

) mira rozptyleni
— preciznost —> (s, RSD...) za
specif. podminek

nahodna
chyba

Obrazek 1.1 Zndazorneni souvislosti mezi nékterymi zakladnimi terminy pouzivanymi pro popis
kvality vysledkit mereni [2]. Vyhodnocovani nejistoty podle GUM predpoklada provedeni
korekce na znamé vychyleni (bias) a to, Ze nejistota korekce vychyleni uvias se zapocitava do
konecného vyjadreni nejistoty. To je vyjadieno ¢arkovanou Sipkou pod rameckem ,vychyleni .
Jak pojeti presnosti, tak i nejistoty predpokladaji, Ze méreni se provadi podle dokumentovaného
postupu a ze vlivy ,hrubych chyb ‘ nejsou zapocitavany.

1.6 Zvlastnosti metrologie v chemii

Védecka metrologie se ¢leni podle BIPM do 9 obortl.

Metrologie ve fyzice: Akustika, elektfina a magnetismus, ionizujici zafeni a radioaktivita,
délka, hmotnost, fotometrie a radiometrie, termometrie, ¢as a frekvence.

Metrologie v chemii (a bioloqii): Latkové mnozstvi.

Rozvoj biologickych véd pfinese v budoucnu i dalsi obory.
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Rozdil mezi metrologii ve fyzikalnich védach a metrologii v chemickych a biologickych
védach je zptsoben hlavné rozdilem v definici tzv. mérené veli¢iny (angl. measurand).
Podle mezinarodniho metrologického slovniku VIM3 je méiena veli¢ina (measurand)
veli¢inou, kterou mame métit. Abychom zabranili jakékoliv nejasnosti, je tieba métenou
veli¢inu urcit dostateéné podrobné. Méfena velicina se vzdy vztahuje k urcité veli¢ing, u
které se méfenim piifadi hodnota veli¢iny. V chemické a biochemické analyze
definujeme jesté analyt, coz je vlastné slozka méfeného systému piedstavovana nazvem
méfitelné veli¢iny. Podivejme se na piiklad veli¢in méfenych v klinické chemii:

- latkova koncentrace glukdzy v plazmé,

- latkova koncentrace gluk6ézy v moci.

V obou ptipadech predstavuji tyto vyroky rizné métené veliCiny, pticemz analyt je stejny
— glukdza. Z tohoto piikladu plyne, Ze piesné urCeni métené veliiny je zavislé na
charakteru vzorku. Zaroven je zifejmé, ze vysledek méfeni musi byt vhodny pro
zamyslené pouziti (diagnéza?) a méfena veli¢ina siln€ zavisi na méficim postupu.
V nasem ptipadé€ jsou méfici postupy pro stanoveni glukozy v plasmé a moci rozdilné.
V jinych ptipadech mlize byt méfend veli¢ina definovdna pouze s odkazem na dohodnuty
empiricky postup méfeni (standardni metodou).

Z definice a charakteru méfené veliCiny plynou i rozdily mezi metrologii ve fyzikalnich
védach a metrologii v chemickych a biologickych védach. Ve fyzikalnich védach
ziskavame hodnoty méfenych veliin vétSinou pfimym méfenim, pfi¢emz vysledek je
invariantni k charakteru vzorku. V chemickych a biologickych védach ziskavame
hodnoty métenych veli¢in nepiimo a vysledek siln¢ zavisi na charakteru vzorku a na
méticim postupu.

Literatura:

1. TNI010115:2009. Mezinarodni metrologicky slovnik - Zakladni a v§eobecné pojmy
a pfidruzené terminy (VIM).

2. KVALIMETRIE 20. Vhodnost analytickych metod pro dany ucel. Pokyn
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2 SYSTEMY MANAGEMENTU V ANALYTICKE
LABORATORI, AKREDITACE LABORATORI

Laboratofte, které poskytuji analyticka data, by mély mit zavedeny systém managementu
odpovidajici mezinarodnim normam, aby bylo umoznéno vSeobecné uznavani téchto
vysledkd. Systém managementu je soubor opatieni, kterd maji za ukol zajistit dostate¢nou
efektivitu procest zavedenych v laboratofi a co nejvyssi kvalitu poskytovanych vysledkl
zkousek. Systém managementu laboratofe je zamétfen na klicova hlediska, ktera jsou
rozhodujici pro platnost vysledkt, ndklady a v¢asnost provedenych analytickych praci a
zaroven zabranuji plytvani energii na méné¢ vyznamné zalezitosti. Je vSak potieba
podotknout, Ze systém managementu nezajisti, Ze 100 % analytickych vysledki bude
spolehlivych. Nezabrani hrubym chybam v laboratofi, mél by ale snizit jejich Cetnost
vyskytu na minimum. V laboratofi dochdzi také k ndhodnym nebo systematickym
chybam, které¢ pak maji vliv na velikost nejistoty vysledkli daného analytického postupu.
Mezindrodni normy pouzivané po celém svét€é obsahuji pozadavky na systém
managementu pro zkuSebni a kalibra¢ni laboratote (ISO/IEC 17025), pro zdravotnické
laboratofe (ISO 15189), pro laboratofe provadé¢jici testovani chemikalii je dobie
vyuzitelny systém SLP (Spravna laboratorni praxe).

2.1 Akreditace laboratofi, Spravna laboratorni praxe

Systém managementu zkuSebni/kalibracni laboratofe je popsan v normé ISO/IEC 17025,
norma pocatkem roku 2018 jako CSN EN ISO/IEC 17025:2018 ,,Vieobecné pozadavky
na kompetenci zkuSebnich a kalibrac¢nich laboratofi* [1]. Norma byla vypracovana
Komisi ISO pro hodnoceni shody (CASCO), v potadi tfeti vydani normy piinasi oproti
pfedchozimu vydani novy pfistup k systému managementu laboratofe zaloZeny na
dokumentované informace a organizaéni odpovédnost. Laboratof je v této normé
definovana jako subjekt, ktery provadi jednu nebo vice z nasledujicich ¢innosti: zkouseni,
kalibraci nebo vzorkovani za i¢elem zkouSeni nebo kalibrace.

Norma CSN EN ISO/IEC 17025:2018 obsahuje pozadavky pro laboratofe, které jim
umozni prokazat svou kompetenci a schopnost poskytovat platné vysledky. Laboratote,
které¢ vykazuji soulad s timto dokumentem, pracuji také obecné v souladu se zasadami
ISO 9001 (ISO 9001 je vSeobecna norma pro systémy managementu kvality, kterou 1ze
pouzit ve vSech organizacich bez ohledu na typ, velikost, druh vyroby nebo poskytované
sluzby). Norma CSN EN ISO/IEC 17025:2018 je pouzitelna pro viechny organizace
provadéjici laboratorni ¢innosti bez ohledu na pocet pracovnikill, velikost nebo napli
¢innosti laboratofe. Norma muze byt vyuZzita laboratofi pro nastaveni systému
managementu (tzv. posouzeni prvni stranou), dale zakazniky, regulacnimi organy nebo
jinymi organizacemi k posouzeni kompetence laboratofe (tzv. posouzeni druhou stranou)
a akreditaénimi orgdny (tzv. posouzeni tfeti stranou) ke splnéni pozadavkl pro udéleni
akreditace. Posuzovatelé jmenovani akreditaénim organem jsou zcela nezdvisli na
posuzovaném systému managementu.



Norma obsahuje tyto ¢asti:

e obecné pozadavky (nestrannost, ditvérnost),

e pozadavky na strukturu,

e pozadavky na zdroje (pracovnici, prostory a podminky prostfedi, vybaveni,
metrologickd ndvaznost, externé poskytované produkty a sluzby),

e pozadavky na proces (pfezkoumani poptavek, nabidek a smluv, vybér, verifikace a
validace metod, vzorkovani, zachazeni se zkuSebnimi a kalibracnimi polozkami,
technické zdznamy, vyhodnoceni nejistoty méteni, zajiSténi platnosti vysledkd,
uvadéni vysledkd, stiznosti, neshodna prace, fizeni dat a management informaci,

e pozadavky na systém managementu (dokumentace, fizeni dokumentace systému
managementu, fizeni zdznamu, opatieni k zohlednéni rizik a ptilezitosti, zlepSovani,
napravnd opatfeni, interni audity, pfezkoumani systému managementu).

Norma obsahuje v pfiloze pozadavky na metrologickou navaznost a na uvedeném
obrazku priklad mozného schématického znazornéni provoznich procesii v laboratofi.

Pro zdravotnické laboratote, které¢ zpracovavaji vzorky pochazejici z lidského téla za
ucelem ziskéavani informaci pro uréeni diagnézy, prevenci a 1é¢bu nemoci ¢lovéka nebo
pro hodnoceni lidského zdravi je uréena norma CSN EN ISO 15189:2013 Zdravotnické
laboratofe — Pozadavky na kvalitu a zptsobilost. Norma vychazi z normy ISO/IEC 17025
a ISO 9001 a obsahuje specifické pozadavky pro systém managementu téchto typt
laboratofi. Norma je vyuzitelna pro vyvoj systému managementu zdravotnické laboratote
1 pro organy posuzujici zpusobilost téchto laboratoii. Norma obsahuje pozadavky na
management zdravotnické laboratofe a technické (odborné) pozadavky tykajici se
pracovnik, prostorti laboratofi a jejich vybaveni, procesii pied laboratornim vySetfenim,
procest laboratornich vySetfeni, zajisténi kvality laboratornich vySetieni, procest po
laboratornim vysetfeni, sdélovani a uvoliiovani vysledki a fizeni informaci v laboratofi.

Spravna laboratorni praxe (SLP) se zabyva organizaci, procesy a podminkami
laboratornich studii k zajisténi validity vysledkl testovani chemikalii. Spravna
laboratorni praxe se uplatituje v oblasti vyvoje a testovani léCiv, pesticidli a dalSich
chemikalii, v oblasti kontroly potravinaiskych aditiv a testovani latek s ohledem na
nebezpeci exploze. V souladu se smérnicemi 2004/9/ES a 2004/10/ES, které
implementovaly zasady SLP OECD (Smérnice Evropského parlamentu a Rady
2004/9/ES ze dne 11. tnora 2004, o inspekci a ovéfovani spravné laboratorni praxe (SLP),
a Smérnice Evropského parlamentu a Rady 2004/10/ES ze dne 11. unora 2004, o
harmonizaci pravnich a spravnich ptedpisti tykajicich se pouZzivani zasad Spravné
laboratorni praxe a ovéfovani jejich pouzivani pii zkouskach chemickych latek), je v
Ceské republice vytvofen narodni program monitorovani shody se zdsadami Spravné
laboratorni praxe (dale jen Narodni program). Tento Narodni program je zaloZen na
inspekcich testovacich zafizeni a na auditech studii, které provadéji narodni monitorovaci
organy SLP (Statni Gstav pro kontrolu 1é¢iv a Narodni inspek¢ni orgdn SLP, Stiedisko
pro posuzovani zpiisobilosti laboratofi ASLAB, Vyzkumny tstav vodohospodaisky T. G.
Masaryka, vefejna vyzkumna instituce, zfizeny Ministerstvem Zivotniho prostfedi CR), a
vytvaii tak podminky vzajemného uznavani vysledkl studii mezi jednotlivymi ¢lenskymi
staty EU/EHP a staty OECD.



Pro zadkazniky laboratofe je dullezitd informace, Ze laboratofe jsou k provadéni
pozadovanych analyz dostatecné kompetentni. Z toho diivodu je potieba, aby jejich
kompetence byla nestranné posouzena a potvrzena. Toto potvrzeni poskytuji akreditacni
organy, které jsou nestranné a nezavislé ve vztahu k laboratofim a jejich zdkaznikim.
Akreditaéni organy pravidelné¢ posuzuji laboratofe z hlediska plnéni pozadavki
pfislusnych norem a dalSich souvisejicich dokumentt. Cilem akreditace laboratoii je
zajistit disledné posuzovani shody s mezinarodnimi normami ve prospéch vetejného
zdravi, bezpecnosti, zivotniho prostiedi a prosperity a k podpote regulatorti a koncovych
uzivatelti. Pfinasi dale usnadnéni narodniho a ptfeshrani¢niho obchodu. Akreditace je
vnormé CSN EN ISO 17011:2018 definovana jako potvrzeni vydané tieti stranou
vztahujici se k orgdnu posuzovani shody (napf. laboratote), které¢ vyjadiuji formalni
potvrzeni jeho kompetence provadét specifické ¢innosti posuzovani shody. Akreditaci se
rozumi oficialni uznani (reprezentované vydanim OsvédCeni o akreditaci), Ze subjekt
akreditace je zpusobily provadét specifické ¢innosti.

Pravomocnym organem provadgjici akreditace je v Ceské republice Cesky institut pro
akreditaci, o.p.s. (CIA, www.cai.cz), ktery provadi nestranné posuzovani organil
posuzujicich shodu (napf. laboratofi). Na internetovych strankach Narodniho
akreditaéniho organu CIA lze najit viechny potiebné informace k ziskani akreditace
laboratore. Akredita¢ni systém Ceské republiky je soubor procesi, postupt a pravidel
umoziujici ziskat od pfislusného autoritativniho organu akreditaci — je upraven
predevsim natizenim Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 765/2008 ze dne 9. Cervence
2008, kterym se stanovi pozadavky na akreditaci a dozor nad trhem tykajici se uvadéni
vyrobkl na trh a kterym se zruSuje natizeni (EHS) €. 339/93 ve znéni opravy z 3. ervence
2015 azakonem ¢&. 22/1997 Sb., o technickych pozadavcich na vyrobky, ve znéni
pozdgjsich predpisti (ZTPV). Narodnim akreditaénim organem Ceské republiky je Cesky
institut pro akreditaci, o.p.s. (CIA), a to na zakladé povéfeni Ministerstvem primyslu a
obchodu a notifikace u Evropské komise v souladu vyse uvedenymi pravnimi piedpisy.
V akreditaénim procesu méa CIA jako narodni akreditadni organ postaveni organu vefejné
moci. Provadéni akreditace a posuzovani plnéni akreditacnich poZadavki v jeho ramci se
fidi ZTPV a zakonem &. 500/2004 Sb., spravni fad, ve znéni pozdé&jsich piedpisti (SR),
ato formou spravniho fizeni, nebo na zéklad€ vetejnopravni smlouvy. Pii akreditacni
&innosti je CIA vazan kromé platné legislativy téz zavazky vyplyvajicimi z postaveni CIA
jako ¢lena Evropské organizace pro spolupraci v oblasti akreditace (EA) — organu
uznané¢ho Evropskou komisi, Mezindrodni spoluprace v oblasti akreditace laboratofi
(ILAC), Mezinarodniho akreditacniho fora (IAF) a také z uzavienych souvisejicich
multilateralnich dohod o vzdjemném uznavani akreditace.

CIA akredituje riizné typy organtl posuzovani shody:
Zkusebni a kalibraéni laboratote (CSN EN ISO/IEC 17025),
Zdravotnické laboratofe (CSN EN ISO 15189),
Certifika¢ni organy pro certifikaci systémi managementu (CSN EN ISO/IEC 17021-
1),
Certifikaéni organy pro certifikaci osob (CSN EN ISO/IEC 17024),
Certifikaéni organy pro certifikaci vyrobkit CSN EN ISO/IEC 17065),
Inspekéni organy (CSN EN ISO/IEC 17020),
Ovérovatele vykazl emisi sklenikovych plynd,
Poskytovatele zkouseni zptisobilosti (CSN EN ISO/IEC 17043) a
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Vyrobce referenénich materialtt (CSN EN ISO 17034).

Pro laboratofe je vyznamna akreditace poskytovateli zkouseni zptsobilosti dle CSN EN
ISO/IEC 17043 Posuzovani shody — VSeobecné pozadavky na zkouSeni zpisobilosti.
Tato norma zajistuje dostateCnou a srovnatelnou kvalitu vysledkti zkouSeni zpiisobilosti,
které¢ je jednim z vyznamnych pozadavki na zajiSténi platnosti vysledki zkousek
laboratofi.

Norma CSN EN ISO 17034 Posuzovéni shody — Vieobecné pozadavky na kompetenci
vyrobcti referencnich materidli uvadi odborné pozadavky a pozadavky na systém
managementu vyrobcli referencnich materidld pro zajiSténi kvality a spolehlivosti
Vv laboratofich Casto vyuzivanych referencnich materiali. Ob& naposledy jmenované
mezinarodni normy jsou také uvadény v CSN EN ISO/IEC 17025:2018 v souvislosti se
zkousenim zpiisobilosti nebo pouzivanim referennich materiali v laboratotich.

V nasi spolecnosti je zdkazniky, vCetné regula¢nich a jinych organii vyuzivajicich
analyticka data ke svému rozhodovani, vyzadovadno, aby zkuSebni laboratote, které
poskytuji takové vysledky, byly akreditovany a spliiovaly pozadavky normy CSN EN
ISO/IEC 17025. Akreditace zkusebnich laboratoii jakéhokoli typu je provadéna podle
normy CSN EN ISO/IEC 17025:2018 a podle dokumentu MPA 10-01-18 Metodické
pokyny pro akreditaci k aplikaci uvedené normy v akreditaénim systému Ceské
republiky. Audit, ktery je provadén v laboratofich za ucelem ziskani Osvédceni o
akreditaci, zahrnuje také posouzeni laboratotfe odbornymi posuzovateli pro ¢innost, ktera
ma byt predmétem akreditace. Odborni posuzovatelé, kteti posuzuji metody zkouSeni
nebo kalibraci v laboratofi, sleduji odbornou zpusobilost laboratofe i systém zajisténi
platnosti vysledki, ktery zahrnuje povinné i ucast v programech zkouseni zpisobilosti
laboratofi.

2.2 Systém managementu v souladu se zasadami Spravné vyrobni praxe

Pro vyrobni zavody a laboratore kontrolujici farmaceutickou vyrobu je povinny
systém managementu v souladu se zasadami Spravné vyrobni praxe (SVP), anglicky
Good Manufacturing Practice (GMP). Vyrobce 1é¢ivych ptipravki je podle zdkona o
lécivech €. 378/2007 Sb. povinen dodrZovat pravidla spravné vyrobni praxe urcena
vyhlaskou €. 229/2008 Sb., kterou se stanovi spravna vyrobni praxe, spravna distribu¢ni
praxe a bliz§i podminky povolovani vyroby a distribuce 1é¢iv a dalSi naleZitosti upfesnéné
pokyny Statniho tistavu pro kontrolu 1é¢iv (SUKL). Aktuélni p¥isluiné pokyny (majici
zkratku VYR a ¢islo) i seznam povolenych vyrobcd farmaceutik a kvalifikovanych
laboratofi 1ze dohledat na webovych strankach www.sukl.cz v sekci vyroba 1é¢iv. Kromé
specifik trhu s1écivymi piipravky v CR odrazeji tyto pokyny predevsim nafizeni
evropské komise (EC) a dalSich organi Evropské unie (EU) ¢. 2003/94/EC (2003),
(EU)2017/1569 (2017) a (EU)2017/1572 (2017) pro ptipravky humanni mediciny a
91/412/EEC (1991) pro veterinarni 1é¢iva. Z direktivy EU také vychazi norma CSN EN
ISO 22716:2008 Kosmetika - spravna vyrobni praxe (SVP) - Smérnice pro spravnou
vyrobni praxi. Zasadami spravné vyrobni praxe se musi fidit také analytické laboratote,
které jsou bud’ interni (vyrobni zavod ma vlastni laboratot fizeni kvality (QC z angl.
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Quality Control), nebo externi (laboratot pracuje na zakladé objednavky vyrobce 1é¢iva
nebo kontrolniho organu). Oba pfistupy je mozné kombinovat a u externi laboratoie
objednat vybrané analyzy namisto pofizeni drahé instrumentalni techniky (napi. NMR —
nuklearni magneticka rezonance). SUKL vydava certifikat spravné vyrobni praxe i
povoleni k ¢innosti takové kontrolni laboratore.

Na rozdil od spravné laboratorni praxe (SLP), jejimz cilem je minimalizace zdravotnich
rizik jednotlivych chemickych latek a posuzovani mozného nebezpec¢i téchto latek
samotnych, jsou spravna vyrobni praxe a spravna distribu¢ni praxe zaméfeny na ochranu
spotrebitele. Jejich cilem je minimalizovat riziko, ze se k pacientovi (zékaznikovi nebo
obecné na trh) dostane 1€k nevyhovujici kvality nebo takovy, ktery neni vhodny pro
zamyslené pouZziti.

SVP i SLP jsou pravné zavazné nejen v CR a EU, ale i jinde ve svété. Napiiklad pro
vyvoz do Spojenych statii americkych (USA) je tfeba dodrzovat pravidla GMP sepsana v
dokumentu CFR 21 a vydana americkym tfadem pro potraviny a 1é¢iva Food and Drug
Administration (FDA). Proto FDA audituje i do USA exportujici ¢eské vyrobce
farmaceutik a jimi vyuZzivané laboratofe.

SVP je tedy definovana jako soubor pozadovanych piisnych pravidel a nafFizeni
zabezpecujicich vyrobu a kontrolu 1é¢iv, véetné vyroby a kontroly nakupovanych
surovin pii ptijmu; vyroby meziproduktii, u€innych latek a konecnych 1é¢ivych produktt
(f. definovanych smési riznych chemickych individui), jejich testovani, skladovani,
ptijem, propousténi atd. Pti aplikaci SVP by se tedy nemélo stat, ze:

a) Lécivy pripravek neodpovida specifikaci pfed datem expirace, pokud byl skladovan
pfedepsanym zplisobem. Specifikace je podrobny popis jeho vlastnosti a zahrnuje
vzhled (barvu, tvar, konzistenci, ...), obsah u¢inné latky (v€etné mozné tolerance
napf. maximalniho 1 minimalniho obsahu Uc¢inné latky), maximélni povolené
mnozstvi necCistot (vedlejSich produkti vyroby, produktl rozpadu a jinych necistot),
obsah vody, hodnotu pevnosti tablet, dobu jejich rozpadu atd. Pokud by byl obsah
u¢inné latky (API zangl. Active Pharmaceutical Ingredience) v 1é¢ivu mensi,
nemuselo by byt dostate¢né ucinné pro vyléceni pacienta, zatimco naopak vyssi obsah
API by mohl zpisobovat nezadouci ucinky.

b) Soucasna interakce ucinné latky a pomocnych latek v daném Ié¢ivém piipravku
zpusobuje zesileny nebo zeslabeny t¢inek nebo nezddouci ucinky ve vétsim procentu
pfipadli, nez je popséano v piibalové informaci, coZ bylo u originalnich pfipravkl
zjisSténo na zéklad¢ neklinického testovani v laboratofi i klinické studie, u tzv.
generickych (napodobujicich) ptipravkl byva klinické testovani mensiho rozsahu v
tzv. bioekvivalen¢ni studii.

SVP tedy systematicky kontroluje kvalitu pfedevS§im farmaceutické vyroby vcetné jejich
dil¢ich krokd, a také stabilitu vyrobeného 1é¢ivého pripravku. Validované musi byt
vyrobni procesy, vyrobni i analytickd zaFizeni, vSechny pouzivané softwary a
pocitacové systémy pro sbér a zpracovani dat (napt. LIMS), atd.; validovany musi byt
také postupy analyzy, které musi byt dostatecné selektivni a ptresné (tj. poskytuji
pravdivé a zaroven reprodukovatelné vysledky) a jejich parametry (napt. mez detekce,
linearita, pracovni koncentra¢ni rozsah, robustnost a citlivost) jsou dostatecné¢ znamy a
ustaleny (fizeny). Pro vSechny bézné provadéné Cinnosti musi existovat standardni

11



pracovni postupy (SOP z angl. Standard Operation Procedure). SVP klade velky duraz
na dokumentaci vseho, co souvisi s vyrobou a testovanim, tedy i provedenych analyz
vcetn€ uchovani referencnich vzorkii nejméné jeden rok po skonceni exspirace produkta

vyroby.

Pravné zédvazné zasady SVP vsak opét nikdy nefikaji, jakym konkrétnim zptisobem se ma
provadét urcita ¢innost. To je pak cilem riznych doporuceni (angl. Guideline) napt. od
Mezinarodni konference pro harmonizaci (ICH), ktera se snazi sjednocovat pravidla pro
ruzné trhy a regiony. Ackoli tato doporuceni
[http://www.ich.org/products/guidelines/quality/article/quality-guidelines.html]  pravné
zavazna nejsou, jejich dodrzovani je pti auditech viceméné vyzadovano.

2.3 Certifikace metodik

Jednim z moZnych vysledkli vyzkumu a vyvoje podporovaného grantovymi prostfedky
je tzv. certifikovand metodika. Jedna se o vysledek, kdy autor vysledku vypracuje
metodiku (nutnou podminkou je originalita postupil), kterd byla ptisluSnym organem
staitni spravy nebo pfislusSnym odbornym certifikacnim (akreditaénim) organem
schvalena a doporucena pro vyuziti v praxi. Pojem certifikovana metodika je zaveden
Metodikou hodnoceni vysledkii vyzkumu, vyvoje a inovaci jako jeden z vysledkl
vyzkumu, experimentalniho vyvoje a inovaci od roku 2008. Od roku 2010 je stanoveno,
ze certifikace ma byt udélena poskytovatelem na zaklad¢€ vypracovani dvou nezavislych
oponentnich posudktl. Certifikovat metodiky je ucelné zejména v ptipadech, kdy je
mozné je uzit jako oficidlni postup doporuceny kompetentnim orgédnem, napi. pro
stanoveni obsahu urcité latky, vyskytu Skodlivych organismi, ureni bezpecnostnich
rizik, prokazovani fyzikalnich vlastnosti latek/materiali nebo napt. pro oblast péce o
kulturni dédictvi, obrany a bezpecnosti (ale 1 v jinych oblastech). Kazdy, kdo uzije
certifikovanou metodiku, by mél mit jistotu, ze pti jejim dodrzeni budou ziskané vysledky
prukazné a opakovatelné a Ze konkrétni postup je regulovan nebo doporucovan statem a
jeho organy, ptipadné mezinarodnimi tmluvami [2].

Narodni akreditaéni organ (Cesky institut pro akreditaci, 0.p.s.) na svych webovych
strankach uvadi v odpovédi na otazku ,,Poskytuje CIA certifikaci metodik, které jsou
vystupem aplikovaného vyzkumu?“ nasledujici odpovéd: ,,CIA neprovadi Zddnou
certifikaci, tudiz ani certifikaci metodik, které mohou byt vystupy aplikovaného vyzkumu,
a ani neudélil akreditaci zadnému certifikacnimu organu pro tyto ucely. Zpusob udéleni
certifikace metodiky je v pravomoci poskytovatele ucelové podpory (ministerstva a
Technologickd agentura CR).“ [3].

Zpusob udéleni certifikace metodiky je v pravomoci poskytovatele ti¢elové podpory.
Naptiklad Narodni agentura pro zemédélsky vyzkum, Odbor védy, vyzkumu a vzdélavani
je opravnénym organem pro uznavani vysledki certifikovanych metodik, podporovanych
1 z jinych zdrojii nez z projekti Ministerstva zeméd¢lstvi, napt. Technologické agentury
CR. Podrobnosti 1ze nalézt na webovych strankach www.eagri.cz [4].
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Certifikované metodiky jsou pfislusnym orgénem statni spravy schvaleny a doporuceny
k vyuziti v praxi. Certifikované metodiky by tak mély byt vyuzity v praxi k zamyslenému
ucelu jako celek a vzdy s uvedenim autora/autort a vlastnika.

Literatura:

1. CSN EN ISO/IEC 17025:2018. Vieobecné pozadavky na kompetenci zkusebnich a
kalibra¢nich laboratoii.

2. Doporuceni Rady pro vyzkum, vyvoj a inovace k certifikaci metodik. Dostupné

online na http://www.vyzkum.cz.

Zdroj online, 31.8.2018: [http://www.cia.cz/caste-dotazy/certifikace-metodik.aspx].

4. Zdroj online, 31.8.2018: [http://eagri.cz/public/web/mze/poradenstvi-a-
vyzkum/vyzkum-a-vyvoj/narodni-agentura-pro-zemedelsky-vyzkum/uznani-
vysledku/vysledek-typu-nmet/].

w
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3 METROLOGICKA NAVAZNOST

Kvalitni vysledky analyz by mély byt nezavislé na case a misté, kde byly ziskédny, tedy
mély by byt porovnatelné Vv mezich svych nejistot. U chemickych méfeni pfistup
k zajisténi tohoto pozadavku prod¢lal v posledni dobé vyvoj, ktery od standardizace
postuptit méfeni dospél k piijeti koncepce navaznosti méfeni, kterd byla po nékolik
tisicileti pouzivéna v oblasti ptimych fyzikalnich méfeni délky a hmotnosti a ktera se
technicky v posledni dob¢ dale zdokonalovala a rozsitila i na dalsi veli¢iny. Podstatou
méieni je porovnavani, a tak je logické, ze porovnavani s mezinarodné uznavanymi
referencemi — etalony pfineslo srovnatelnost méfeni, ktera v oblasti fyzikalnich méfeni
nyni uspokojivé funguje na celosvétové trovni.

V soucasné dob¢ definujeme metrologickou navaznost jako: vlastnost vysledku méieni,
pomoci niz muze byt vysledek vitaZen ke stanovené referenci pres dokumentovany
neprerusSeny fetézec kalibraci, z nichz kazda se podili svym prispévkem na stanovené
nejistoté méieni [1].

Pro tuto definici muze byt ,stanovenou referenci® definice méfici jednotky
prostfednictvim jeji praktické realizace nebo postup méteni zahrnujici méftici jednotku.
Pro fyzikdlni méfeni pifedstavuje praktickou realizaci stanovené reference systém
mezinarodnich a ndrodnich etalonti (standardd), pro chemii a laboratorni medicinu
predevsim certifikované referen¢ni materialy.

Je nutno zdiraznit, Ze se jednd o vlastnost vysledku méfeni. Mlzeme se totiZ setkat
S chybnym slovnim spojenim ndvaznost méfidla (ev. navaznost laboratofe ev. 1 metody),
historicky pochdzejicim z navaznosti ptimych fyzikalnich méfeni, kde kalibrace méticiho
prostiedku — métidla byla jedinym a postacujicim nastrojem, jak zajistit metrologickou
navaznost. Toto za soucasného pojeti navaznosti chybné spojeni obsahuje i staré¢ znéni
zakona o metrologii, ktery prochéazi v sou€asnosti novelizaci.

Co jsou stanovené reference? V idealnim ptipadé by mély byt referencemi hodnoty
narodnich a mezinarodnich standardd (etalont), vyjadiené v jednotkdch SI. U
chemickych méfeni hraji stéZejni Ulohu certifikované referencni materidly jako
stanovené, mezinarodn€ uznavané reference. Navaznost je realizovdna prostfednictvim
fetézce kalibraci. U teploty, hmotnosti, ¢asu a mnoha jinych fyzikalnich veli¢in si lze
uskute¢néni metrologické navaznosti vysledku méfeni fetézcem kalibraci k narodnim a
posléze 1 mezinarodnim etaloniim dobfe piedstavit a pomérné snadno zajistit.

V chemii ma vétSina analyz — chemickych méfeni — charakter nepfimych méteni
sestavajicich zpravidla ze dvou kroku: zpracovani vzorku a vlastniho méfeni, Casto
instrumentalniho charakteru a ¢asto elektrickych veli¢in. Toto méfeni, nékdy pracovné
nazyvané analytickd koncovka, zpracovava a ke kalibraci pouzivad vzorky, které se
diametralné lisi od vzork dodanych do laboratotfe. Proces znazorfiuje obrazek 3.1.
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Obrdazek 3.1 Dve etapy chemického mériciho procesu (X — merenad velicina, CRM —certifikovany
referencni material, STD — kalibracni standard — kalibrator pro analytickou kalibraci pro
ziskani linedrni kalibracni funkce z s chybou e,y — odhad hodnoty mérené veliciny, Uy — odhad
jeji rozsirené nejistoty).

Je tedy tfeba zpracovat model méreni, kvantitativné ho popsat rovnici méreni — tedy
vyrazem (3.1) jak se bude kone¢ny vysledek y (napi. koncentrace analytu A v odpadni
vodé v mg kg?) pogitat ze vstupnich veli¢in X1 aZ Xm, kterymi jsou napf. navazka, fedéni,
hodnoty absorbance, plochy pikd apod. Rovnice ov§em plati jen za podminek dodrZzeni
parametrll Xm+1 aZ Xn, kterymi jsou napft. teplota a doba rozkladu vzorku, doba a podminky
extrakce stanovované slozky ze vzorku apod., které je tfeba mit pod kontrolou.

y=f(X,X,,..X )

3.1)

Xm+11Xme2 - Xp

K tomuto zakladnimu rozdilu mezi pfimymi fyzikalnimi méfenimi a chemickymi
méfenimi a obtizemi ztoho vyplyvajicimi pfispivaji pifi zajiStovani metrologické
navaznosti dal$i specifika chemickych méfeni:

- diverzita chemickych méfeni. Zatimco pocet typi fyzikalnich métfeni neptesahuje
pocet zakladnich a odvozenych veli¢in, pocet chemickych méficich systému je
prakticky nekone¢ny a je imérny poctu chemickych individui ndsobenému poctem
moznych matric. Méfeni v chemii jsou silné zavisla na matrici vzorku — stanoveni
Cd v mléce a Cd ve slitiné piedstavuji dva zcela odlisné systémy méteni.

- nestabilita materialii neumoznuje ptipravit referencni standardy — mezi ptiklady Ize
uvést dioxiny v koufi, 0zon v atmosféie, biochemicka méfeni.

- roli stanovenych referenci - etalonu ztélesiiuji referenéni materialy, ty jsou vSak
specialnim zbozim, které si laboratofe kupuji, na rozdil od péce statu o etalony
fyzikéalnich méfeni, na jejichz realizaci a udrzbu podle zékona stat vynaklada nemalé
finan¢ni prostiedky.

To vede k tomu, ze potfeba standardtl (etalont) je tudiz nasycena z 5-10 % v chemii a 1
% Vv biologii ve srovnani s 80-90 % u fyzikalnich méfteni.

Kromé zdkladnich tfi uvedenych specifik chemickych méfeni existuji v porovnani s
fyzikalnimi métenimi pfi zajiStovani navaznosti i dalsi rozdily:
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navaznost k SI jednotce latkového mnoZstvi molu nejde z principu realizovat —
napiiklad u stanoveni pH, zakalu, u vSech méfenych velicin definovanych postupem
— kovy louzZitelné lucavkou kralovskou, u mnoha stanoveni ve zdravotnickych
laboratoftich.

vzorkovani, zpracovani vzorki mé v oblasti fyzikdlnich méfeni na rozdil od
chemickych méteni maly vyznam a maly vliv.

kalibrac¢ni standardy nejsou pouzivany v chemii jen ke kalibraci instrumentace, ale
téz ke kalibraci pro celkové vyhodnoceni. Analytickd kalibrace provadénd nebo
ovéfovanad denné u fyzikdlnich méfeni neexistuje. Napf. u stanoveni latky UV
spektrofotometrem se ke kalibraci pfistroje pouziva holmiovy filtr — standard vinové
délky, ktery nema nic spole¢ného s analyzovanym vzorkem a dale se konstruuje
analyticka kalibracni kiivka za pomoci standardnich roztokd se zvySujici se
koncentraci analytu.

meéteni.

kvalitativni analyza neni uplatiovana v oblasti fyzikalnich méfeni.

charakter chyb — pfevazuji nahodné chyby, a systematické chyby lze tézko odhalit,
to se takika neodrazi v pojeti ISO GUM pro odhad nejistot méteni.

Obrazek 3.2 Postup pri zajisténi navaznosti chemickych mérent

Obecny piistup Kk zajisténi navaznosti chemickych méfeni znazoriiuje postupovy graf na
obrazku 3.2. Obrazek ukazuje, ze u komplexnich analytickych méficich procesi hraje
validace stézejni roli. Validace méficiho postupu prokazuje, Ze postup (soubor podminek
pouzivanych V laboratofi) byl v daném c¢ase vhodny pro dany ucel a Ze byly
identifikovany vSechny vyznamné vlivy a jejich relativni vyznam. Provéfi, zda
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konkretizovana rovnice méfeni, uvedena v obecném vyrazu (3.1), je adekvatni za
pouzitych podminek. Kalibrace rozhodujiciho vybaveni kompletuje fetézce metrologické
navaznosti. Nejistota méfeni se pak odhadne z validace metody a navaznosti. Rizeni
kvality (interni a externi) zajisti, ze vysledky méfeni (v€etné nejistoty) budou stejné
kvality, jako byly v dob¢ validace.

Pokud tedy validace méficiho postupu pomoci vhodnych testt provéri, ze odhad hodnoty
méfené veliciny Y lze ziskat pomoci konkretizovaného vyrazu (3.1), kde y se vypocita z
X1 aZ Xm za pouziti vztahu f, ktery plati za podminek specifikovanych pomoci Xm+1 az Xn.,
pak y prokazuje navaznost k X1 az Xm. V$e, co je nutné pro prokazani navaznosti vysledku
méfeni, je prokdzat ndvaznost X1 azXm k vhodnym referencim: tyto reference vhodné zvolit
a prokazat, ze vSechny hodnoty vstupnich veliin X1 aZ Xm maji sami 0 Sobé navaznost
nebo jsou definovanych hodnot. V praxi postacuje zajistit, Ze hodnoty X1 az Xm jSou pod
dostatecnou kontrolou, aby poskytovaly pozadovanou nejistotu Uy. Pro kritické veli¢iny
to vyzaduje kalibraci s navaznosti k zvolenym referenénim hodnotam. Pro mén¢ kritické
veli¢iny mize byt odpovidajici i méné narocnéa kontrola. Stejné poZadavky plati 1 pro
parametry podminek Xm+1az Xn podle miry, se kterou ovliviiuji nejistotu vysledku.

Priklad:

Prakticky ptiklad zajisténi ndvaznosti vysledku stanovendi rtuti ve vzorku tunéka podrobné
popisuje Metodicky list EURACHEM-CR ¢&. 13 [2]. Uvedeme hlavni rysy tam popsaného
postupu.

e Stanoveni rtuti ve vzorku tundka (jako hmotnostni zlomek) poskytlo vysledek 4,03 +
0,11 mg kg!. Vysledek se uvadi jako celkova Hg v susiné (su$eno na 105 °C, 12 h,
stanoveno na jiném podilu vzorku) a nejistota méfeni se uvadi na 95% konfidenéni
urovni (k=2).

e Rtut’ byla stanovovana na rtutovém analyzatoru (AAS, technika studenych par) po
mikrovlnném rozkladu. Vzorky byly navaZzovany na vahdch s kalibracnim listem,
ktery deklaruje vazbu uddvané hmotnosti k jednotce SI kg. Mineralizat byl nafedén
do odmérné banky, u niZ vyrobce uvadi navaznost objemu bariky k ndrodnimu etalonu
(standardu).

e Kalibracni kiivka byla vytvofena za pouziti CRM (certifikovaného referenéniho
materidlu) — standardu rtuti s certifikdtem udavajicim hodnotu veli¢iny 0,998 + 0,005
mg kg? (k=2) s navaznosti k &isté rtuti.

e Metoda byla validovana za pouziti vhodného matricového CRM s celkovou
koncentraci rtuti rovnou 1,97 + 0,04 mg kg (k=2). Takova validace je ovéfenim
vykonnosti metody.

Dokumenty, které potfebuje laboratot pro prokazani navaznosti vysledku méfeni rtuti,
jsou nasledujici:

1. koncentrace roztoku Hg — certifikat roztoku CRM,

hmotnost vzorku — kalibra¢ni list vah,

objem odmérné banky — kalibracni list od vyrobce nebo dodavatele,

teplota suseni — kalibrace susarny,

podminky rozkladu — kontrola podle specifikace,

ak~ow
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6. doba suSeni — bézné hodinky nebo stopky.

Polozka 1 si vyzaduje zvlastni pozornost pro zajisténi kvality a ndvaznosti kalibra¢niho
standardu. Navaznost u polozek 2, 3 a 6 se snadno dosahne s postacujici nejistotou za
pouziti komercéniho vybaveni. Polozky 4 a 5 vyzaduji od laboratoie dodate¢nou
pozornost.

Pro validaci postupu méfeni je pouziti matricového CRM zasadni, ale neni soucasti
navaznosti, protoze CRM se nepouziva pro kalibraci. Pokud by se takovy CRM pouzil
pro korekci vytéznosti, mélo by to tvorit soucast navaznosti. Nejistota spojena s timto
matricovym CRM pak bude v§ak moznéa muset byt soucasti bilance nejistoty.

Dalsi dva ptiklady uvadi podrobné¢ ptirucka EURACHEM/CITAC, jejiz pieklad je
soucasti KVALIMETRIE 14 [3], v ni lze nalézt i podrobné&j$i pojednani o problematice
navaznosti chemickych méfeni. Zptisobu zajisténi a prokazovani metrologické navaznosti
vysledki se vénuje, véetné informativni piilohy, i nova verze normy ISO{IEC 17025 [4].

Shrnuti:

e Metrologickd néavaznost je kliCovym prvkem modernich systémi zabezpecovani
kvality a vzajemného uznavani vysledkt i u chemickych méfeni. Navaznost je
nastrojem standardizace méfeni s cilem minimalizace vychyleni méfeni a
srovnatelnosti vysledki stejného druhu méfeni v riznych laboratofich bez zavislosti
na ¢ase a mist¢€ analyzy.

e Navazné jsou jenom takové vysledky, které jsou ,,ukotveny* ke spole¢nému zékladu,
prednostné mezinarodné uznavanému.

e Navaznost je vlastnost vysledku méfeni a vztahuje se k uvedenym referencim na
zajisténi navaznosti.

e Kalibra¢ni standardy jsou dilezit¢ u fyzikalnich méfeni, u chemickych nejsou
dostatecnym prostfedkem zajiSténi ndvaznosti vzhledem ke komplexnimu charakteru
meéficiho procesu zahrnujiciho 1 zpracovani vzorkd.

e Pii akreditacich laboratoii se vyzaduje, aby laboratoi stanovovala a udrzovala
metrologickou navaznost vysledkli svych méfeni pomoci dokumentovaného
nepreruSencho fetézce kalibraci, z nichz kazda ptispiva k nejistot¢ méfeni a vztahuje
je k ptislusné referenci [4].

Literatura:

1. TNIOI 0115:2009. Mezinarodni metrologicky slovnik - Zakladni a v§eobecné pojmy
a pridruZené terminy (VIM).

2. Metodicky list 13 - Eurachem Leaflet: Metrologicka navaznost analytickych vysledk
(Sesky pieklad) EURACHEM-CR 2014, http://www.eurachem.cz/ metodicke-

listy.php.
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3. KVALIMETRIE 14. Navaznost chemickych méfeni. Privodce k dosazeni
srovnatelnych vysledkti chemickych méfeni. Pokyn EURACHEM/CITAC.

EURACHEM-CR, Praha 2004 (ISBN 80-86322-02-5).
4. CSN EN ISO/IEC 17025:2018. Vieobecné pozadavky na kompetenci zku$ebnich a

kalibra¢nich laboratofi.
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4 REFERENCNI MATERIALY

4.1 Uvod

Zvlastnosti chemické analyzy se ve srovnani s jinymi obory méfeni projevuji i
V postaveni referencnich materiali (RM) chemického slozeni. Pfevazné slozity vztah
mezi obsahem stanovované slozky (analytu) a méfenym analytickym signalem, jeho
vyrazné ovlivilovani matrici vzorku i zna¢ny pocet riznych analytd jsou divodem, pro¢
jsou RM v chemické analyze nepostradatelné a nenahraditelné. Nepiekvapi proto, ze RM
chemického slozeni fadové prevysuji jak poctem typt, tak celkovou spotiebou ostatni
RM a etalony. Pro chemickou laboratot pfedstavuji RM nastroj k dosazeni a prokazani
pozadované kvality, na druhé stran¢ vSak Casto i nezanedbatelné naklady. Efektivni
vyuziti této investice zalezi predevsim na analytikovi.

Zvlastnosti v oblasti referen¢nich materiala je, Ze nastrojem urcujicim pravidla, véetné
napf. ur¢eni toho, co ma byt obsahem certifikatu RM, nejsou technické normy, ale tzv.
ISO Guidy, Pokyny ISO, vydavané vyborem pro referen¢ni materidly mezinarodni
normaliza¢ni organizace ISO (ISO/REMCO). Uplynulé desetileti pfineslo zasadni
inovaci vSech téchto zakladnich pokynt ISO o RM (Pokyny fady 30+ a Pokyn ISO 80)
[1-7] avyvoj jak v oblasti terminologie, uziti referencnich materialt, jejich pfipravy
Vv laboratofich pro vlastni pouziti pfi fizeni kvality, a i pfi posuzovani zpusobilosti
vyrobcl referenénich materidlti. Zakladnim pfistupem je, Ze vSechny tyto dokumenty
specifikuji poZzadavky na referen¢ni materidly obecné a pak urcuji dalsi pozadavky, které
Pravni problémy s aplikaci Pokynu ISO 34 pfi akreditacich vedly k jeho transformaci na
normu ISO 17034, podle niZ jsou nyni provadény akreditace vyrobcl referen¢nich
materialu. Dulezitou informaci pro Ceského uzivatele je, Zze vSechny tyto Pokyny jsou
prelozeny jako Technické normaliza¢ni informace (TNI) a jsou predplatitelim dostupné
v systému CSN online. Podrobné a souhrnné pojednava o problematice referenénich
materialt stat’ eskych autord v Kvalimetrii 21 [8], ze které v této kapitole vychazime.

RM chemického sloZeni se obvykle rozliSuji podle typu (charakteru vychoziho materialu)

anebo podle metrologicke klasifikace. Podle typu se RM d¢li na:

— Cisté latky s certifikovanym obsahem hlavni slozky, ptipadné necistot,

— standardni roztoky a smési plynu (pfipravené obvykle gravimetricky),

— matricové RM, pfipravené z redlnych piirodnich nebo technickych materiald,
vyjimecné 1 synteticky tak, aby co nejvice odpovidaly sloZeni analyzovanych vzork.
Tento typ je v chemické analyze pouzivan nejcastéji; obvykle se také jedna o material
s vice nebo vSemi certifikovanymi relevantnimi slozkami.

V soucasné dobé se pouziva n€kolik druhli referen¢nich materiald, které se 1181 zptisobem

svého pouziti a svoji kvalitou, pfi¢emz pojem referencni material je nové pouZzivan jako

genericky pojem ve smyslu, ktery je zndzornén na obrazku 4.1.
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Obrazek 4.1 Mezi referencni materialy patvi: Certifikované referencni materialy (CRM),
kalibratory (kalibracni standardy, KAL) a materialy pro rizeni kvality — (QCM — Quality
Control Material)

Podle Pokynu ISO 30 (ISO Guide 30) [2], a obdobn¢ podle definic uvedenych v
Mezinarodnim metrologickém slovniku [9] se rozliSuji dvé zakladni metrologické tiidy
referen¢nich materiald.

Referencni material RM — material dostate¢né¢ homogenni a stabilni vzhledem k jedné
¢i vice specifikovanym vlastnostem, u kterého se stanovilo, Ze se hodi pro jeho zamyslené
pouziti v méficim procesu.
POZNAMKA 1: RM je genericky termin.
POZNAMKA 2: Vlastnosti mohou byt kvantitativni nebo kvalitativni, napt. identita latek
nebo specii (druhtl).
POZNAMKA 3: Pouziti miize zahrnovat kalibraci méficiho systému, posuzovani méficiho
postupu, ptidéleni hodnot jinym materialiim a fizeni kvality.

Certifikovany referen¢ni material CRM — referencni material (RM) charakterizovany
metrologicky platnym postupem pro jednu ¢i vice specifikovanych vlastnosti,
doprovazeny certifikdtem referencniho materidlu, ktery poskytuje hodnotu specifikované
vlastnosti, jeji pfidruzenou nejistotu a prohlaseni o metrologické navaznosti.

POZNAMKA 1: Pojem hodnoty zahrnuje jmenovitou vlastnost nebo kvalitativni znak jako
je identita ¢i sekvence. Nejistoty pro takové znaky mohou byt vyjadieny jako
pravdépodobnosti nebo konfiden¢ni urovné.

POZNAMKA 2: O metrologicky platnych postupech pro vyrobu a certifikaci referencnich
materialti pojednavaji, mezi jinymi, Pokyny ISO 34 a 35 [4 a 6].

POZNAMKA 3: Pokyn ISO 31 [2] je smérnici o obsahu certifikatd RM.

Pro Uplnost je jeste tfteba uvést znaceni dalSich dvou tfid RM, s nimiZ se analytik setkdva
Vv posledni dobé stale ¢astéji jak v literatute, tak i v analytické praxi. Jsou to:

Material pro Fizeni kvality (QCM), (quality control material — QCM, in-house RM,
pracovni standard aj.) je dostatecné¢ homogenni material, ktery se pouziva pti fizeni
kvality — zjistovani a kontrole stavu statistické regulace analytického systému
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kontrolnimi vzorky. Zéasady pro vlastni pfipravu téchto materidli jsou piredmétem
ptiruc¢ky publikované jako Pokyn ISO 80 [7].

Kalibrator je referencni material pouzity pro kalibraci zatfizeni nebo méticiho postupu.
Termin kalibrator Casto pouzivany zejména v oblasti laboratorni mediciny je shodny
s terminem kalibracni standard.

Pouziti referen¢nich materidlti je opravnéné jen tehdy, jsou-li nejvhodnéj$im zdrojem
relevantni a vyuzitelné informace. Je proto vzdy tfeba dobie uvazit i ostatni alternativy
jako mezilaboratorni experiment nebo jiny pfistup. Neplati automaticky, ze pouZziti
certifikovaného referencniho materidlu zarucuje, ze vysledky jsou spravné a kvalitni.
Spravny vybér a pouziti RM je komplexni odborny proces, ktery vyzaduje vyhodnoceni
a zvazeni mnoha parametru.

4.2 Kritéria posuzovani chemickych referen¢nich materiala

Vybrat referen¢ni material vhodny pro dané pouziti v laboratofi je ndroénym odbornym
ukolem laboratote. Kritéria vyberu jsou jednak obecnd, tj. pro zvolenou tfidu a typ na
uloze nezavisla, jednak specifickd pro danou tlohu a podminky:

¢ metrologicka troven méticich metod pouzitych pfi stanoveni certifikovanych hodnot
RM

e homogenita a stabilita RM (minimdlni mnozstvi vzorku, podminky skladovani
Kk udrZeni stability),

e velikost hodnoty a nejistoty certifikované hodnoty RM,

e metrologickd troven a postaveni vyrobce RM v mezinarodnim (nebo narodnim)
metrologickém systému — respektovani pozadavki normy ISO 17034 [5] a tedy jeho
kompetenci k vyrobé RM mohou nyni vyrobci prokazovat akreditaci,

e schopnost poskytnout ditkaz navaznosti RM.

RM je nedilnou jednotou hmotného objektu a piislusného informaéniho dokumentul. V
pfipadé RM jinych nez CRM je takovy dokument nové nazyvan informacnim listem
produktu (product information sheet), u CRM je to povinny certifikat, oba dokumenty
musi v soucasné dobé vyhovovat pozadavkiim uvedenym podrobné pro tyto kategorie v
Pokynu ISO 31 [2]. Obecné feceno, jak informacni list produktu, tak i certifikat musi
obsahovat informace, které jsou nezbytné pro spravné pouziti referencniho materidlu. U
certifikatu, jehoz vystaveni je pro vyrobce CRM povinné, musi byt navic povinng
uvedeny pfidruZzena nejistota uvedené hodnoty vlastnosti, prohlaSeni o metrologické
navaznosti, a pokud jsou hodnoty vlastnosti CRM definovany postupem méteni, pak i
informace o pouzité métici metodé. Certifikat ma udavat:

e technicky popis RM a jeho analytické a metrologické urcenti,

e certifikované hodnoty jednoznaéné definovanych slozek, jejich nejistoty,

e homogenitu a stabilitu, dobu platnosti RM, komutabilitu RM (pfipada-li v avahu),

LJe-li RM jen ta ,lahvi¢ka*“ s materidlem a dokumentace je zaloZzena nékde mimo dosah, miize
dochazet k zavaznym pochybenim pii zachdzeni s referencnim materialem.
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e minimalni mnoZstvi (odbér) vzorku, pro néjz udaje certifikatu plati (u materiald,
kde to ptipada v uvahu),

e zpisob zajisténi metrologické navaznosti uvadénych hodnot,

e zpisob a vstupy certifikace; metody, metodiku urceni certifikovanych hodnot,
pouzitou statistiku,

e zdroje, metodiku odhadu a statistické vyjadfeni nejistoty,

e navody k pouziti, pokyny pro skladovani a operativni uchovavani apod.,

e necertifikované, indikativni hodnoty a dals$i dopliujici informace, pokud jsou pro
pouziti relevantni (charakteristiky matrice, obsah ovliviiyjicich slozek),

e Dbiologicka a hygienicka rizika ev. zdravotni nezavadnost.

Podrobny popis certifikacni studie obsahuje Certifika¢ni zprava.

Je nutno si uvédomit dilezitou skutecnost, ze vyroba RM je finan¢né i ¢asoveé narocnou
¢innosti. Neni vyjimkou, ze vyroba CRM trva nékolik let. Nelze tedy ocekavat, ze se nové
koncepty vyjadfovani nejistoty a metrologické navaznosti projevi u n¢kolika desitek tisic
existujicich kvalitnich RM okamzité. Uzivatel musi publikované tidaje z tohoto pohledu
zhodnotit a eventualné do novych charakteristik je transformovat. Schematicky postup
vybéru vhodného referencniho materidlu chemického slozeni znazornuje obrazek 4.2.

4.3 Pouziti referen¢nich materiala v analytické laboratori

RM se uplatiiuji v analytické laboratofi ve dvou hlavnich smérech:

e hodnoceni
— validace metody
— vyhodnocovani nejistoty vysledku
— verifikace spravného provedeni metody, posouzeni vykonu laboratoie nebo analytika

e prenos hodnot
— kalibrace méfticiho (analytického) ptistroje nebo systému
— zaji$téni metrologické navaznosti vysledkli
— zajisténi metrologické navaznosti hodnot RM nizsich tiid a standardi
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Formulace analytickych poZadavkii
(analyt, koncentracni uroven,
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velikost vzorku)

Nalezeni odpovidajicich RM
(databaze COMAR a IAEA, internetové
a tisténé katalogy vyrobct a dodavateld,
zkuSenosti ostatnich laboratofi a ziskani

dokumentace — certifikatu, certifika¢ni
zpravy, dalsich informaci)

harakteristik
uvazovaného RM
odpovidaji pIn¢
analytickym
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RM je nejlepsi
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S jistymi pfijatelnymi
omezenimi

H

RM vyhovuje
1 dal$imi vlastnostmi
(doba exspirace,

avaznost, cena aj,

RM je nejlepsi
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RM ie vhodny pro tento ticel
: to & )l, je tfeba najit alternativni
pro tenfo uce RM nebo snizit

pozadavky

Obrdzek 4.2 Schematicky postup vybéru vhodného referencniho materialu chemického sloZeni
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4.3.1 Pouziti referen¢nich materialu k hodnoceni

Test vychyleni

Kontrola vychyleni je pro laboratoie pii hodnoceni kvality vysledkl stézejni zalezitosti
pfi hodnoceni kvality vysledkli a ptfedstavuje zékladni ¢innost pifi validaci méficiho
postupu. Pro kontrolu vychyleni je podstatné, aby reference, viici které¢ je vychyleni
kontrolovéano, byla spolehliva a metrologicky navazna. CRM, ktery ma byt pouzit pro
hodnoceni vychyleni, je vhodny, pokud druh materialu a piedmétné vlastnosti jsou
relevantni pro zamyslené pouZziti.

Test vychyleni (bias) analyzou CRM je zaloZen na porovnani experimentalné stanovené
hodnoty x,.,. S certifikovanou hodnotou x.,, a pfislusnych nejistot. Jednotny postup

testovani predepisuje Pokyn ISO 33:2017 [3].

Vychyleni je nevyznamné, jestlize plati vztah 4.1

|Xmeas - XCRM | S k Vurieas + u(szM (41)

ve kterém Kje koeficient rozsifeni a u,.a Ug,, jsou kombinované nejistoty

meas
experimentalné stanovené a certifikované hodnoty. Hodnota k zavisi na ptedpokladaném
rozdéleni pravdépodobnosti (Casto normalni nebo Studentovo rozdéleni) a trovni pokryti
(pro k =2 pftiblizn¢ 95 %). Pti pouziti vztahu 4.1 je Casto potieba pievést rozsifenou
nejistotu Ucrwm certifikované hodnoty, obvykle uvadénou v certifikatu, na kombinovanou
nejistotu ucrm délenim koeficientem rozsifeni k. Pokud plati podminka 4.1, jsou
experimentaln¢ stanovena a certifikovand hodnota vlastnosti vici sobé konzistentni
V ramci svych ptisluSnych nejistot.

Nasledujici piiklad pievzaty z Metodického listu 3 EURACHEM-CR [10] demonstruje
pouziti vztahu (1). Dalsi ptiklady lze nalézt v Kvalimetrii 21 [8].

Priklad:

Analyzou CRM uhelného popilku, jenz ma certifikovany obsah As (136,2 + 2,6) ug g™
(rozsifena nejistota, k = 2), byla zjisténa (10 stanoveni provedenych v del§im ¢asovém
intervalu) primémd hodnota obsahu As 139.8 ug g'. Variabilita obsahu As,
charakterizovana (vyb&rovym) odhadem smérodatné odchylky, byla rovna 4,1 ug g™
Zjistéte, zda pouzivany analyticky postup vykazuje vyznamné vychyleniZ.

Reseni: Dosazenim do vztahu (4.1) Xc = 136,2; Uc = 2,6/2 = 1,3; Xmeas = 139,8; Umeas = 1,3
(Ue = (4,110) = 1,3 protoZe je porovnavan primér a jeho smérodatna odchylka je s/n,
kde n je pocet méteni) a kK =2 (volime ptiblizn€¢ 95% hladinu spolehlivosti), zjistime, ze
nerovnost

136,2 -139,8) < 2y/1,3* +1,3

2 Pro hodnoceni porovnejte absolutni hodnotu rozdilu certifikované a naméfené hodnoty s
nejistotou piifazenou k tomuto rozdilu.
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36<37

je splnéna a stanovena hodnota As neni vychylena na uvedené hladin¢ spolehlivosti
95 %.

Ptiklad ukazuje, jak zavisi vysledek testu vychyleni na vztahu nejistoty zjisténé a
certifikované hodnoty. Kdyby se pouze neopravnéné porovnavalo, zda namétend hodnota
zapada do intervalu uréeného pomoci rozsifené nejistoty certifikované hodnoty (s horni
mezni hodnotou 136,2 + 2,6 = 138,8), doslo by se k chybnému, zcela opacnému zavéru.

O pouziti RM pri validaci pojednava kapitola 5 této ptirucky. Z vyctu Cinnosti pii
validaci je zfejmé, Ze se referencni material mtize uplatnit pii vyhodnoceni téméf vSech
vykonnostnich charakteristik. Nejdtlezitéjsi je vSak pouziti certifikovanych referen¢nich
materidlti pfi vyhodnocovani nepfitomnosti vychyleni a ndvaznosti. Ostatni vykonnostni
parametry lze vyhodnotit 1 bez pouZziti CRM. Napt. preciznost je vyhodné stanovit,
zejména z ekonomickych divodi, opakovanou analyzou dostate¢né homogenniho a
matricove a koncentra¢né vhodného vzorku (napfi. interniho RM ¢i QCM).

Pro vyhodnoceni nejistoty méfeni nabizi analyza certifikovanych referen¢nich
materiald (CRM) vhodna data pro odhad nejistoty, protoze poskytuje informace o
kombinovaném vlivu fady potencialnich zdroji nejistoty a umoziuje doplnit bilanci
nejistoty o prispévek odrazejici vychyleni vysledki pouzitého analytického postupu.
Nutnymi ptedpoklady a zptisobem vyuziti vysledka analyzy RM k odhadu nejistoty se
zabyvé kapitola 7 této ptirucky. Je pouze nutné pfipomenout, ze pfi vyhodnoceni nejistoty
s vyuzitim RM je tfeba brat v tvahu nasledujici ptispévky:

e ngjistotu deklarované hodnoty RM,

e reprodukovatelnost méteni RM,

e pfispévek, odrazejici rozdil mezi namétenou a deklarovanou hodnotou RM,

e rozdil mezi sloZzenim vzorku a RM,

e operace provadéné se vzorkem, nikoliv vSak s RM (napf. pfeduprava vzorku apod.).

Vérohodnost kvantifikace nejistoty z vysledkl analyz RM zavisi vyznamné na tom, jak
podobné jsou matrice a koncentrace vzorku a RM, zejména u metod vyznamné zavislych
na matrici.

Posouzeni vykonu laboratore nebo analytika

Ani u fadn¢ validované a dobfe zavedené metody (méticiho postupu) nelze vyloudit, ze
se v urité laboratofi nebo u urcitého analytika neobjevi chyby, které nebylo moZno
predvidat. V dobrém systému fizeni kvality jsou pro jejich v€asné zjiSténi a odstranéni
pfipraveny ufinné mechanismy. Ty jsou zaloZeny mj. na pouziti RM. Alternativou k
pouzivani RM je G€ast v mezilaboratornich experimentech (proficiency testing, zkouseni
zpusobilosti) jako jedné z ucelovych variant mezilaboratorniho experimentu. I ve
zkouseni zpisobilosti se mohou RM vyhodné uplatnit. Zpravidla ne jako vlastni zkusebni
vzorek, to by bylo zbytecné nékladné a pro velky pocet potiebnych vzorka i tézko
schiidné. Kromé toho nelze vzdy vyloucit odhaleni hodnot RM pfi jeho pomérné snadné
identifikaci a tim moznost ovlivnéni vysledkt, zvlasté v ptipadech, kdy je vhodnych
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druht RM omezeny pocet. RM lze s vyhodou vyuzit pfedevsim pii kontrole pravdivosti
vztazné hodnoty, kterd se ¢asto stanovuje jako stfedni hodnota (aritmeticky primér nebo
median) primért ucastnickych laboratofi. Pokud ma totiz vyznamnéjsi ¢ast tCastnika
vychylené vysledky, zptisob vyhodnoceni zkouSeni zpusobilosti zalozeny jen na
vysledcich ucastnikl vychyleni neodhali.

4.3.2 Referen¢ni materialy p¥i pfenosu hodnot

Kalibrace

Kalibrace analytické metody je klicovym krokem v celém analytickém procesu.
Kalibrace neni zapotiebi jen u pfimych primarnich analytickych metod, jak vyplyva z
jejich definice. VéEtsina instrumentalnich analytickych metod je nepfima a vyzaduje tudiz
aplikaci urcitého kalibracniho modelu.

Kalibrace je definovana jako cinnost, kterd za specifikovanych podminek v prvnim kroku
stanovi vztah mezi hodnotami veliciny s nejistotami méreni poskytnutymi etalony
(standardy) a odpovidajicimi indikacemi s pridruzenymi nejistotami méreni a ve druhém
kroku pouzije tyto informace ke stanoveni vztahu pro ziskani vysledku méreni z indikace
[9]. V definici se indikacemi mini hodnota analytického signalu.

Matematicky spociva kalibrace v urCeni funkéni zévislosti mezi méfenym signdlem a
koncentraci (obsahem) analytu. Na vystupu analytického systému nepfimych metod je
signdl ya, Z jehoz intenzity se stanovuje obsah analytu Xa. Toho se dosahuje tak, Ze se s
kalibra¢nimi vzorky se zndmym obsahem analytu X (pokud moZzno s malou pfidruzenou
nejistotou) uréi odpovidajici intenzita signalu y a vyjadii se zavislost intenzity signalu y
na obsahu analytu xa.

Regresni zavislost y = fk(Xa) nazyvame kalibra¢ni funkci a jeji prvni derivaci

oy _ o (Xa)
aXA 8XA

nazyvame citlivosti. Pfi vlastni analyze, ktera probihala za stejnych experimentalnich
podminek jako kalibrace, najdeme stfedni hodnotu signalu y, z na paralelnich stanoveni.
Kurceni obsahu analytu Xa z ¥, se pouzije funkce inverzni ke kalibra¢ni funkci, tj.
analyticka funkce x, = £,(v,).

Uvedené zédkonitosti plati pro jakykoliv kalibraéni model (kalibra¢ni pfimku, metodu
ptidavkl standardl aj.), u nelinedrnich zavislosti v§ak byvaji komplikovanéjsi nez u
linearniho modelu.
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Kalibraéni modely
Jednobodova kalibrace

Jednobodova kalibrace je nejjednodussim kalibraénim modelem. Ke kalibraci méticiho
zatizeni staci jeden kalibrator (CRM). Z 0dezvy Yycrm @ Yvzorek, ziskané méfenim CRM a
vzorku v uvedeném poradi a z hodnoty vlastnosti Xcrm se vysledek vypocita ze vztahu
(4.2)

Xyzorek = Xcrm 'M (42)

yCRM

Nejistota u(xvzorek) Zahrnuje pouze vlivy z opakovatelnosti méfeni a nejistotu pridruzenou
hodnot¢ vlastnosti CRM. Tato bilance nejistoty by se méla doplnit o ptispévky nejistoty
spojené s manipulaci se vzorkem (vzorkovéni, fedéni apod.). Pouziti tohoto modelu
kalibrace a vyhodnoceni ptidruzené nejistoty by mélo byt omezeno na situaci, kdy vztah
mezi x a y Ize piesné modelovat pomoci vztahu y=Db1x, kde b1 oznacuje smérnici.

Kalibrace ohranicenim (bracketing)

Kalibrace ohrani¢enim vyzaduje dva kalibratory (CRM), jeden s hodnotou vlastnosti
vy$si nez hodnota vzorku a druhy s hodnotou vlastnosti nizs§i nez tyto hodnoty.
Prostfednictvim linedrni interpolace mezi obéma kalibratory se pfifadi hodnoty dalSim
vzorkiim. Zvoleny interval by m¢l byt dostate¢né¢ maly, aby eventudlni nelinearita
detektoru nevedla k vychyleni hodnoty, ktera bude piitazena nezndmému vzorku. Model
pro kalibraci ohrani¢enim lze vyjadfit vztahem (4.3)

X, —

_XX _
szorek yz ~y, (yvzorek yl) + yl (43)

kde y zna¢i odezvu a X méfenou veli¢inu (napf. koncentraci). Hodnoty CRM jsou
oznaceny X1 a X2, odpovidajici odezvy y1 a Y2, odezva vzorku Yvzorek @ jeho hodnota Xvzorek.

Vicebodova kalibrace

Vicebodova kalibrace je nejpouzivanéj$im kalibracnim modelem v analytické chemii. Ze
ziskanych zméfenych odezev souboru kalibratort se nédsledné pomoci regrese stanovi
kiivkova (v idedlnim ptipadé pfimkova) zavislost mezi zméfenou odezvou a ptisluSnou
veliginou. Udaje z vicebodové kalibrace vyzaduji tudiz uréity zpiisob ,,prokladani®
zavislosti a vhodny model pro ziskani hodnoty pro nezndmy vzorek z dané odezvy tohoto
vzorku (tyto modely jsou obvykle soucasti softwaru u vétSiny modernich analytickych
pfistrojil). Ve vétSiné pfipadi k ziskani parametri kalibracniho modelu se pouZiva
metoda nejmensich ¢tvercti.

Zvlastnim pfipadem vicebodové kalibrace je metoda ptidavkl standardii. Namisto pouziti
oddélenych kalibratort je kalibraéni standard pfidavan piimo do (upraveného) vzorku.
Prosttednictvim extrapolace se ur¢i hodnota méfené veli¢iny. Dalsi podrobnosti o
kalibra¢nich modelech a ptidruzenych nejistotach jsou uvedeny v ptiloze B pokynu ISO
33[7].
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Snaha o odstranéni problému s matri¢nim vlivem vede nékdy k pouzivani matricovych
CRM ke kalibraci. Nejistota certifikovanych hodnot matricovych CRM je vSak vétSinou
vyssi nez u CRM C(istych latek, takze se musi uvazit, zda odstranéni (nebo alespoi
Caste¢né zmirnéni) nejistoty Umat prisp&je timto zpusobem ke sniZeni nejistoty Uc. Naklady
na pofizovani celé¢ Skaly matricovych CRM ke kalibraci mohou n¢kdy podstatné zvysit
cenu analyzy. Navic jsou matricové CRM ur€eny zejména k hodnoceni a ne pouze ke
kalibraci. Je vSak tfeba respektovat zasadu, Ze je-li referencni material pouzit ke kalibraci,
pak nelze stejny material pouzit k validaci ani k verifikaci tohoto postupu méteni. Oba
postupy musi byt nezavislé.

Casto se pouzivaji ke kalibraci &isté latky ¢&i jejich roztoky. P¥i pouziti chemikalii od
komer¢nich dodavatelli nebo z vyzkumnych programt pro tento ucel, miize laboratot
Casto z téchto zdroju ziskat udaje prokazateln¢ deklarujici jejich identitu a Cistotu.
Uzivatel odpovida za posouzeni takovych udaji o kvalit¢ pouzitych chemikalii pro
kalibrace vetn¢ rozhodnuti provést ptipadné dopliiujici experimenty.

4.4 Metrologicka navaznost vysledki méreni

O metrologické navaznosti vysledkii méteni pojednava podrobné kapitola 3 této prirucky.
Ukazuje stézejni ulohu, kterou u chemickych meéfeni hraji certifikované referencni
materialy jako stanovené, mezinadrodné uznavané reference.

V metrologii v chemii je navaznost zajistovana piedevsim pomoci referencnich materialti
pouzitych ke kalibraci metody méteni a pomoci definovanych primarnich metod méfenti,
které maji nejbliZze k pfimé navaznosti na zédkladni jednotky SI. Primarni metody méfeni
jsou metody, jejichz pracovni postup miize byt uplné popsan a pochopen, pro néz mize
byt udan kompletni vycet nejistot v jednotkach SI a jejichz vysledky jsou tudiZ piijimany
bez reference ke standardu méfené veli¢iny. Prikladem takovych metod jsou gravimetrie,
odmérnd analyza (titrimetrie), coulometrie, izotopové zfedovani s hmotnostni
spektrometrii (IDMS). Tyto metody patii do kategorie, kterd je oznaovana jako metody
s vypoctem nebo definitivni ¢i absolutni. SlouZzi k zajiStovani metrologické navaznosti
ve vySSich patrech metrologické hierarchie. Zde se pouzivaji referenéni materialy
nazyvané primarni referenéni materialy a definované jako materidly, jejichZ vlastnost
(latkové mnozstvi) je certifikovana primarni metodou. Pfedstavuji casto prvky a

A4

slouCeniny nejvyssi dosazitelné Cistoty.

4.5 Pridéleni hodnot dal§im materialum

Z certifikovanych referenc¢nich materidld se zvlasté pro ucely kalibrace zatfizeni
pfipravuji dalsi referenni materidly misenim, fedénim nebo jinymi zplsoby. Hodnota
vlastnosti (hodnoty vlastnosti) nové pripraveného materialu se odvijeji od hodnoty
(hodnot) CRM pouzitého pfi ptiprave. Takovéto aplikace CRM zahrnujeme pod obecny
nazev ,,pfidéleni hodnot dalSim materidlim®. Mezi nejcastéjSi metody piipravy patii
gravimetrie a volumetrie. Koncentrace, latkovy zlomek nebo néjaka mira sloZzeni se mtze
vypocitat na zdklad¢ idaji o ptipraveé. Tyto operace s CRM se nepovazuji za preruseni
fetézce metrologické navaznosti, nejistota metody ptipravy vSak musi byt zahrnuta do
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kombinované nebo rozsifené nejistoty ptidélené hodnoty. Pokud je zafizeni pouzité
V procesu tadn¢ kalibrovano a okolni podminky jsou monitorovany odpovidajicim
zpusobem, je mozno ziskat hodnoty vlastnosti, které vykazuji metrologickou navaznost.

4.6 Zachazeni s referen¢nimi materialy

Zasady a povinnosti pfi zachazeni s RM nejsou, na rozdil od vybranych stanovenych
méfidel, regulovany zékonem, jsou vSak nedilnou a neopomenutelnou soucasti systému
managementu laboratofe. Metrologické zabezpeceni laboratofe je zpravidla popsano v
metrologickém tadu laboratote, ktery je soucasti dokumentace systému managementu
laboratoie, anebo piimo v piislusném oddilu takové dokumentace. V chemické laboratoii
by méla byt v téchto dokumentech vénovana RM takova pozornost, ktera odpovida
stézejni roli, jakou maji RM v metrologii v chemii. Norma CSN EN ISO/IEC 17025
ukladd laboratofim povinnost mit postupy pro bezpe¢nou manipulaci, piepravu,
skladovani a pouzivani RM, aby se zabranilo jejich znecisténi a znehodnoceni a aby se
uchranila jejich integrita. RM a CRM musi byt zfetelné oznaceny, aby je bylo moZno
identifikovat a aby byla zjevna pfislusnost k ptivodnim certifikditim nebo jiné
dokumentaci. Pro pouzivani RM musi byt téz k dispozici informace o skladovatelnosti,
podminkach uchovévani, pouZitelnosti a jejich omezenich, zejména napf. o minimalni
navazce. Pfi manipulaci s RM a jeho uchovani je nutno dodrzet v§echny pokyny vyrobce.
Je to podminka pro platnost certifikovanych (a indikativnich) hodnot a dalsich vlastnosti
materialu, zejména je nutno respektovat deklarované minimalni mnozstvi vzorku pro
analyzu.

4.7 Informace o dostupnosti referen¢nich materiala

Vybér vhodného referen¢niho materialu pro danou aplikaci je odborn€ naro¢nym tikolem,
ktery laboratof musi feSit a nasledné i zvazit finanéni pokryti piipadného nédkupu.
NejcenngjSim zdrojem informaci umoziujicim posoudit vhodnost dané¢ho materialu pro
zamyslené pouziti v laboratofi jsou dokumenty k RM, certifikat a certifikacni zprava
eventualné informaéni list produktu u necertifikovanych RM. Tyto dokumenty Ize u
souhrnnym zdrojem je nekomerc¢ni databaze referencnich materiali COMAR, vytvaiena
pod zastitou ISO/REMCO od konce sedmdesatych let minulého tisicileti. Databéaze
COMAR obsahuje hypertextové odkazy u mnoha RM, které vedou az k certifikatim c¢i
certifikatnim zpravam, jez je mozno ve form¢ pdf soubort stdhnout, pokud je vyrobce
zpristupiiuje. Databaze je voln¢ pfistupna na internetu na adrese www.comar.bam.de (po
registraci, ktera je bezplatna). Vzhledem k tomu, Ze se informace v databazi jednotlivymi
kodovacimi centry (jednim z dvaceti je i Cesky metrologicky institut) a od roku 2008 i
vybranymi vyrobci referen¢nich materialti pribézné aktualizuji a provétuji, ziskava
uzivatel prevazné aktualni informace. Databaze COMAR obsahuje v souc¢asné dob¢ tidaje
o skoro deseti tisicich pfevazné certifikovanych referencnich materialti 250 vyrobct z 26
zemi. Dalsi informacnimi zdroji na internetu jsou databidze Mezinarodni agentury pro
atomovou energii IAEA
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[https://nucleus.iaea.org/rpst/ReferenceProducts/ReferenceMaterials/index.htm], pro
oblast laboratorni mediciny je relevantni databdze JCTLM, které je soucasti webovych

vvvvvv

informaci rady a zkusenosti kolegt z oboru.

4.8 Vlastni priprava materiali pro rizeni kvality

Certifikované referencni materialy (CRM) jsou pouzivany piredevSim pro validaci
analytickych postupti a kalibraci, tedy pro zajisténi metrologické ndvaznosti. Referencni
materidly, které jsou urCeny pro metrologické fizeni kvality méfeni, jsou materidly
vhodné pro kazdodenni prokazovani skuteCnosti, ze je méfici systém pod statistickou
kontrolou. Takové materialy nevyzaduji charakterizaci metrologicky platnym postupem
a mohou byt pfipraveny v dané laboratofi.

V roce 2014 komise ISO/REMCO po dlouhé diskusi vytvotila, po dlouhé diskusi, pokyn
pro vlastni pfipravu vnitrolaboratornich materialti pro tizeni kvality (QCM). Pokyn byl
vydan pod oznacenim ISO GUIDE 80 [7]. Laboratofe mohou pfipravovat tyto materialy
pouze pro specifické potieby a rozhodné nemohou nahradit certifikované referen¢ni
materialy (CRM).

Odavodnéni k vyrobé materiall pro fizeni kvality (QCM) se muze zakladat na kombinaci

nasledujicich potieb:

— vlastnit RM odpovidajici v nejvyssi mozné mife rutinnim vzorkiim a vhodnych pro
tfizeni kvality,

— vlastnit RM pro kazdodenni pouziti, které by doplnovaly komeréné dostupné CRM,

— jestlize neexistuje vhodny CRM,

— aplikace nevyzaduje material, ktery by mél uplné charakteristiky CRM (napf.
navaznost a nejistotu).

Piiprava QCM ma ovSem vazbu k vyrobé certifikovanych referencnich materialit (CRM),
a je tedy nutné pfi jejich vyrobé respektovat Pokyn ISO 34 ev. normu ISO 17034 [4,5] a
Pokyn ISO 35 [6]. Pozadavky na QCM vSak mohou byt méné naro¢né, napt. nemusi
splilovat pozadavky na snadny transport apod.

Pfti ptipravé v laboratofi se s vyhodou mohou pouzivat vzorky z redlnych produktl, u
kterych jsou k dispozici analytické udaje. Je tieba zdlraznit jednu dilezitou okolnost:
QCM nemohou byt pouzity pro stanoveni ndvaznosti, pro kalibraci a pro stanoveni
pravdivosti vysledii méfeni.
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4.9 Pouziti referen¢nich materialu v laboratorni mediciné

V principu plati pti pouziti referencnich materialt stejné zasady, jako pii pouziti jinych
referencnich materidld chemického slozeni. Neékteré zvlastnosti pouziti ve
zdravotnickych laboratofich jsou dany specifickym charakterem oboru laboratorni
mediciny. Mezi specifika referennich materiali pro tuto oblast patii zejména pojem
komutability referencnich materialt.

Referen¢ni material je oznaCovan jako komutabilni, kdyz pfi pouziti riznych méficich
postupti jak pro material tak i soubor rutinnich vzorkti obsahujicich métenou velicinu je
u nich pozorovan stejny matematicky pomér vysledkii pro stanovovanou méfenou
veli¢inu. Komutabilita RM ma vyznam zejména v laboratorni medicing, kde je pouzivana
fada méficich postupli pro rutinni klinické zkousky u danych méfenych veliin ve
vzorcich od pacientli. Tyto postupy vychazeji z fady rtznych fyzikalné-chemickych a
biochemickych principli nebo jsou zalozeny na detekci a méfeni riiznych dil¢ich slozek
komplexnich molekularnich systému. Takové postupy jsou citlivé v riizném stupni viici
interferencim majicim pivod V rozdilech mezi matrici referenéniho materialu a
matrici klinickych vzorki, nebo vici rozdilim v odezve zpisobenymi zménami analytu
(jako jsou denaturace, zmény v agregaci, oligomerni stav, vazby na kov) a matrice béhem
vyroby referenéniho materidlu. Nekomutabilni (nedostatecné komutabilni) referencni
materidly byvaji ve zdravotnickych laboratofich jednou z nejcastéjsich pfic¢in vychyleni
vysledku (bias).

Shrnuti:

e Hlavnimi typy referen¢nich materialti chemického slozeni jsou Cisté latky, standardni
roztoky, smési plynii a matricové referencni materialy. RM plni u chemickych méteni
analogickou tlohu jako etalony u fyzikalnich méfeni.

e Vybér referenéniho materialu predstavuje naro¢nou odbornou ¢innost. Pfi vybéru RM
chemického sloZzeni mohou mit charakter matrice a koncentraéni Uroven vétsi
dilezitost nez deklarovana hodnota nejistoty. Pti volbé vyrobce RM miiZe laboratofi
napomoci akreditace vyrobcli RM.

e Pouziti referen¢nich materiald k hodnoceni umoziiuje test vychyleni postupu métent,
uplatituje se pii validaci a verifikaci postupli méfeni a mize vyznamné prispéet
k vyhodnoceni nejistoty méfeni.

e Referen¢ni materidly pifi pfenosu hodnot maji nezastupitelnou tlohu pfi kalibracich
zafizeni a méficich postupil, pro zajisténi metrologické navaznosti a pro pridélovani
hodnot dal$im referenénim materialam.

Z oboru mezindrodni databdze RM COMAR, voln¢ dostupnd na internetu a
umoznujici pfistup k plnym textim certifikati a certifikaCnich zprav, pokud je
vyrobce zpfistupnil.

e RM pro tizeni kvality se pouzivaji ke sledovani vykonnosti metod, které jiz byly
validovany s cilem zjistit, zda se metoda se nevymyka statistické kontrole. Pokyn ISO
80 shrnuje pozadavky na jejich pfipravu v laboratofi.
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Principy, pracovni a vypocetni postupy pouzivani RM v laboratorni medicin€ jsou
obdobné tém v analytickych laboratotfich. Mezi specifika patii diiraz na komutabilitu
referencnich materidl.
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5 VALIDACE A VERIFIKACE POSTUPU MERENI

5.1 Uvod

Laboratof musi pouzivat vhodné postupy méieni, tedy takové, které umoziuji zvladnout
pozadavky, jez jsou na méfeni stanoveny. Pokud zakaznik nestanovi metodu, ktera ma
byt pouzita, doporucuje Se pouzivat metody publikované bud’ v mezinarodnich,
regionalnich nebo narodnich normach, nebo od renomovanych odbornych organizaci
nebo v pfislusnych védeckych publikacich a ¢asopisech, piipadné specifikované
vyrobcem zafizeni (tzv. aplikacni listy). Tyto metody prosly procesem, definujicim
analytické pozadavky a experimentalné potvrzujicim, Casto i formou mezilaboratorni
studie, Ze uvazovana metoda je zpusobila zvladnout pozadavky, které jeji pouZiti
vyzaduje, tedy validaci. Validace postupu méteni (metody?) tedy prokazuje, Ze postup je
,vhodny pro dany ucel‘, napf. pro stanoveni boritani ve vodé v koncentra¢nim rozsahu
od 0,01 mg do 1 mg boru v litru s relativni rozsifenou nejistotou do 10 %. Norma CSN
EN ISO/IEC 17025:2018 [1] uvadi v odstavci 7.2.1.5:

7.2.1.5 Laborator musi pred zavedenim ovérit, zda je schopna radné provadet metody
tim, Ze zajisti, Ze je schopna dosahovat pozadované vykonnosti.

Tedy laboratof si miize 0svojit validovany postup méfeni, ktery byl napf. publikovan jako
norma, nebo nakoupit kompletni méfici systém pro specifické pouzivani od komeréniho
vyrobce. V obou téchto pripadech byla zakladni validace jiz provedena, ale laboratoi bude
stejné muset potvrdit, ze je schopna metodu aplikovat. A tato ¢innost se obvykle nazyva
verifikaci. Znamena to, ze musi provést urcité experimenty, které prokazi, ze dana
metoda funguje v laboratoii koncového uzivatele. Vynalozena prace bude pravdépodobné
vyznamné mensi ve srovnani S validaci metody, ktera byla vyvinuta vlastnimi zdroji.
Verifikace se téz vyZaduje, pokud doSlo k vyznamné zméné, jako je novy, avSak podobny
pfistroj, pfemisténi vybaveni atd.

Laboratotf muize pouzit také metody vyvinuté nebo modifikované v laboratofi. Ty Se musi
podrobit plné validaci, jak uvadi norma [1] v odstavci 7.2.2.1:

7.2.2.1 Laborator musi validovat nestandardni metody, laboratorni metody vyvinuté
laboratori a standardni metody® pouzivané mimo urceny rozsah nebo jinak upravené.
Validace musi byt tak rozsdhla, jak je to nezbytné pro splnéni potreb dané aplikace nebo
oblasti pouZiti.

Termin validace je definovan ve VIM 3 [2] jako ,,OveFovani, ze specifikované pozadavky
Jjsou primérené pro zamyslené pouziti.*“ Verifikace (ovéfeni) postupu je definovana jako
wPoskytnuti objektivniho ditkazu, Ze dand polozka spliuje specifikované pozadavky.”
Vzhledem ktomu, ze tyto definice jsou obecné a nezaméiuji se primarné na
validaci/verifikaci postupli méfeni, uvaddime je pouze pro Gplnost. Oba terminy poukazuji

3V této kapitole bude v nékterych piipadech pouzivan vyraz "metoda", ktery je povazovan za
synonymum s pojmem "postup méfeni", dle nové vydané normy CSN EN ISO 17025:2018.

* Standardni metody jsou metody vypracované normalizaénim organem nebo jinou Siroce
uznavanou organizaci, jejiz metody jsou v dané¢ odbornosti obecn¢ akceptovany.
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na proces oveteni vykonnosti zkuSebni metody, abychom zjistili, zda je schopna
poskytovat vysledky vhodné pro konkrétni ucel.

Laboratot musi rozhodnout, které vykonnostni charakteristiky (viz kapitola 5.2) se musi
vyhodnocovat pfi validaci i verifikaci metody a v nékterych ptipadech i jak detailni by
mélo hodnoceni jednotlivych vykonnostnich charakteristik byt. Norma CSN EN ISO/IEC
17025 k tomu uvadi:

7.2.2.3 Vykonnostni charakteristiky validovanych metod posuzovanych pro zamyslené
pouZziti musi odpovidat potirebam zdkazniku a byt v souladu se stanovenymi pozadavky.

POZNAMKA: Vykonnostni charakteristiky mohou zahrnovat, ale nejsou omezeny na
rozsah méreni, presnost, nejistotu mereni vysledkii, mez detekce, mez stanovitelnosti,
selektivitu metody, linearitu, opakovatelnost nebo reprodukovatelnost, robustnost oproti
vnejsim viivim nebo citlivost Viici interferencim z matrice vzorku nebo zkousSeného
objektu a vychyleni (bias).

Validace i verifikace ma byt planovany proces, kdy se pifed samotnym provadénim
valida¢nich experimentli stanovi rozsah validace/verifikace (tj. které vykonnostni
charakteristiky, pocet opakovanych méfeni, koncentracni irovné atd.). VSechny prvky
valida¢niho protokolu musi byt zaznamendny a musi byt soucasti fizené dokumentace.
Norma CSN EN ISO 17025 p¥imo uvadi:

7.2.2.4  Laborator musi uchovavat nasledujici zaznamy o validaci:

a) pouzity postup validace,

b) specifikaci pozadavkii,

¢) stanoveni vykonnostnich charakteristik metody,

d) ziskané vysledky,

e) prohlaseni o platnosti metody, podrobné popisujici jeji vhodnost pro predpoklidané
PpOuziti.

Jak spravné provést validaci a verifikaci analytického postupu popisuji podrobné ptirucky
KVALIMETRIE 18 a 20 [3, 4].

K validaci metody se da pfistupovat dvojim zpisobem. Prvni pfistup je zaloZen na
mezilaboratornim experimentu (mezilaboratorni validace) a druhy pfistup na méfeni
Vv jediné laboratofi (vnitrolaboratorni validace). Prvni pfistup se pouziva, pokud ma
vyvijena metoda Siroké pouziti, napt. je zamysleno ji publikovat jako normu, pak je
spolecna studie s Ucasti skupiny laboratoii preferovanou cestou. V druhém piipadé
provadi valida¢ni studii ta laboratof, ktera metodu potiebuje.

Pro nazornost budou dale u rozboru jednotlivych vykonnostnich charakteristik pouzity
ptiklady pfi stanoveni 1é¢iv metodou kapalinové chromatografie s pouzitim hmotnostniho
detektoru (na bazi trojitého kvadrupodlu).
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5.2 Vykonnostni charakteristiky

Selektivita

Selektivni metoda (postup méfeni) je takova metoda, kdy je vysledek stanoveni analytu
vV uréité matrici nezavisly na pfitomnosti omezeného mnozstvi urCitych piimési
(interferent). Selektivita metody se méni v zavislosti na koncentraci stanovovaného
analytu, v zavislosti na koncentraci ostatnich komponent matrice a nékdy i v zavislosti na
nastaveni parametrii metody (souvisi S robustnosti). Podle VIM 3 je selektivita ,, takova
vlastnost méricitho systému pouzivajiciho specifikovany postup mereni, pomoci néhoz
poskytuje namérené hodnoty veliciny pro jednu nebo vice mérenych velicin, Ze hodnoty
kazdé merené veliciny jsou nezavislé na jinych mérenych velicinach nebo jinych
velicindach v ramci zkoumaného jevu, téles nebo latky *“ [2]. Mirou selektivity metody je
kvantitativnim zplisobem vyjadfeny vliv matrice, jednotlivé matri¢ni efekty se zahrnuji
do vypoctu nejistoty vysledku. Miru selektivity uréujeme bud’ metodou planovani pokust
s vyhodnocenim analyzou rozptylu, nebo porovnanim vysledku analyzy ziskaného
s Cistym analytem a za prfitomnosti vSech predpokladanych ruSivych slozek
Vv koncentracich odpovidajicich redlné matrici.

Piiklady selektivity riznych analytickych metod jsou uvedeny na obr. 5.1. Napiiklad
plynova chromatografie s hmotnostné-spektrometrickym detektorem (GC-MS) je
povazovana za selektivnéj$i nez plynova chromatografie s plamenové-ioniza¢nim
detektorem (GC-FID), protoze hmotnostni spektrometr poskytuje dopliujici informace,
které pomahaji s konfirmaci identity.

Selektivita
Nizka Stiedni Vysoka
Vazeni -
Acidobazicka | | Spektrofotometie Chromatografie
titrace
GC-MSMS
EDTA titrace
Neutronova aktiva¢ni
analyza

Obrdazek 5.1 Mira selektivity nékterych postupii pouzivanych v laboratori (zdroj: TrainMiC)

Priklad:
Mozny postup pro stanoveni selektivity pfi pouziti kapalinové chromatografie s
hmotnostnim detektorem pro stanoveni 1é¢iv: nkrat (alesponi 7krat) promé&fit vzorek 1é¢iva
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Vv deionizované vod¢ a také nkrat 1é¢ivo v matrici, ve které budou provadény bézné
analyzy (odpadni vody, povrchové vody). Poté se vysledky vyhodnoti, napt. analyzou
rozptylu, kdy je nutné potvrdit, ze koncentrace 1é¢iv je nebo neni shodna v realné matrici
a Vv deionzované vode.

Kalibrace — pracovni rozsah, linearita

Definice kalibrace z Mezinarodniho metrologického slovniku je uvedena v kapitole 4.3.2.
Tato definice d¢€li kalibraci do dvou krokl znazornénych na obrazku 5.2. Prvni krok
spocivd v konstrukci kalibracni zavislosti, kdy na zakladé ptfipravenych kalibracnich
roztoku je proméfena odezva (obr. 5.2.A) a zkonstruovana rovnice kalibracni kivky yi =
f(xi), kde yi je indikace (signal na ose y) a Xi je méfena vlastnost (mnozstvi, koncentrace
apod.). Ve druhém kroku se nasledné zméfi neznamy vzorek a pouzije se indikace (Ys)
k vypocétu odpovidajici hodnoty veli¢iny (Xi) z rovnice kalibra¢ni kiivky (obr. 5.2.B).
Zakladnim tkolem kalibrace obvykle je zjistit odpovidajici obsah stanovované slozky za
souCasné eliminace soustavné chyby tak, aby se pokud mozno nezvétSovala chyba
nahodna. Vysledek méfeni je vzdy doprovazen ptidruZenou nejistotou, kterd je dana i
vlastnim provedenim kalibrace a nejistotou kalibra¢niho modelu.
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Hodnota veli¢iny (x,) / jednotka

Hodnota veli¢iny (x)) / jednotka

Obrazek 5.2.A (vlevo) Schéma prvniho kroku v definici kalibrace. Indikace (signdly yi) z etalonii
(kalibratorit) s hodnotami veliciny xi poskytuji vztah (funkci) y=f(x). Vertikalni a horizontalni
Sipky ukazuji standardni nejistoty indikaci a hodnot veliciny (nejsou v poméru) [3]
Obrazek 5.2.B (vpravo) Schéma kalibracniho diagramu ilustruje druhy krok definice kalibrace.
Indikace (signaly ys) vzorku odpovida hodnoté veliciny xs. Vertikalni a horizontalni Sipky
ukazuji standardni nejistoty indikace a hodnoty veliciny [3]

Pracovni rozsah metody je rozsah koncentrace, ve kterém bylo demonstrovano, Ze metoda
poskytuje vysledky vhodné pro zamysleny ucel. Ohraniceni tvofi zdola nejcastéji mez
stanovitelnosti (dolni hranice pracovniho rozsahu nesmi byt menSi nez mez
stanovitelnosti). Horni konec se obvykle vyznacuje nedostacujici zménou citlivosti (viz
nize), plato na obr. 5.3. Pracovni rozsah postupu kvantitativni analyzy se stanovi méfenim
standardt s riiznou hodnotou obsahu (koncentrace) analytu. Rozsah, ve kterém je odezva
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pfimo imérna zméné koncentrace, nazyvame linedrni interval. Obrazek 5.3 znézornuje
souvislost mezi kli¢ovymi terminy, vztahujicimi se ke kalibraci.

1.0 7 <— Pracovnirozsah =
m «— Lineam _,//—
5 0.8 interval
S
O 06 - LOQ
0.4 - LoD
0,2 -
0 - Al - ; i & -
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 g I

Hmotnostni koncetrace (mg/l)

Obrazek 5.3 Kalibracni diagram ukazujici zavislost odezvy na koncentraci se zndzornénim
pracovniho rozsahu, linedrniho intervalu, LOD a LOQ. [3]

Priklad:

Pro zjisténi pracovniho rozsahu postupu se ptipravi alespont 7 kalibracnich roztokl
0 rizné koncentraci a promé&ii se zavislost analytického signdlu na koncentraci 1é¢iva
pomoci vhodného vyhodnocovaciho softwaru. Na zaklad¢ statistickych testii linearity (v
nékterych piipadech na zakladé subjektivni tvahy) se zvoli predpokladany linearni
interval. Pokud laboratof méfi realné vzorky, velice zalezi na matrici. Jestlize je matrice
vzorkll vyrazné odlisnd od pfipravenych kalibra¢nich roztokt (pitné vody, povrchové
vody, odpadni vody), je nutné piipravit roztoky standardt (napf. 1é¢iv) do uvedené
matrice nebo aplikovat techniku ptidavki standardu.

Citlivost metody

Citlivost metody vyjadiuje podil zmény indikace mériciho systému a odpovidajici zmény
hodnoty veliciny, kterd je mérena [2]. Citlivost metody je u metod s dostate¢né linearnim
kalibracnim vztahem rovna smérnici kalibracni zavislosti (tangenta smérového uhlu).
Neni-li kalibra¢ni zéavislost linearni, mize se meénit citlivost s koncentraci analytu ¢i
ovlivitujici veli€iny. Zkracenou formu néazvu, tj. citlivost (bez piivlastku napf.
analytickd) lze uzivat pouze v piipadech, kdy nehrozi zaména s klinickou citlivosti!
Terminologicky neni vhodné zaméiovat pojmy citlivost metody a mez detekce.
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Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mezi detekce (LOD, z anglického limit of detection) analytického postupu se rozumi
nejnizsi mnozstvi analytu ve vzorku, které jsme schopni detekovat, ale které neni nutné
kvantifikovatelné jako exaktni hodnota. Mez stanovitelnosti (LOQ, z anglického limit of
quantification) analytického postupu se chape nejnizsi mnozstvi analytu ve vzorku, které
jsme schopni stanovit jako exaktni hodnotu se stanovenou piesnosti. VIM definuje mez
detekce v terminech naméfené hodnoty veliCiny jako namérenou hodnotu veliciny
ziskand danym postupem méreni, pro kterou je pravdépodobnost nepravdivého tvrzeni o
nepritomnosti slozky v materialu f, pricemz pravdépodobnost nepravdivého tvrzeni o jeji
pritomnosti je a. Tato definice neni konzistentni s definici IUPAC, kterd se dnes
v analytické chemii pouziva a kterda pouziva spiSe pravou hodnotu veliCiny nez
namétfenou hodnotu. Vysvétleni statistického pozadi této definice jakoz i pozadi bézné
pouzivaného faktoru 3,29 (rovnice 5.1) 1ze nalézt v KVALIMETRII 18 [3].

K odhadu hodnoty meze detekce Ize vyuzit n€kolika experimentalnich piistupt®:

1. Odhad meze detekce na zaklad¢ experimentalniho vyhodnoceni variability méfeni
slepych vzorkl ve formé smérodatné odchylky z opakovanych méfeni slepych vzorki
nebo vzorkl s velmi malym obsahem analytu.

2. Mez detekce miize byt vazdna ke koncentraci analytu ve vzorku, ktery v pouzitém
detekénim systému vykazuje zvoleny pomér signdl k Sumu. Pouzivd se hodnota
poméru 2 az 5, nejcasteji 3. Vhodné zejména pro chromatografické techniky.

3. Odvozenim parametri detekéni schopnosti metody nepiimo z parametri kalibracni
zavislosti. Tento pfistup ptedpoklada, ze ke kalibraci byly pouzity standardy stejného
matricového sloZeni jako redlné vzorky (odpovidajici komutability), coz u mnohych
kalibraci splnéno neni.

Stanoveni meze detekce vychazejici ze smérodatné odchylky vysledkd méfeni slepého

vzorku je nejcastéjSim piistupem pouzivanym V analytické chemii.

Pro vypocet meze detekce (LOD) Ize vyuzit rovnici 5.1:
LOD = 3,29 - sp), (5.1)

kde spi je smérodatna odchylka z opakovanych méfeni blanku — slepého pokusu. Obecné
se uvazuje mez detekce jako 3-Sp (tedy zaokrouhleni ¢isla 3,29 na 3) aZ 6-Sp nebo 3x
pomér signdl/Sum. Vzhledem k riznym pouzivanym konvencim v analytické literature a
praxi se doporucuje jasné specifikovat, ktery postup byl pro vypocet meze detekce pouzit.

Mez stanovitelnosti (LOQ) se obecn¢ uvazuje jako 10-Sp (n€kdy 6-Spi) nebo 10x pomér
signal/Sum. Ur¢eni meze stanovitelnosti uvadi rovnice 5.2:

LOQ =Kg - sq, (5.2)

® Podrobngjsi informace k vypo¢tu LOD a LOQ véetné feSeného piikladu uvadi: Metodicky list
7 — Detekeni schopnost analytické metody, mez detekce, mez stanovitelnosti, EURACHEM-CR
2011. http://www.eurachem.cz/metodicke-listy.php

39



http://www.eurachem.cz/metodicke-listy.php

kde je kg koeficient, jehoz pievracena hodnota je rovna zvolené hodnoté relativni
smérodatné odchylky, Sqo smérodatnd odchylka v bod¢ meze stanovitelnosti. Pro data s
normalnim rozdélenim a konstantnim rozptylem (sqQ = Spi) a pro doporuc¢enou hodnotu
nejistoty 10 % je ko = 10. Podle doporuceni IUPAC se voli nejistota, vyjadiena jako
relativni smérodatna odchylka, rovna 10 %

Odhad smérodatné odchylky blanku by mél byt stanoven za podminek opakovatelnosti
méfeni nebo tam, kde je to mozné, za podminek mezilehlé preciznosti méfeni.
Doporuceny pocet hodnot pro vypocet Spi je 10.

Priklad:

Pro vypocet LOD a LOQ byly pouzity hodnoty ziskané pti proméfeni slepého pokusu
(blanku). Roztok blanku byl béhem mésice proméfen celkem desetkrat. Namétené
hodnoty signalu byly pomoci rovnice kalibracni piimky piepocteny na koncentraci a
poskytly tyto hodnoty (v ng IY): 0,34; 0,38; 0,31; 0,30; 0,29; 0,35; 0,32; 0,33; 0,31 a 0,38.
Pomoci rovnice 11.2 byl vypocten odhad rozptylu a odmocnénim odhad smérodatné
odchylky s = 0,31 ng I Tato hodnota se poté pouZije k dosazeni do vztahu 5.1 a 5.2.

LOD = 3,290,031 = 0,11 ng I
LOQ = 100,031 =0,31 ng I

Preciznost

Definice preciznosti, opakovatelnosti, mezilehlé preciznosti a reprodukovatelnosti podle
VIM jsou uvedeny v kapitole 1.5.

Odhady opakovatelnosti méfeni a mezilehlé preciznosti méfeni lze ziskat v jedné
laboratofi. Podminka opakovatelnosti méfeni se vztahuje na méfeni uskutecnéné na
stejném materialu jednim analytikem s pouZitim stejného postupu za stejnych podminek
v kratkém casovém obdobi. Za podminky mezilehlé preciznosti se méfeni provadi na
stejném materialu s pouzitim stejného postupu, ale po delsi dobu a s rliznymi analytiky,
kteti mohou pouzivat rizné vybaveni. Podminky mezilehlé preciznosti si definuje
uZzivatel a pouzité podminky se musi vZdy zaznamenat. Reprodukovatelnost méfeni se da
zjistit pfi UCasti v mezilaboratornim porovnavani (viz kapitola 9). Obrazek 5.4 ilustruje
vztah mezi opakovatelnosti méteni, mezilehlou preciznosti méteni a reprodukovatelnosti
méfeni.

Priklad:

Odhad opakovatelnosti méteni se stanovi jako smérodatnd nebo relativni smérodatna
odchylka z opakovaného méfeni roztoku Ié¢iva na konkrétni koncentrac¢ni hlading jednim
analytikem v jedné sekvenci méfeni. Pocet opakovanych méteni 6 az 15. K odhadu
mezilehlé preciznosti se pouZije roztok léciva, ktery se proméii v téZe laboratofi na
stejném pristroji, napt. 3 mésice, riznymi analytiky, kteti béZné na pfistroji meti. Opét se
vypocita smérodatna nebo relativni smérodatna odchylka. Pocet opakovanych méfeni 6
az 15. Pokud chce laboratot zjistit odhad reprodukovatelnosti méfeni, musi se ptihlasit
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do mezilaboratorniho porovnavani zkousek, pokud je dostupny program zkouseni
zpusobilosti pro stanoveni 1é¢iv, napt. ve vodach.

Mezi laboratofemi

A e
Mezi sériemi
Uvnitf série y
“Mezi nastriky”
: l
k)
=
e
(72
o
(14
A
Opakovatelnost . >
v méreni  Mezlenid
reSkant Reprodukovatelnost

méreni

Obrdazek 5.4 Schéma ilustrujici ocekdavané souvislosti mezi odhady preciznosti
ziskanymi za riiznych podminek méreni, velikostné vyjadrené pozorovanou nepreciznosti

(s ... smérodatna odchylka). 3]

Pravdivost

Definice pravdivosti je uvedena v kapitole 1.5. Pravdivost méfeni neni veli¢inou, a tudiz
nemuize byt vyjadiena Ciseln€. Pravdivost je nepfimo imérna systematické chyb¢ méteni,
kterd mize byt odhadnuta vychylenim méfeni (bias). Piiklad odhadu vychyleni jako
rozdilu mezi primérem z nékolika vysledki métfeni a referen¢ni hodnotou veliciny je
znazornéna na obrazku 5.5. Pravdivost métfeni vyjadiuje hypotetickou schopnost postupu
méteni (metody) dosdhnout vysledki blizko o¢ekavané referencni hodnoty veli¢iny, jako
je hodnota certifikovaného referencniho materialu. Pojem "pfesnost méfeni" nema byt
pouzivan pro "pravdivost méfeni" a naopak. Rozdil mezi pravdivymi a nepravdivymi
vysledky je zobrazen na obrazku 5.6.

Primér
\ Vychyleni R
- Referenéni

hodnota veli€iny

I’IH FIHI'I

Obrazek 5.5 llustrace odhadu vychyleni méreni. [3]
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Obrazek 5.6 Zobrazeni preciznich a pravdivych vysledkii: a) vysledky precizni a pravdivé, b)
vysledky precizni a nepravdivé, c) vysledky neprecizni a pravdivé, d) neprecizni a nepravdiveé.

o
&

Vychyleni b se mize vyjadfovat v absolutnim méfitku (rovnice 5.3) nebo relativné
v procentech (rovnice 5.4).

b = % — Xeet (5.3)
b (%) = = x 100 (54)
ref

Prakticky se stanoveni vychyleni opird o porovnani primérné hodnoty vysledkt x
kandidatské metody s vhodnou referencni hodnotou Xrer. K tomu se pouZivaji tfi zakladni
pristupy:

a) analyza referen¢nich materiald,

b) zkoumani vytéznosti za pouziti materiala s piidavkem,

€) porovnani s vysledky ziskanymi jinou metodou.

Pro urceni pravdivosti 1ze pouZit certifikovany referen¢ni material (CRM) s hodnotou
vlastnosti v blizkosti hodnot pfedmétnych zkusebnich vzorkd. Je-li k dispozici vétsi
mnozstvi matricovych CRM na riznych koncentracnich urovnich, je vhodné pro urceni
pravdivosti analyzovat vSechny. Pokud nejsou vhodné CRM k dispozici, miZe se provést
studie vytéZnosti (stanoveni s ptidavkem), poskytujici idaje o pravdépodobné trovni
vychyleni. JelikoZ obvykle neni zndmo, kolik je pfitomno urcitého analytu ve zkouSeném
vzorku, jak je vazan, nebo jak byla GispéSna extrakce z matrice vzorku, je mozné ptidat
ke zkouSenym vzorkiim analyt v riiznych koncentracich, extrahovat vzorky s ptidavkem
a zméfit koncentraci. Podstatnym problémem je, Ze dodavany analyt nebude véazan
V matrici stejné, takze tento zplisob bude poskytovat neredlné¢ vysokou piredstavu o
ucinnosti extrakce.
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Vytéznost je podil rozdilu mezi tidaji méticiho systému pti mefeni vzorku se zndmym
pfidanym mnozstvim analytu ¢i slozky a vzorku bez ptidavku a pfidaného mnozstvi.
Udava miru schopnosti méfici metody (postupu) postihnout méfenym signalem veskery
analyt pfitomny ve vzorku. Matematicky je vytéznost Rt definovana jako pomér (rovnice
5.5):

(5.5)

kde  Cops odpovida  pozorovanému  obsahu  (mnozstvi,  koncentraci),
Cref odpovida skuteéné hodnoté obsahu, mnozstvi ¢i koncentraci ziskané z udaju
o referenénim materialu, zméfené referencni metodou ¢i zjisténé metodou piidavka
standardu. N¢kdy se vyraz uvadi relativné v procentech, pak je vzorec ve tvaru 5.6:

Re(%) = =225 x 100 (5.6)
Cref

Vytéznost je vhodné ovétovat na nékolika koncentracnich urovnich (alespon na 2), tyto
koncentrace by mély byt zahrnuty v pracovnim rozsahu metody. V idealnim ptipad¢ by
vytéznost méla byt 100 % a laboratof si musi nastavit meze, ve kterych je hodnota
vytéznosti akceptovatelna. Bézné se meze nastavuji v intervalu 80-120 %, ale zavisi to na
konkrétnim pfipadé¢ a zejména na koncentracni Grovni. U stopové analyzy muize byt
interval $ir$i, naopak u hlavnich slozek uzsi.

Priklad:

Pokud laboratof uvadi rozsah pracovni metody pro analyt od 10 do 1000 ng 1, mé&la by
se vytéznost testovat na nizké koncentraci 50 ng 1! a také na vyssi koncentraci, tieba 500
ng IL. Jelikoz v nékterych ptipadech neni k dispozici CRM, spoéiva postup v piidavku
analytu o znamé koncentraci do matricového slepého vzorku. Bohuzel nastdvaji dva
problémy. Za prvé analyt nemusi byt vazdn v matrici stejné pevné, jako je tomu
Vv pfirozené matrici. Za druhé Casto nelze ziskat ptirozeny matricovy slepy vzorek, takze
se danad matrice musi pfipravit uméle. Tento problém se da obejit tak, Ze se obohati
(,,spikuje*) vzorek dané¢ho matricového sloZeni o zndmém obsahu sledovaného analytu.
V tomto piipad¢ nelze testovat vytéZnost pro nizké koncentrace.

Vzorek vody byl spikovan standardem lé¢iva Venlafaxinu o koncentraci 50 ng 172
Naméiené hodnoty byly nasledujici: 52,7; 52,6; 52,7; 51,6; 52,5; 51,6; 53,5. Primérna
hodnota je 52,4 ng It Vyt&znost Venlafaxinu je po dosazeni do rovnice 5.6 rovna
104,8%:

52,4
Rf == H ) 100 = 104,8 %

Dale je mozné hodnotit vychyleni porovnanim vysledki validované metody s vysledky
ziskanymi alternativni metodou. Existuji dva obecné typy alternativnich metod:
referenéni metoda nebo metoda, ktera se té v dobé v laboratofi b&zné pouziva. Utelem
referenéni metody je poskytnout "pfijatou referencni hodnotu" méfené vlastnosti.
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Obvykle poskytne vysledky s mensi nejistotou nez kandidatska metoda. Druhy piipad
nastava, kdyz je ucelem validace prokazat, ze kandidatska metoda poskytuje vysledky
ekvivalentni vysledkiim existujici metody. Vyhodou tohoto piistupu je, ze meétfené
materidly nemusi byt certifikované referencni materialy, protoze alternativni metoda
poskytuje referenéni hodnotu.

Pro uplnost jeste uved'me, Ze pravdivost lze také urcit z vysledk opakovanych tcasti v
mezilaboratornim porovnani zkousek, jak je ilustrovano na ptikladu v kapitole 7.3.

Robustnost

Robustnost analytického postupu je mira jeho schopnosti zistat neovlivnénym malymi
zménami v parametrech postupu ¢i slozeni vzorku. Udava jeho spolehlivost pii bézném
pouzivani. I kdyz pouzivaji riizné laboratofe stejny postup méfeni, zavadéji do postupu
nevyhnutelné malé odchylky, které mohou, ale nemusi mit vyznamny vliv na vysledky
meéfeni (to souvisi zejména s pouzivanim rizné analytické méfici techniky). Pti testovani
robustnosti se matematicko-statistickym postupem zjist'uje, zavislost analytického
signalu na malych zméndch parametrti, charakterizujicich analyticky postup. ,Test
robustnosti‘ zahrnuje provedeni umyslnych zmén do postupu a zkoumani nasledného
vlivu na vykonnost. Nasledn€ je mozné urcit v méficim postupu proménné, které maji
nejveétsi vliv, a tak zabezpecit, aby pii jeho pouzivani byly detailné kontrolovany.
Robustnost postupu se musi zjiStovat u metod vyvijenych v laboratofi, u metod
upravovanych z védecké literatury a metod publikovanych normaliza¢nimi orgény, kdyz
se pouZzivaji mimo oblast specifikovanou ve standardizované metodé. Jestlize jsou
standardizované¢ metody pouzivany ve specifikovaném oboru metody, byla
pravdépodobné robustnost studovana jako soucast standardiza¢niho procesu. Z toho
divodu neni studie robustnosti na tirovni jediné laboratote ve vétsSin€ pripadil nezbytna.
Informace o robustnosti musi byt uvedena v laboratornim postupu v podobé& povolenych
toleran¢nich limiti pro kritické experimentalni parametry.

Priklad testu robustnosti s vyuzitim planovani experimentu podle Plackett-Burmana je
uveden v kapitole 11.

Nejistota méreni

Nejistou méteni se podrobné zabyva kapitola 7 této prirucky. Jednim ze zakladnich
pozadavkl je, aby bylo mozné posoudit, zda je metoda vhodna pro dany ucel. To musi
zahrnovat poZadovanou hodnotu nejistoty métfeni vyjadienou jako standardni nejistota
nebo rozsifena nejistota. OvSem presné vzato nejistota neni vykonnostni charakteristikou
méficiho postupu, ale vlastnosti vysledku, ziskaného pomoci tohoto méficiho postupu.
Z vyse uvedeného ditvodu se mezi vykonnostni charakteristiky nékdy fadi 1 nejistota
méieni. To je ale opravnéné jen tehdy, jedna-li se o popis konkrétni realizace méticiho
systému. Nejistota je vlastnosti meéteni, tedy kombinace inherentnich charakteristik
analytické metody a jejiho redlného provedeni. Pokud by velikost nejistoty patfila do
vykonnostnich charakteristik metody, mohla by byt uvedena predem (napt. v norm¢) a
laboratof by ji z ptisluSného zdroje jen piebirala a nemusela se zabyvat jejim vypoctem.
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V soucasnosti se jiz v nékterych piipadech uvadi jako dodateény pozadavek k
definovanym vykonnostnim charakteristikdm analytické metody i cilova nejistota métent,
specifikovana jako horni mez a stanovena na zdklad¢ zamysleného pouziti vysledkl
méieni. M4 vyhodu v shrnuti pozadavkil pro vSechny zdroje nejistoty do jednoho
parametru.

VétsSinu informaci pozadovanych pro odhad nejistoty méfeni je mozno ziskat béhem
validace metody. Proto lze v pfiloze validaéni zpravy uvést data z provedené validace
metody, analyzu rizik a vypocCty nejistoty. Je tieba nalézt hlavni zdroje nejistoty vztahujici
se k metod¢ a uvést jejich hodnoty. Je tieba zminit i nevyznamné ptispévky, které nejsou
pouzity v zavéreéném vypoctu.

5.3 Rozsah validace

Laboratof musi rozhodnout, které vykonnostni charakteristiky se musi vyhodnocovat pii
validaci i verifikaci metody a v nékterych piipadech i jak detailni by mélo hodnoceni
jednotlivych vykonnostnich charakteristik byt. Navodem k tomu mutize byt tabulka 5.1.

Tabulka 5.1 Vykonnostni charakteristiky pouzivané pti validaci riznych metod [5]

Vykonnostni Kwvalitativni | Kvantitativni analyza | Kvantitativni analyza | Fyzikalni
charakteristika analyza hlavnich slozek stopovych slozek vlastnosti
Preciznost + + +
Pravdivost (bias) + + +
Selektivita + + + +
LOD + +
LOQ +
Praco_vni rpzsah + + +
a linearita
Robustnost + + + +

Je dulezit¢ validovat cely méfici postup, ne jen analytickou koncovku (méfeni
pripravenych vzorkl na pfistroji). Validovat je potiebné cely rozsah uvazovanych
koncentraci a vzit v ivahu vSechny uvazované matrice.

Shrnuti:

e Validace a verifikace jsou nedilnou souc¢ésti spravné laboratorni praxe v laboratofi.
Validaci je nutné provést pii zavadéni nové analytické metody, verifikaci (ij.
ovetovani) pii zavadéni jiz existujici metody.

e Validaci se rozumi potvrzeni platnosti vyhodnocenim vykonnostnich charakteristik
postupu méfeni — selektivity, pracovniho rozsahu a linearity, meze detekce, meze
stanovitelnosti, pravdivosti, preciznosti, robustnosti a nejistoty méfeni.

e Validace se musi provést v takoveé §ifi, jaka je tieba ke splnéni pozadavkl na dané
pouziti nebo oblast pouZiti (rtizné matrice), vhodné je pouzit CRM nebo obohacené
vzorky v dané matrici.
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VSechny prvky valida¢niho protokolu musi byt zaznamenany a musi byt soucasti
fizené dokumentace.
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6 PRISTROJE A DALSI VYBAVENI ANALYTICKE
LABORATORE

6.1 Uvod

V této kapitole se budeme zabyvat v§im, co je krom¢ chemikalii a dalSich specialnich
materiald potfeba pro provadéni analytického postupu. Bez instrumentace je moderni
analytika nepiedstavitelna, a to at’ uz se jedna o relativné jednoduché pfistroje a vybaveni
az po sofistikovanou instrumentaci mnohdy fizenou pocitacem. Je tedy logické, ze stav
pouzivanych analytickych méficich pfistroji je vyznamnym faktorem ovliviiujicim
kvalitu vysledkt. Stanovit vSak univerzalni postup péce o instrumentaci nejde, vzhledem
k jeji riznorodosti. Primarni otdzkou pted provadénim analytickych méteni je provéfit,
zda néstroje, které analytik mé k dispozici — postup méfeni, instrumentace 1 softwarové
vybaveni — jsou vhodné pro dany ucel, tj. funguji tak, jak ocekava, tedy maji-li v
konkrétnim prostiedi jeho laboratofe takové charakteristiky, vykonnostni parametry, ze
je mozné s jejich pomoci provadét pozadovana analyticka stanoveni a ze budou
poskytovat vysledky oekavané kvality. Takové proveéfovani se nazyva validaci. Validaci
vlastniho postupu analyzy musi pfedchazet nastaveni — kalibrace instrumentace a validace
pouzivaného softwaru, ktera provéti, ze vykonnostni parametry konkrétni pfistrojové
méftici konfigurace v prostiedi laboratote jsou vhodné pro pouziti pro uvazované méteni
a zpracovani dat.

Jak je podrobné rozvedeno v kapitole o navaznosti, zajisténi metrologické navaznosti
vysledkli méfeni neni v chemii realizovano jen kalibraci meétidel (tedy tak zvané
analytické pristrojové koncovky). Chemicka méfeni jsou takika vyhradné méfeni
nepiima, s ¢asto vlastnimu méfeni pfedchdzejicim komplexnim chemickym zpracovanim
vzorku. Zajisténi navaznosti je tedy nutno v chemii vztahovat k celému méficimu
postupu, v némz piebiraji tlohu etalonu (standardu) hlavné certifikované referencni
materidly.

Zplsob péce o piistroje a vybaveni pro méteni zavisi u konkrétni polozky pfistrojii a
vybaveni na zodpovézeni dvou obecnych otazek:

1. Jak se ma o polozku pecovat?
2. Jak Castd ma byt tato péce?

V analytické laboratoii do téchto odpovédi na rozdil od jinych oblasti zasahuje jen
vyjimecné regulace, tedy existence pravniho piedpisu, ktery tyto odpovédi stanovuje
(proto se jednad o stanovena méfidla viz dale). Pfesto je dualezité vymezit, u které
instrumentace a u kterého vybaveni (v analytické laboratofi se mize jednat o typicky se
vyskytujici zakladni polozky) je zptisob péce a jeji Cetnost stanovena a kde tato volba je
V plné odpovédnosti laboratofe, a seznamit se s urcitou terminologii.
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6.2 Legalni metrologie — stanovena méridla a jejich ovérovani

Zakonna narodni Gprava metrologie, dana v dobé vzniku tohoto dokumentu zakonem ¢.
505/1990 Sh. o metrologii, v platném znéni, definuje kategorizaci méfidel (métidly se
mini v§echny nastroje slouzici k urceni hodnoty métené veliCiny) a predepisuje, zejména
u stanovenych méfidel, zplsob zajisténi metrologické ndvaznosti vysledkti méfeni.
Stanovena meétidla jsou meéfidla, ktera Ministerstvo primyslu a obchodu stanovi
vyhlaskou (v soucasnosti vyhlaska MPO ¢. 345/2002 Sb. ve znéni pozdé&jsich predpisi)
K povinnému ovéfovani s ohledem na jejich vyznam: v zavazkovych vztazich, naptiklad
pii prodeji, najmu nebo darovani véci, pii poskytovani sluzeb nebo pii urceni vyse
nahrady Skody, popf. jiné majetkové ujmy, pro stanoveni sankci, poplatka, tarifti a dani,
pro ochranu zdravi, pro ochranu Zivotniho prostfedi, pro bezpecnost pfi praci nebo pfi
ochran¢ jinych vetejnych zajmt chranénych zvlastnimi pravnimi piedpisy. Stanovenymi
méiidly jsou tedy ta, ktera stat podridil regulaci v rizném rozsahu, a to s ohledem na
jejich spolecensky vyznam.

Ukonem nazyvanym ovéfeni stanoveného méfidla se potvrzuje, Ze stanovené méfidlo ma
pozadované metrologické vlastnosti, zpravidla stanovené tzv. Opatfenim obecné povahy
vydavanym Ceskym metrologickym institutem a dostupnym na internetové adrese
https://www.cmi.cz/prirazeni%2000P. Ovéfené stanovené méfidlo opatii Cesky
metrologicky institut nebo autorizované metrologické stfedisko uiedni znackou nebo
vyda ovérovaci list, pfipadn€ oboje. U novych métidel se mizeme setkat i se znackami
prvotniho ovéteni (¢i oveétovacim listem) pochazejicimi z jiného ¢lenského statu EU, ve
kterém bylo méfidlo uvedeno na evropsky trh, u nékterych meétidel téZ s oznacenimi
shody se smérnicemi EU. Aktualni a podrobné&jsi informace o problematice ovéfovani
stanovenych méfidel Ize nalézt na webovych strankach Ceského metrologického institutu
nebo ¢astecné i v odkazu [1].

Z méftidel zastoupenych ve zminéné vyhlaSce mohou byt v chemické laboratoti nejcastéji
stanovenym méfidlem, pokud se soucasné pouzivaji k ucelim vyjmenovanym v zakon¢
o metrologii (viz pfedchozi odstavec), odmérné barniky, byrety a pipety a analytické vahy.
U sklenéného laboratorniho nadobi je uvedena lhita bez omezeni, tedy po dobu
Zivotnosti, a patficna pfedepsand péce znamena tedy pouze vhodny nakup tohoto nadobi,
pii kterém je tfeba dbat na to, aby budouci uzivatel pofidil provedeni urc¢ené k pouziti
v regulované oblasti (tedy prvotné ovéfené) a zachdzel s nadobim podle doporuceni
vyrobce. DalSim typickym kandiddtem na stanovené méfidlo jsou laboratorni analytické
vahy, pokud jsou pouzivany pro néktery z ucelli vyjmenovanych zdkonem a uvedenych
vyse. Jsou uvedeny v piislusné vyhlasce jako vahy s neautomatickou ¢innosti tt. I's lhiitou
pro ovétovani 2 roky. Tato lhiita se pocita od 1. ledna roku nésledujiciho po roce, v némz
bylo stanovené métidlo ovéteno, a jehoZ posledni dvojéisli je doplitkem tfedni znackys;
Vv pfipad€ novych vah je dvojcisli soucasti doplitkového oznaceni k oznaceni shody.
Vystupem ovéteni je konstatovani shody se stanovenymi poZadavky prezentované
umisténim ufednich znacek, a to v pfipadé vah na nékolika ,,plombovacich® mistech,
nebot’ jejich tcelem je i zabezpeceni méfidla proti nezddoucim vstupiim. Vystup ovéreni
tedy neobsahuje udaje o skutecnych chybach meéfidla a nejistotach, s jakymi byly
stanoveny, coz vSak jsou Udaje v analytické laboratofi nezbytné pro stanoveni parametri
vysledkit méfeni. Dosazeni tohoto cile je proto v soucasnosti mozno feSit soubéznym
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provedenim ovéteni (umisténi ufednich znacek) a kalibrace (vydani kalibra¢niho listu a
pfipadné umisténi kalibra¢ni znacky), pro které se vyuziji tytéz zkousky.

Naprosta vétSina instrumentace a dalSiho vybaveni analytickych laboratofi nepatii do
kategorie stanovenych méridel, ale dle terminologie zdkona o metrologii do kategorie
m¢éfidel pracovnich, a je tak odpoveédnosti pracovniki laboratofe stanovit jednak vhodny
zpusob kalibrace a pée o tuto instrumentaci véetné softwarového vybaveni, jednak
frekvenci provadéni téchto ukont. Toto spolu s uréenim odpovédnosti jednotlivych
pracovnikii, evidenci méfidel (vCetné referencnich materialll) a schémat zajistovani
metrologické navaznosti zachycuji zejména akreditované laboratofe v dokumentaci
svého systému managementu (n¢kdy se tato ¢ast dokumentace nazyva metrologicky fad
laboratofe). Inventarizaci instrumentace a softwaru predepisuje i norma CSN EN
ISO/IEC 17025 [2] (obdobné i piislusna norma pro zdravotnické laboratoie) a uvadi, co
a jak dokumentovat u pfistrojové techniky. Pokyny pro stanoveni kalibracnich intervalt
méficich pfistroji obsahuje dokument ILAC — G24:2007 a napt. odkaz [3] Dalsi
pojednani se tedy bude vztahovat k métidlim pracovnim, vzhledem k jejich dominanci
Vv analytické laboratofi.

6.3 Kalibrace

Kalibrovani pfistroje nebo vybaveni (napt. odmérnych pomicek) predstavuje porovnani
méfené veliCiny s hodnotou reference. Abychom kalibrovali napiiklad odezvu
spektrofotometru, vybereme vhodny referencni materidl a méfime za stanovenych
podminek jeho odezvu a porovname naméfenou hodnotu s hodnotou uvedenou v
literatute. Nékdy je zapotfebi nc€kolik meéfeni, napt. méfeni odezvy fady riznych
koncentraci. Z tohoto souboru vysledki lze sestrojit kalibra¢ni kiivku (odezva proti
koncentraci). Pak se méfi odezva pfistroje na nezndmé mnozstvi a ke stanoveni hodnoty
neznamého mnoZstvi se pouZije sestrojena kalibra¢ni kiivka.

Proto chemické kalibrace dosahujeme dvéma cestami: za prvé pouzitim Ccistych
chemickych sloucenin, a za druhé pouZzitim materialt s typickou matrici, v nichZ je
mnozstvi pfitomného analytu dostatecné urceno. Takové materidly jsou zndmy jako
matricové referencni materialy. Pfi stanoveni Cetnosti kalibraci pouZzivaného pfistroje a
rozsahu zadani kalibrace (pocet a specifikace kalibra¢nich bodl, pozadovana nejistota
vysledkd apod.) musi laboratot zhodnotit dvé protichtidna hlediska. Nebezpeci, ze méfici
zafizeni, které se pouziva, pfestane vyhovovat specifikaci a nebude vyhovovat pro dany
ucel, ma byt co nejmensi a soucasné, Ze naklady na kalibraci maji byt minimalni. Pfi
volbé¢ intervalu kalibraci, ktery nemusi byt neménny, by méla laboratot zvazit doporuceni
vyrobce, rozsah a naroc¢nost pouzivani, podminky okolniho prostiedi (jedna-li se o
mobilni jednotku — teplota, prasnost, vibrace, agresivni atmosféra, ...), pfesnost
pozadovanych méfeni, udaje ziskané v piredchozich zdznamech o kalibracich
a zaznamenany prub¢h minulé udrzby a servisu. Odpovédnost za to, Ze piistroj je spravné
pouZzivan a je ve vyhovujicim stavu, nese pracovnik pouzivajici pfistroj (event. povéfeny
pracovnik) a jeho pifimy nadfizeny. V laboratofich se zavedenym systémem
managementu musi byt vSechna meétidla vyzadujici kalibraci oznacena tak, aby byl
zfejmy stav kalibrace — datum, kdy métidlo bylo kalibrovano a kdy kon¢i platnost jeho
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kalibrace. Obecné si musi laboratof pfipravit pro kazdy ptistroj plan kontrol vykonnosti,
odivodnit, pro¢ jsou zapotiebi a uvést, jak se provadéji.

Kalibrace je nyni definovana VIM3 [4] jako c¢innost, kterd za specifikovanych podminek
V prvaim kroku stanovi vztah mezi hodnotami veliciny s nejistotami méreni poskytnutymi
etalony (standardy) a odpovidajicimi indikacemi s pridruzenymi nejistotami méreni a ve
druhém kroku pouzije tyto informace ke stanoveni vztahu pro ziskani vysledku méreni
z indikace. Tato definice vyhovuje jak pro kalibraci piistroje pouzivaného pro danou
analyzu (tedy spravné technické nastaveni vinové délky spektrofotometru nebo
»haladéni* hmotnostniho analyzatoru tandemovych méficich technik), tak pro kalibraci
analytickou, tedy celého analytického postupu jako kazdodenné opakovanou ¢innost
zjisténi nebo ovéfeni charakteru zavislosti mezi odezvou a koncentraci analytu
znazoriovanou kalibra¢ni kiivkou.

Zajisténi kalibrace analytické instrumentace a vybaveni je mozno fesit jako externi sluzbu
(prostfednictvim  pracovist Ceského metrologického institutu, akreditovanych
kalibracnich laboratofi nebo servisu dodané instrumentace) nebo i vlastnimi prostredky,
pokud je to technicky mozné a laboratoi ma k tomu prostfedky a patfi¢né kvalifikovany
persondl. Z pohledu akreditace se pak jedna o interni kalibrace. V piipad¢, ze zkusebni
laboratof provadi interni kalibrace svych métidel, méla by plnit technické pozadavky jako
kalibra¢ni laboratof, v¢etn¢ pravidelné ucasti ve vhodném mezilaboratornim porovnani.
Kalibrace by se méla provadét podle dokumentovanych kalibra¢nich postupt, méla by
prokazat schopnost odhadnout nejistotu kalibrace a zptisobilost pracovnikd provadéjicich
kalibrace by se méla prokazovat patficnym osvédéenim.

6.4 Kvalifikace instrumentace

Z vyse uvedeného vime, Ze, instrumentace analytické laboratofe ma specificky charakter,
na ktery se nékdy obtizn€ aplikuji obecné metrologické pfistupy, Casto odvozené
primarné pro piima fyzikalni méteni. Typické pfistrojové vybaveni pro analytickou
»koncovku je poc¢itatem fizeny ptistrojovy systém, ktery jak pfi instalaci, tak pfi udrzbé
vyzaduje specidlni znalosti a nastroje, které analytik nema. Je tedy nutnosti spoluprace
dodavatele (vyrobce, servisni organizace) a analytika. Vybaveni nelze vétSinou nékam
odvézt a provézt kalibraci a dalsi tkony, jako je to typické u méfeni fyzikalnich velicin.

Proto zéstupci analytické vefejnosti a prednich vyrobcl analytické instrumentace
vypracovali ¢tyfstupniové schéma péce o instrumentaci [5] specialné vyvinuté pro tuto
oblast —,,Kvalifikace instrumentace* (obr. 6.1). Toto schéma odrazi typické etapy vybéru
instrumentace, jeji instalace, prokazani parametri deklarovanych vyrobcem a posouzeni,
zda je instrumentace v poradku pro zamyslenou analytickou aplikaci.

Tomu odpovidaji jednotlivé etapy kvalifikace, které na sebe navazuji:

1. Kvalifikace navrhu (Design Qualification) — definuje pozadované funkcni
parametry pristroje a detaily postupu vybéru dodavatele.

2. Kovalifikace p¥i instalaci (Installation Qualification) — zahrnuje postupy instalace
pfistroje ve zvoleném prostiedi. Potvrzuje, Ze pfistroj byl v pofadku instalovan a Ze
vykazuje funk¢ni schopnost ve zvoleném prostiedi.

50



3. Funkéni kvalifikace (Operational Qualification) — je proces, ktery demonstruje, Ze
ptistroj funguje a vykazuje parametry vykonnosti dle své specifikace v prostredi, ve
kterém byl instalovan.

4. Provozni kvalifikace (Performance Qualification) — je proces, ktery ovéii, ze
pfistroj spolehlivé funguje v souladu se svou specifikaci pfi rutinnim pouZzivani pro
méfeni provadéna v laboratofi.

Toto schéma je hojné pouzivano jak vyrobci instrumentace, tak softwarového vybaveni,
V literatufe Ize nalézt clanky zabyvajici se naplni jednotlivych krokt pro konkrétni typ
analytické techniky. Vzdy se doporucuje provést ukony funkéni kvalifikace po navstéve
servisniho technika. Nékdy se tento model rozSifuje na celkovy Zzivotni cyklus
instrumentace, vcetn¢ jejiho vytrazeni viz obrazek 6.2.

Kvalifikace navrhu

v

Kvalifikace pofi instalaci

v

Funk¢ni kvalifikace

v

Provozni kvalifikace

Obrazek 6.2 Kvalifikace instrumentace

Zejména v oblasti chromatografickych technik se pouzivad pojem Systém suitability
testing — pro demonstraci celkové funkéni zptsobilosti analytického systému. Jedna se
¢asto o vyuZiti moznosti danych softwarovym vybavenim, kdy i béhem vlastni analyzy
1ze proveftit, zda ur¢ité vykonnostni parametry méficiho systému (napi. reten¢ni cCas,
pomeér S/N za definovanych podminek, G¢innost déleni jako pocet teoretickych pater nebo
rozliSeni dvou stanovenych pikd apod.) se pohybovaly béhem analyzy ve stanovenych
mezich.
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Pro pouZziti mimo soucasné meze kvalifikace, nebo nutny podstatny upgrade

Pravidelné nebo po pfesunu, vétsi
opravé, problému indikovaném QC

¥ I

Provéiuje navrh
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1
1
1
I
I
|
1
1
1
1
1

A4
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A4

Rekvalifikace

‘—| Pocdtecni kvalifikace |—"— pfi pouzivéni [ Vyrazeni

Obrazek 6.3 Zivotni cyklus instrumentace — 4Q model

6.5 Metrologicka konfirmace a management méreni

Pro tplnost je tieba podotknout, e norma CSN EN ISO 10012 [6] pouziva pro

pécCi o méfici pfistroje termin metrologicka konfirmace. Definuje ji jako soubor ¢innosti
pozadovanych pro zajisténi toho, aby métici vybaveni bylo ve shodé s pozadavky na jeho
zamyslené pouziti. Metrologicka konfirmace obecné zahrnuje kalibraci a ovéfovani,
jakékoli nezbytné sefizeni nebo opravu a naslednou rekalibraci, porovnani s
metrologickymi pozadavky na zamySlené pouziti vybaveni, stejné jako jakékoli
pozadované zapeceténi a oznaCovani Stitkem. Jak je vidét, konfirmace je tim nejSirSim
pojmem péce o métici vybaveni, pouziva se v téch piipadech, kdy nelze pfimétené pouzit
termin kalibrace nebo zahrnuje-li jak kalibraci tak i1 dal$i tkony, které se provadéji napf.
s elektrickymi méficimi piistroji.
Vyznamnou soucasti managementu méfeni je posouzeni potieby, rozsahu a Cetnosti
pfipadnych ,,mezilhitovych kontrol®“ k pribéZznému zjednodusenému potvrzeni, Ze
méfidlo se vyznamné neuchylilo mimo ramec specifikaci. Zejména v oblasti stopovych a
ultrastopovych analyz s vyuZzitim napt. GC, HPLC, GC/MS a LC/MS je nutné brat
v ivahu vyvoj stavu analytického méficiho systému. Casto se piistroje pouZivaji na
hranici svych schopnosti. Za téchto okolnosti je pravdépodobné, Ze je jejich vykonnost
niz$i nez ve stfedu pracovniho rozpéti. Pravidelné a Cast&jsi kontroly systému jsou pak
nezbytnosti. Vlastni kontrolu lze provadét nastroji fizeni kvality (QC) — typicky
kontrolnimi vzorky jako provérku vykonnosti celého méficiho analytického postupu nebo
u nékterych analytickych technik (napf. hmotnostni spektrometrie) pomoci testovacich
latek a postupli navrzenych specidlné k provéteni technického nastaveni dané
instrumentace. Pokud jsou takovéto zkousSky-testovani provadény v pravidelnych
intervalech, je mozné jejich vysledky a trendy vyhodné vyhodnocovat pomoci vhodnych
typt regulacnich diagrami. Hierarchii provéfovani spravné funkcnosti instrumentace
znéazornuje obrazek 6.4.
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QC

System
suitability tests

Validace analytického
postupu

Kvalifikace analytické
mstrumentace

Obrazek 6.4 Hierarchie ndstroji provérky analytické instrumentace (podle odkazu [T])

6.6 Validace softwaru

U pocitaovych systémi spojenych s analytickou instrumentaci se o¢ekava, ze uzivatel
ma pocitacovy systém pod kontrolou, systém otestoval a je schopen dolozit, ze ma
pozadovanou funkénost. Souhrnné€ je mozno konstatovat, Ze pro tuto specifickou oblast
neexistuji standardni pravidla, pfestoze v ramci riznych systémti managementu (ISO/IEC
17025, ISO 15189, GLP, GMP, GCP) byly formulovany dokumenty zabyvajici se timto
tématem. Je to dusledek rychlého vyvoje této technické oblasti, kdy pracné vytvorené
konsenzuélni dokumenty jsou zastaralé jiz pfi svém vzniku.

Uzivatel by v§ak m¢l v kazdém piipadé

e mit pocitacovy systém pod kontrolou,

e formulovat pozadovanou ¢innost, kterou ma systém vykonévat,

e proveérit systém (formou kvalifikace pfi instalaci, funkEnost a pfi vlastnim provozu),
e stanovit postupy udrzby a zabezpe€eni zmén.

V soucasné dob¢ se pouzivany software rozdéluje do n€kolika kategorii podle rizik, ktera
jeho pouZivani pfindsi, a tomu odpovida i rozsah validace, kterd by pied jeho pouZitim
m¢éla byt v laboratofi provedena, viz napt. [8,9]. Komeréni bézné dostupny software
(napft. textovy editor, tabulkovy procesor), obecné¢ pouzivany v ramci navrhovaného
rozsahu jeho pouziti, 1ze povazovat za dostateéné validovany [2]. Komeréni pfistrojovy
software se povazuje bud’ za validovany vyrobcem nebo dodavatelem instrumentace nebo
se vétSinou jeho validace provétuje v rdmci celkové validace pouzivaného analytického
postupu v laboratofi.
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Shrnuti

Péce o instrumentaci a dalSi vybaveni analytické laboratofe je jednim ze stézejnich
vlivt jak zajistit kvalitu analytickych vysledki.

U prevazné Casti instrumentace a vybaveni analytické laboratote je jeji odpoveédnosti
urcit a zdokumentovat zptisob péce a kalibrace téchto polozek a Cetnost téchto tikontl.
Pro tento ucel laboratof vychazi pfedevSim z informaci dodanych vyrobcem a
zpusobu pouziti.

Mohou existovat i polozky instrumentace a vybaveni analytické laboratote, které dle
zékonnych predpist jsou charakterem a zpisobem uziti klasifikovany jako stanovena
mefidla, napiiklad analytické vahy, odmérné nadobi i jiné. U nich zakonné piedpisy
a navazujici dokumenty stanovuji zptisob péce a jeji ¢etnost.

Vzhledem ke specifice instrumentace Vv analytické laboratofi se pouziva
nékolikastupnovy systém kvalifikace instrumentace, popisujici opatfeni pro zajiSténi
spravné funkcnosti instrumentace od nadkupu az k pouziti pro konkrétni analyticky
postup.

U pocitacovych systému spojenych s analytickou instrumentaci se ocekava, ze
uzivatel ma pocitacovy systém pod kontrolou. Komeréni bézné¢ dostupny software,
obecné pouzivany vramci navrhovaného rozsahu jeho pouziti, se povazuje za
dostate¢n¢ validovany.
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7 NEJISTOTA MERENI

7.1 Uvod

Nejistota méfeni patii spolu s metrologickou navaznosti a validaci postupu méfeni mezi
tii zakladni pilife zabezpeceni kvality vysledkti zkousek. Jeji vyhodnoceni neni rutinni
praci ani Cist¢ matematickou zalezitosti, ale zavisi na detailni znalosti podstaty métené
veliiny, pouzité metody ¢i metod a postupu meéfeni. Kvalita a uziteCnost nejistoty
uvadéné s vysledkem méteni tedy zasadné zavisi na pochopent, kritické analyze a souladu
vSech téch, ktefi se podileji na urceni jeji hodnoty.

Nejistota méreni poskytuje kvantitativni udaj o kvalité¢ vysledku méfeni. Zakladnim
ptedpokladem pouziti nejistoty méteni je kvantitativni odhad jeji velikosti podle jednotné
metodiky platné pro vSechny obory méfeni. Jeji definice podle VIM 3 [1] zni ,, nezaporny
parametr charakterizujici rozptyleni hodnot veliciny prirazenych k mérené veliciné na
zdkladé pouzité informace .

Definice je doplnéna 4 pozndmkami:

POZNAMKA 1. Nejistota méfeni zahrnuje slozky pochazejici ze systematickych vliva,
jako naptiklad slozky souvisejici s korekcemi a ptfidélenymi hodnotami veliCiny etalont,
stejné jako defini¢ni nejistotu. Nékdy nejsou odhadnuté systematické vlivy korigovany,
ale misto toho jsou zaclenény jako slozky ptidruzené nejistoty méteni.

POZNAMKA 2. Parametrem mtiZe byt napf. smérodatna odchylka nazvana standardni
nejistota méfeni (nebo jeji specifikovany nasobek), nebo polovina $ifky intervalu, ktery
ma stanovenou pravdépodobnost pokryti.

POZNAMKA 3. Nejistota méfeni obecné sestava z mnoha slozek. Nékteré z téchto slozek
sméji byt vyhodnoceny vyhodnocenim nejistoty mefeni zplisobem A ze statistického
rozdéleni hodnot veliCiny z fady métfeni a mohou byt charakterizovany smérodatnymi
odchylkami. Jiné slozky, které sméji byt vyhodnoceny vyhodnocenim nejistoty méfeni
zpusobem B, mohou byt také charakterizovany smérodatnymi odchylkami vypoctenymi
z funkci hustoty pravdépodobnosti zaloZzenych na zkuSenosti nebo jiné informaci.

POZNAMKA 4. Obecné se pro dany soubor informaci predpoklada, Ze nejistota méfeni
je pridruzena ke stanovené hodnot¢ veliCiny pritazené k méfené velic¢iné. Modifikace této
hodnoty ma za nasledek modifikaci ptidruzené nejistoty.

Nejistota je tedy parametr pfidruzeny k vysledku méfeni, ktery charakterizuje miru
rozptyleni hodnot, jez by mohly byt divodné pfisuzovany méfené veli¢ing. Parametrem
muze byt smérodatna odchylka, jeji nasobek nebo polovina §itky konfidenéniho intervalu
(intervalu spolehlivosti). Nejistota se obecné sklada z celé fady slozek, proto je nezbytné
uvést, co bylo pouzito pii jejim odhadu. To neznamend, Ze miizeme vybrat, které slozky
zahrneme a které ne. Vysledek méfeni se skladd ze dvou kvantitativnich Casti: 1.
naméfené hodnoty veliiny, Casto v podobé priméru nebo medidnu z jednotlivych
méfeni; a 2. nejistoty métend.

Pokud je uvadén vysledek zahrnujici i nejistotu, mize byt udan ve formatu (hodnota +
nejistota) s jednotkami. Napt. (5,5 £ 0,5) ml odpovida intervalu 5,0-6,0 ml. Nejistotu Ize
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interpretovat jako interval, ve kterém ptedpokladdme, Ze lezi prava hodnota métené
veli¢iny.

Dulezité je rozliSovat mezi chybou a nejistotou (obr. 7.1). Chyba je definovana jako
merend hodnota veliciny minus referencni hodnota velic¢iny [1], tedy rozdil mezi
jednotlivym vysledkem a skute¢nou hodnotou méfené veliiny. V praxi je pozorovana
chyba méfeni dana rozdilem mezi pozorovanou a referencni hodnotou. Jako takova — at’
jiz teoreticka €i pozorovana — ma chyba diskrétni hodnotu. Nejistota mé na druhé strané
podobu rozsahu nebo intervalu a muze se vztahovat ke v§em stanovenim, jestlize byla
odhadnuta pro dany analyticky postup a definovany typ vzorku. Hodnota nejistoty
nemtize byt obecné¢ pouzita ke korekci vysledku méfenti.

rozdil yg -y y-U...y+U
chyba interval nejistoty
= N
y-U ¥r y y+U

L
A
Y

referencni hodnota (yg)
(nejlepsi odhad skutecné hodnoty)

naméiena hodnota (y)

Obrazek 7.1. Vztah mezi métenou hodnotou Yy s udanou nejistotou a referen¢ni hodnotou

Pivodné vychazelo vyhodnoceni nejistoty métfeni z predpokladu, ze se pii méfeni
uplatiiuji pouze ndhodné chyby, napt. malé rozdily pfi opakovaném odmétovani objemu
pipetou. Takto odhadnuta variabilita (ve formé konfiden¢niho intervalu primérné
hodnoty) neodrazi vSechny vlivy, které se v méticim procesu uplatnuji. Proto je tifeba pii
vyhodnocovani nejistoty vzit v uvahu i systematické vlivy, které zptisobuji odchyleni
vysledkl od pravé hodnoty vZdy jednim smérem (napf. chemikalie pouZita pro piipravu
standardu nema pfedpokladanou cistotu). Nékdy je moZné systematické vlivy korigovat,
tim odstranit nebo vyrazné snizit systematickou chybu a take jeji ptispévek do nejistoty
méfeni.

Nejistotou méfeni se zabyva i norma CSN EN ISO 17025:2018, ktera v odstavci 7.6.3
uvadi: Laborator provadejici zkouseni musi vyhodnocovat nejistoty méreni. Tam, kde
zkuSebni metoda neumoznuje rigorosni vyhodnoceni nejistoty mereni, musi se provest
odhad na zakladé pochopeni teoretickych principii metody nebo praktickych zkusenosti z
provadeni dané zkusebni metody.

56



K odstavci je ptfipojena poznamka 2, ze které je ziejmé, ze nejistotu obvykle u rutinnich
analyz nevyhodnocujeme pro kazdy vzorek, ale pro danou stabilni konfiguraci méficiho
systému (méfici postup) a ziskany odhad pfifazujeme kazdému vysledku.

POZNAMKA 2 U konkrétnich metod, u kterych nejistota vysledkii méfent byla stanovena
a ovérena, neni tieba vyhodnocovat nejistotu merent pro kazdy vysledek, pokud laborator
miuize prokazat, Ze identifikované kritické ovliviiujici faktory jsou pod kontrolou.

Pokud je nejistota méfeni vyjadiena jako smérodatnd odchylka, nazyvame ji standardni
nejistotou pro veli¢inu Xi a oznacujeme ji U(X;). Zakladnim dokumentem popisujicim
obecné zpiisoby vyhodnoceni nejistoty méteni nejen v chemickych laboratotich je Pokyn
ISO pro vyjadieni nejistoty méteni z roku 1995, tzv. GUM (z anglického Guide to the
expression of uncertainty in measurement) [2]. Tento pokyn uvadi dva rozdilné zptisoby
vyhodnoceni nejistoty. Vyhodnoceni zpiisobem A pouzivd statistickou analyzu
opakovanych mérfeni a vyhodnoceni zpiisobem B pouziva jinou metodu. Naptiklad
smérodatnd odchylka vypocitand z vysledki opakovanych meétfeni jednoho vzorku
(polozky zkouseni) je ptikladem vyhodnoceni zpisobem A. Pouziti nejistoty uvedené u
certifikované hodnoty referencniho materidlu slouziciho ke kalibraci je ptikladem
zpusobem A ¢i B je skutecnost, Ze bez ohledu na pouzity zptisob se pti dalSich vypoctech
S nejistotami pracuje stejné, jsou pievedeny na standardni nejistoty a kombinovany
patficnym zptusobem. Specifika chemickych méfeni si vyzadala prirucku, kterd by
laboratofim usnadnila interpretaci 1ISO GUM v oblasti chemickych méfeni. Jeji tieti
vydani vyslo v ¢estin¢ jako KVALIMETRIE 19 [3].

7.2 Principy ISO GUM pro vyjadiovani nejistoty méreni

Zakladni kroky pti vyhodnoceni nejistoty méteni 1ze popsat nasledovné [3]:
1. Specifikace méfené veli€iny (jasny popis toho, co se bude méfit)

2. Identifikace zdrojt nejistoty (dle postupu méfeni a rovnice méteni)

3. Kvantifikace slozek nejistoty

4. Vypocet kombinované standardni nejistoty Uc(Y) a rozsifené nejistoty U

V nasledujicim textu se na jednotlivé kroky podivame podrobné;i.

7.2.1 Specifikace méfené veli¢iny

Métenou veli€¢inou je obvykle koncentrace studovaného analytu. Obvykle je dilezité
vyjasnit si, jestli studovanou veli¢inou je celkové mnozstvi analytu pifitomného ve
vzorku, nebo mnozstvi extrahované za pouziti specifikovaného postupu (napf. je rozdil
mezi celkovym mnozstvim a extrahovatelnym mnozstvim kadmia ve vzorku). Stejné tak
je dulezité, zda se vysledek ma vztahovat pouze na laboratorni vzorek, nebo na vetsi sérii
vzorkl ¢i plochu (napf. sedimenty Vv piehrad€). V takovych piipadech je tteba zahrnout
do vyhodnocovani nejistoty i vlivy vzorkovani, viz kapitola 10.
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7.2.2 I1dentifikace zdroji nejistoty

Vétsina analytickych vysledkii se vypocitd z jinych veli¢in, jako jsou hmotnost, objem,
koncentrace ¢i plocha piku. Zacindme tim, Ze si napiSeme rovnici pouzitou pro vypocet
vysledku. Pokud najdeme dalsi dualezit¢ vlivy, pfidame je do rovnice. Je-li naptiklad
specifikovan cas extrakce, ktery muze ovlivnit vysledek, pfidame clen rozdil od
definovaného ¢asu extrakce. Tyto ¢leny mohou byt aditivni, anebo pokud vzorec zahrnuje
nasobeni a déleni, mohou mit nasobici efekt. V praxi davame t€émto ¢lenim hodnotu 0
Vv ptipad¢ aditivniho vlivu nebo 1 v pfipadé nasobiciho vlivu. Dulezité vsak je, ze
zapocitdvame jejich nejistotu do celkové bilance. Tento celkovy vzorec nazyvame
rovnice méfeni a obecné jej piSeme

y =f (X1, X2, ..., Xn), (7.1)

kde X1, X2, ... jsou jednoduse veli¢iny ovliviwujici vysledek y a f () zndzornuje rovnici
nebo funkci mezi témito veli¢inami. Naptiklad, predstavme si, ze chceme zjistit hustotu
ethanolu peton pii 25 °C zvazenim znamého objemu V ve vhodné odmérné nadobé
uchovéavané pii 25 °C. Pro jednoduchost ptfedpokladejme, Ze hustotu pocitdme z Cisté
hmotnosti ethanolu meton, coz bézné zahrnuje dvé vazeni, ale pro zjednoduseni budeme
pocitat pouze s Cistou hmotnosti ethanolu, tedy rozdilem plné a prazdné odmérné nadoby.
Predpokladejme také, ze do odhadu nejistoty méteni chceme zahrnout i preciznost, a
proto provedeme nékolik opakovanych doplnéni odmérné nadoby a zaznamename teplotu
pii kazdém vazeni. Hustotu pak vypocéitame z rovnice 7.2:

PEtOH = MetorH/V (7.2)

Pro ndzornost budeme déle uvazovat pouze tii vlivy: kalibraci zatizeni, teplotu kapaliny
a preciznost stanoveni. Kalibrace zafizeni pro vaZeni a odméfovani objemu v principu
zahrnuje korekci nominalniho objemu nebo indikované hmotnosti, tedy pro hmotnost
malou aditivni korekci dm a pro objem dv. V bézné analytické praxi se tyto korekce
obvykle neprovadi, protoze se piredpokladd, Ze jsou zanedbatelné a zahrnuté v nejistote
uvedené v kalibraénim certifikatu. Pokud je tfeba korekci zahrnout, neni nutné ménit
rovnici (7.2), kalibra¢ni nejistoty hmotnosti a objemu se pouze zahrnou do rovnice (7.2).
Je ale znamo, Ze teplota mize vysledek ovlivnit. Mohli bychom zahrnout jednoduchy
nasobici faktor, abychom zahrnuli vliv teploty. V tomto piipad€ vSak znadme pfiblizny
vliv zmény teploty na hustotu a vime, ze zahrnuje koeficient tepelné roztaznosti ethanolu
oetoH. Rovnice (7.2) se pak zméni

PEtoH = Metor/V / [1 — (t — 25) aetoH], (7.3)

kde t je aktualni teplota kapaliny ve °C. Ocekavame, ze méteni je provadéno pii 25 °C,
takze vysledek hustoty se nezméni, ale nejistota spojena s méfenim teploty (zahrnujici
nejistotu teplotni kalibrace) miize byt zahrnuta do rozsitené podoby funkce méteni (rovn.
7.3). Doposud jsme nezvazovali celkovou preciznost méteni. V principu bychom mohli
zahrnout preciznost méfeni hmotnosti, objemu a teploty do odhadované nejistoty pro
kazdy z ¢lenti. Vzhledem k tomu, Ze chceme pouzit pozorovanou nejistotu mefeni, nebylo
by to praktické. Misto toho rozsifime rovnici 7.3 o ¢len popisujici ndhodnou variabilitu
meteni hustoty
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Petor = Metor/V [ [1 — (t— 25) aEton] + €p, (7.4)

pficemz ocekavana hodnota e, je nula, ale bude mit standardni nejistotu rovnou
pozorované smérodatné odchylce z provedenych opakovanych méieni. Rozsifena rovnice
(7.4) nyni ukazuje, jak jednotlivé slozky nejistoty mohou ovlivnit celkovy vysledek.
Ziskali jsme funkci méfeni, kterou mtiizeme pouzit pro odhad nejistoty.

Mezi typické zdroje nejistoty patii:

- vzorkovani,

- podminky a doba skladovani,

- vlivy pfistroji (meze piesnosti, kalibrace vah, regulace teploty),

- Cistota chemikalii,

- uvazovana stechiometrie (odchylky od pfedpokladané stechiometrie reakce),
- podminky méfeni (napf. vliv teploty pfi praci s odmeérnym sklem),

- vlivy vzorku (matrice, vytéZnost),

- vlivy vypoctu (volba kalibraéniho modelu, zaokrouhlovani mezivysledk),
- vlivy operatora,

- korekce na slepy pokus,

- ndhodné vlivy.

Vhodnym nastrojem pro grafické zndzornéni jednotlivych uvazovanych vlivi je
Ishikawiiv diagram. Jedna se o jednoduchy graficky nastroj nazyvany téz diagram pficin
a nasledkl nebo diagram rybi kost (fishbone) pro jeho vzhled, a ukazka je uvedena déle
v textu, obr. 7.3.

7.2.3 Kvantifikace sloZek nejistoty

Dalsim krokem je kvantifikovani nejistoty z identifikovanych zdroji. Toho 1ze dosahnout

[3]:

e Vyhodnocenim nejistot pochazejicich z kazdého jednotlivého zdroje a dale jejich
sloucenim. Tento pfistup se také oznacuje ,,zdola nahoru®, ptistup modelovanim nebo
sloZzka po sloZce. Je zaloZzen na komplexnim matematickém modelu postupu méfent,
kdy kazdy prispévek k nejistoté se vaze na urcenou vstupni veli¢inu. Prispévky k
nejistoté se vyhodnocuji jednotliveé a pak se slucuji.

e Piimym stanovenim kombinovanych piispévkill nejistoty vysledku z n€kterych nebo
ze vSech zdroju s vyuzitim udaji o vykonnosti. Tento pfistup byva oznacovan jako
empiricky nebo ,,shora doli*“. VyuZzivaji se tdaje z valida¢ni studie (hlavné preciznost
a vychyleni), z dlouhodobého sledovéani preciznosti postupu pomoci regulacnich
diagramii, =z UcCasti  laboratofe = v mezilaboratornich  porovnanich  nebo
mezilaboratornich valida¢nich studii.

V praxi je obvykle vyhodné oba pfistupy kombinovat.
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Pristup ,,zdola nahoru

Opakovana pozorovani (méteni) Ize vyuzit k vypoctu smeérodatnych odchylek, které 1ze
obvykle pouzit pfimo jako odhad nejistoty (vyhodnoceni typu A). Nicméné pro
vyhodnocovani typu B jsou obvykle pouzivany informace v jiné podob¢. Napt. informace
o nejistot¢ v kalibracnich certifikatech nebo tolerance od vyrobce se obvykle uvadéji
V podobé limiti nebo intervalli spolehlivosti. Pro pfevod téchto udaji na standardni
nejistotu u se pouzivaji nasledujici pravidla:

- Smérodatnd odchylka Sz n pozorovani, ktera jsou primérovana tak, aby poskytla
sttedni hodnotu nebo pokud je vysledek prevedeny na standardni nejistotu stfedni
hodnoty, coz je smérodatna odchylka primeéru, kterou ziskame délenim smérodatné
odchylky odmocninou z n, tedy s/v/n.

- Nejistota pfislusejici ndhodnym zménam pro jedno pozorovani musi byt ziskana ze
standardni nejistoty pro podobny material nebo z preciznosti béhem valida¢ni studie.
Naptiklad pokud validace poskytne relativni smérodatnou odchylku s*, nejistota jedné
hodnoty x je vzhledem k ndhodnym zménam X-s".

- Pro toleranci x + a je ux = a/V/3. Tento vztah je disledkem predpokladaného
rovnomérného rozdéleni, viz kapitola 11. Za ptedpokladu, ze hodnoty lezi s vétsi
pravdépodobnosti blizko X, doporu¢uje GUM pouzit trojihelnikové rozdéleni a
standardni nejistota se pak vypogita ux =a/ V6.

-V ptipad¢ intervalu spolehlivosti x + d vypocitaného s pouzitim oboustranného
Studentova t rozdé€leni, se standardni nejistota vypoéte Ux = d/t. V piipadée, Ze
nezndme pocet stupnil volnosti pro vypocet intervalu spolehlivosti, 1ze v ptipadé 95
% intervalu spolehlivosti pouzit t = 1,96 pro nekone¢ny pocet stupnd volnosti.

- Pokud je uvedena rozsifena nejistota U ve formé x + U, ziskdme standardni nejistotu
délenim koeficientem rozsiteni, tedy ux = U/K. Pokud neni koeficient rozsiteni znam,
obvykle pouzivame k = 2.

Tato pravidla jsou shrnuta vtabulce 7.1. Statistické zaklady k jednotlivym
pravdépodobnostnim rozdélenim jsou uvedeny v kapitole 11.

Priklady [4]:

1. Ctyﬁ vysledky stanoveni aflatoxinu v potraviné (2,1; 1,9; 2,2; 2,2 mg kg?) jsou
primérovéany a poskytly primérnou hodnotu 2,10 mg kg*. Smérodatna odchylka je
0,14 mg kg*. Vzhledem k tomu, Ze vysledek je uvadén ve formé priméru, standardni
nejistota je 0,14/v/4 = 0,07 mg kg™.

2. Stupnice teploméru je délena po celych °C, takZe ode€itani k nejbliz§imu stupni bude
vzdy spravné na + 0,5 °C. To pfedstavuje rovnomérné rozdéleni, kde a = 0,5 °C.
Standardni nejistota pfidruzena k odeéitani teploty z teploméru bude u = 0,5/ V3 =
0,29 °C.

3. Certifikovany kalibraéni roztok ma obsah olova 1000 mg It s95% intervalem
spolehlivosti 1000 + 3 mg I'1. Poget stupiili volnosti neni uveden, standardni nejistota

(za predpokladu nekone¢ného poctu stupiiti volnosti) je
3/1,96 = 1,53 mg I'L.
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Tabulka 7.1 Zpasoby pievodu udaji na standardni nejistotu [4]

Informace Piedpokladané Standardni nejistota
rozdéleni
Smérodatna odchylka s z opakovanych normalni sl/n, kde n je pocet opakovani
méfeni
Tolerance x + a, neoekavame s vétsi rovnomerné a3
pravdépodobnosti hodnoty blizko x
Tolerance x + a, o¢ekavame s vétsi Trojuhelnikové a/ V6
pravdépodobnosti hodnoty blizko x
Interval spolehlivosti x + d, pouze normalni d/z, kde z je kvantil normalniho
hladina spolehlivosti 1-a je znama rozdéleni, pro 1-a =95 % jez =
1,96
Interval spolehlivosti x + d, pocet stupindt | Studentovot | d/t, kde t je hodnota Studentova
volnosti a hladina spolehlivosti 1-o jsou rozdéleni
znamy
Rozsitena nejistota U s koeficientem normalni U/k
rozsifeni k

Pristup ,,shora dolit “

Stru¢né si predstavime nékolik postupt, které se oznacuji jako postupy shora doll a patii
v praxi chemickych méfeni mezi hlavni nastroj vyhodnocovani nejistot. Vychazeji
Z udaju, které jsou v laboratofi k dispozici. Lze je rozdélit do dvou skupin:

1.  wvnitrolaboratorni:
a) pouziti Gdaji z validaéni studie, kde se pomérné Casto pouziva analyza
certifikovanych referenénich materialti a nejistotu méfeni ziskame propagovanim
udajti o pravdivosti (vychyleni) a preciznosti,
b) kombinace udaji z validac¢ni studie spolu stdaji o fizeni kvality (napf.
z regulacnich diagramt).

2. mezilaboratorni:

a) postup s pouzitim dat z mezilaboratornich zkoumani vykonnosti postupu méfeni
(napf. preciznost podle ISO 5725 a nejistota z vychyleni dalSich faktort
nezohlednénych v mezilaboratornim porovnavani podle ISO TS 21748),

b) postup s vyuzitim tdaji z mezilaboratornich zkouseni zpusobilosti.

V néekterych novych normach ISO je uvadéna nejistota méteni pfimo v normée. Laboratofi
pak stac¢i prokazat, Ze jeji nejistota je obdobné velka nebo mensi nez hodnota uvedend v
normé. V mnoha normach je uvedena hodnota smérodatné odchylky reprodukovatelnosti
ziskand mezilaboratornim porovnanim podle ISO 5725 a tuto smérodatnou odchylku l1ze
pouzit jako odhad standardni nejistoty (podle ISO/TS 21748). Nicméné kazda laboratot
musi provést odhad své vlastni nejistoty méteni. Pro laboratote, které métici postup
rutinn€ pouzivaji, lze doporucit pfistup s vyuZzitim dat z vnitrolaboratorni validace nebo
kombinovani udaji o mezilehlé preciznosti (nékdy oznacované jako vnitrolaboratorni
reprodukovatelnost) z interniho fizeni kvality a udaji o vychyleni ziskanych z vysledki
zkouseni zpusobilosti nebo v pribehu validace.
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7.2.4 Vypocet kombinované a roz§ifené nejistoty

Vypocet kombinované nejistoty

Pokyn ISO GUM kombinuje standardni nejistoty s vyuzitim zdkona o propagaci, ktery se
ve statistice bézné pouziva pro kombinovani rozptyli. Obecnym vztahem mezi
kombinovanou standardni nejistotou uc(y) hodnoty y a nejistotami navzajem
nezavislych parametrii X1, X2, ...Xn na nichz zavisi, uvadi rovnice (7.5)

Uc(y(xl,xz,.,.)):\/;(lizTi)z, (7.5)

kde y(X1,Xz,..) je funkci né€kolika proménnych X1, Xz..., Ci je citlivostni koeficient vypocteny
jako c¢i = 0yloxi, parcialni diferencial y podle xi, a u(y,xi) je nejistota y pochazejici z
nejistoty x;. Piispévek kazdé proménné u(y,Xi) je pak Etvercem piidruzené nejistoty
vyjadiené ve formé smérodatné odchylky nasobeny ¢tvercem piislusného citlivostniho
koeficientu. Tyto citlivostni koeficienty vyjadiuji, jak se méni hodnota y se zménou
parametrt X1, X, atd.

vvvvvv

u(y(x,;.0) = \/Zc?u(xi)z £ Y60 U, X ) o (7.6)

i=1,n i,k=Ln
izk

ve které u(xi,x«) je kovariance mezi X; a X, a Ci a Cx jsou citlivostni koeficienty.

V nékterych ptipadech se obecné vyrazy pro kombinovani nejistot redukuji do mnohem
jednodussi formy. Uvadime dvé jednoducha pravidla pro slu€ovani nejistot.

Pravidlo 1 pro modely, které zahrnuji pouze s¢itani nebo rozdil veli¢in, napiiklad y = (p
+( -1 +...), je kombinovana nejistota uc(y) dana (rovn. 7.7):

uc() = Vu@)? + u(@)? + u()? + - (7.7)

Pravidlo 2 pro modely, které zahrnuji pouze souéin ¢i podil, napt. y = (p-q-r ...) neboy =
p/(qgr-...), je kombinovana standardni nejistota uc(y) popsana rovnici 7.8:

uc(y)zy\/[L;’)j +(@j +(@j Fo (7.8)

kde (u(p)/p) atd. jsou nejistoty parametrti vyjadiené jako relativni smerodatné odchylky.

S odecitdnim se zachéazi stejné¢ jako se s€itdnim a podobné s délenim stejné jako
s ndsobenim. Pravidlo 1 vyjadiené graficky neni nic jiného nez Pythagorova véta.
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Priklady:

1. Metoda pozaduje 100 mg vnitiniho standardu, ktery se vadzi na Ctyfmistnych
analytickych vahach. Kalibrac¢ni certifikat poskytuje udaj o standardni nejistote
0,0002 g. Tento udaj nezahrnuje preciznost pro opakované vazeni. Proto bylo
nékolikrat zvazeno 100 mg zavazi a vypoctena smérodatnd odchylka 0,000071 g,
kterou lze pouzit ptimo jako odhad standardni nejistoty pridruzené preciznosti vazeni.
Mame tedy dva ptispévky pfispivajici svou nejistotou aditivné k celkové nejistoté
vazeni, proto pouzijeme pravidlo 1 kombinujici absolutni nejistoty. Kombinovana
standardni nejistota vazeni uc(m) je proto

ue(m) = 1/0,00022 + 0,0000712 = 0,00021 g

2. Nominalni koncentrace roztoku organické latky ma byt 1000 mg I a je vypoétena
z hmotnosti analytu m a objemu odmérné banky V pouzité pro ptipravu roztoku
standardu. Koncentraci vypocitame ze vztahu ¢ = 1000-m/V (pro jednoduchost
zanedbavame nejistotu molekulové hmotnosti organické latky). Bylo navazeno 100,4
mg latky se standardni nejistotou 0,21 mg a byla pouzita 100 ml odmérna banka se
standardni nejistotou 0,16 ml. Protoze se ve vztahu jednd o ndsobeni a déleni,
pouzijeme pravidlo 2 kombinujici relativni nejistoty. Kombinovanou standardni
nejistotu koncentrace uc(c) vypocteme nasledovné:

u.(c 0,21 0,16
() _ j( )2 =0,0026

2
c 100,4) * (100

a protoze koncentrace ¢ = 1000-100,4/100 = 1004 mg I"%, je uc(c) = 0,0026-1004 = 2,6 mg
I,

Pro vypocet kombinované nejistoty slozitych modelli méfeni l1ze provést vypocet popsany
Kragtenem s vyuzitim béZzné dostupného tabulkového procesoru (napit. Microsoft Excel),
ten je vCetné piikladu popsan v kapitole 11 nebo pomoci simula¢ni metody Monte-Carlo.
Podrobnosti o metodé¢ Monte-Carlo Ize nalézt v KVALIMETRII 19 [3].

Vypocet rozsirené nejistoty

Obvykle se s vysledkem uvadi rozsifena nejistota U, definovana ve VIM 3 jako soucin
kombinované standardni nejistoty méreni a koeficientu vétsiho nez cislo 1. Rozsifena
nejistota poskytuje interval, ve kterém s vysokou mirou spolehlivosti lezi hodnota métené
veli¢iny. Hodnotu U ziskdme vyndsobenim kombinované standardni nejistoty méfeni
uc(y) koeficientem rozsifeni k, tedy U = kuc. Volba koeficientu k vychazi z pozadované
konfiden¢ni trovné, pro 95% turovei je k = 2. Pokyn ISO GUM pro piipady naro¢nych
méfeni doporucuje pouzivat efektivni pocet stupiii volnosti a misto k = 2 ptislusSnou
hodnotu  Studentova t. Obecné¢ pro velicinu Y se vysledek uvadi
Y =y + U, pfi¢emz Uidaj za + je prave rozsifend nejistota, coz je tteba pro jednoznacnost
uvést. Nekteré laboratofe zavedly udavani nejistoty relativné v procentech. V praxi je
pouze ziidka prospéSné uvadet nejistotu na vice nez 2 platné ¢islice. Vysledek se pak také
patiicn€ zaokrouhli v souladu s udavanou nejistotou.

63



Zavérem je vhodné poznamenat, Ze pro vétSinu instrumentalnich metod je nejistota
umérna koncentraci, a proto se obvykle pro koncentrace dostate¢né vysoko nad mezi
stanovitelnosti (LOQ) uvadi relativni nejistota v procentech, zatimco na urovni LOQ je
vhodnéjsi uvadét absolutni nejistotu, tedy v jednotkach koncentrace.

Priklad:

Koncentrace 1004 mg I vypoétena vyse ma standardni nejistotu 2,6 mg I. Pro piiblizng
95%-ni spolehlivost je koeficient rozsifeni k = 2. Rozsifena nejistota je tedy 2-2,6 = 5,2
mg I. Po zaokrouhleni bychom vysledek uvedli 1004 + 5 mg 1. (Poznamenejme jests,
7ze pii zaokrouhlovani nejistoty se z duvodu opatrnosti zaokrouhluje nahoru, tedy
vysledek je 1004 + 6 mg 1))

7.3 Priklady pro pristupy ,,zdola nahoru“ a ,,shora doli*

Piiklad odhadu nejistoty pristup zdola nahoru je vypocet nejistoty hmotnostni
koncentrace kalibra¢niho standardu kadmia. Tento ptiklad je pfevzat z KVALIMETRIE
19 [3], kde Ize najit fadu dalSich ptikladl. Soucasné predstavime zplisob vypoctu nejistoty
zakladnich operaci (vazeni a odméfovani objemu®). Pfiprava standardniho roztoku je
znazornéna na obrazku 7.2.

O¢istéte povrch kovu

Rozpust'tea zied'te

Navazte kov I

Vysledek I

Obrazek 7.2. Piiprava standardniho roztoku kadmia

M¢étenou veliCinou je v tomto piikladu koncentrace standardniho kalibracniho roztoku,
ktera zavisi na navazce vysoce Cistého kovu (Cd), jeho Cistoté a objemu kapaliny, ve které
byl rozpustén. Koncentrace je dana rovnici 7.9

~1000-m-P

= mg I, (7.9)

® Detaily k odhadu nejistoty objemovych operaci véetné MS Excel souboru, ktery vypocty
umoziuje provest, uvadi: Metodicky list 1 — Odhad nejistoty objemovych operaci. EURACHEM-
CR 2018. http://www.eurachem.cz/metodicke-listy.php
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kde ccq je koncentrace kalibraéniho standardu (mg ), 1000 pievodni faktor z ml na 1, m
hmotnost vysoce Cistého kovu v mg, P ¢istota kovu jako hmotnostni zlomek a V objem
roztoku kalibra¢niho standardu v ml. Identifikace a rozbor zdroji nejistoty je znazornéna
na obrazku 7.3.

Cistota

\%
teplota — >
kalibrace —>
opakovatelnost————>
y

s

> C(cd)

Mara)

linearita—/

opakovatelnost
cithyest —>/ p: opakovatelnost

kalibrace m kalibrace

Obrazek 7.3. Nejistoty pii priprave standardu Cd (Ishikawtv diagram)

Cilem tohoto kroku je vyjmenovat vSechny zdroje nejistoty pro kazdy z parametri
ovliviiujicich hodnotu méfené veli¢iny. Cistota kovu (Cd) je uvedena v certifikatu
vyrobce jako (99,99 £0,01) %. P je tudiz (0,9999 £ 0,0001). Druhy krok ptipravy spo¢iva
V navazeni velmi ¢istého kovu. Je tieba pfipravit 100 ml roztoku kadmia o koncentraci
1000 mg It. Odpovidajici hmotnost kadmia se uréi diferenénim vazenim, které poskytlo
m = 0,10028 g. V literatute vyrobce se uvadéji tfi zdroje nejistoty pro diferenéni vazeni:
opakovatelnost, odcitatelnost (digitalni rozliSeni) stupnice vah a ptispévek pochazejici
z nejistoty kalibra¢ni zavislosti vah. S objemem roztoku odméfovanym v odmérné bance
jsou spojeny tii hlavni zdroje nejistoty: nejistota certifikovaného vnitiniho objemu baiiky,
variabilita dopliiovani bainky po znacku, rozdil teplot roztoku a barnky od teploty, pfi niz
byl obsah baiiky kalibrovan.

V dalsim kroku je velikost kazdého potencialniho zdroje nejistoty bud’ pfimo zméfena,
nebo odhadnuta na zéklad€ pfedchozich experimentalnich vysledki, nebo odvozena na
zéklad¢ teoretické analyzy.

1. Cistota kadmia je deklarovana v certifikatu jako 0,9999 + 0,0001. JelikoZ neexistuje
7zadna dalsi informace o hodnoté uvadéné nejistoty, piredpokldda se rovnomérné
rozdeleni.

0,0001

NE)

2. Nejistotu spojenou s hmotnosti kadmia Ize odhadnout s pouzitim udaji kalibra¢niho
certifikatu (typ B, rovnomérné rozdéleni) a nejistotou opakovatelnosti vazeni (typ A,
normalni rozdé€leni) na 0,05 mg.

u(P) = =0,000058

3. Objem ovliviiyji tfi hlavni vlivy: kalibrace, opakovatelnost a teplota.

Kalibrace: Vyrobce deklaruje hodnotu objemu banky (100 + 0,1) ml, mé&feno pii teploté
20 °C. Hodnota nejistoty je uvedena bez konfiden¢ni tirovné nebo informace o rozdéleni,
je tedy nutné ucinit predpoklad o rozdéleni. Pro tento pfipad je standardni nejistota
vypoctena za predpokladu trojuhelnikového rozdéleni.
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0,1ml

/6

Opakovatelnost: Nejistota spojend s variabilitou dopliovani mize byt odhadnuta
z experimentl opakovatelnosti s typickym vzorkem pouzité banky. Série 10 experimentt
doplnéni a zvazeni typické 100 ml banky poskytla smérodatnou odchylku 0,02 ml. Ta
muze byt pfimo pouzita jako standardni nejistota.

=0,04 ml

Teplota: Podle vyrobce byla banka kalibrovana pii teploté¢ 20 °C, zatimco teplota
Vv laboratofi se méni v rozmezi +4 °C. Nejistota odpovidajici tomuto vlivu mize byt
vypoctena z odhadu teplotniho rozsahu a koeficientu objemové roztaznosti. Objemova
roztaznost kapaliny je mnohem vétsi nez objemova roztaznost banky a je proto mozné
uvazovat jen tu prvni. Koeficient objemové roztaznosti vody je 2,1-10* °C2, coz vede ke
zménam objemu rovnajicim se

+(100-4-2,1-10") = + 0,084 ml

Standardni nejistota se vypocte za pifedpokladu rovnomérného rozdéleni zmén teploty,

tedy
0,084 ml

J3

Abychom ziskali standardni nejistotu u(V) objemu V, je tfeba tyto tii ptispévky sloucit

=0,05ml

u(V) =1/0,04> +0,02% +0,05% = 0,07 ml

Vypocet kombinované standardni nejistoty

Koncentrace ccq je dana rovnici 7.9. Mezivysledky, jejich standardni nejistoty a relativni
standardni nejistoty jsou shrnuty v tabulce 7.2. Vychdzejice ztéchto hodnot je
koncentrace kalibra¢niho standardu rovna

~1000x100,28x0,9999

=1002,7 mg 1.
100,0

Cd

Pro tento jednoduchy multiplikativni vyraz se nejistoty jednotlivych komponent slucuji

podle rovnice 7.8:
U (Ccy) _ J(u(P)f{u(m)jﬁ(u_(V)jz
Ced P m \

= J 0,000058> +0,0005* +0,0007> = 0,0009

Uc(Ced) = Ccq - 0,0009 = 1002,7 - 0,0009 = 0,9 mg I

Rozs§itena nejistota Uecd) se ziskd vyndsobenim kombinované standardni nejistoty
koeficientem rozsiteni 2. Ucca) = 2-0,9 = 1,8 mg I'%.

66



Tabulka 7.2. Hodnoty a nejistoty k piikladu

Popis Hodnota x u(x) u(x)/x
Cistota kovu P 0,9999 | 0,000058 | 0,000058
Hmotnost vzorku m (mg) 100,28 0,06 mg | 0,0005
Objem vzorku V (ml) 100,0 0,07 ml 0,0007

Moznosti vyhodnoceni nejistoty méteni pristupem shora dolii si ukdZzeme na vyuziti
vnitrolaboratornich udaja jednak z validace, jednak zfizeni kvality a zkouSeni
zpusobilosti.

Vratme se k vyhodnoceni nejistoty pro vnitrolaboratorni validaci, kde mize byt nejistota
odhadnuta jako odmocnina souctu ¢tvercti smerodatné odchylky Srw, charakterizujici
preciznost méfeni a odhadu vychyleni b (z anglického bias) podle rovnice 7.10

u= /s,%w + uf (7.10)

V nejjednodussim ptipadé, kdy je k dispozici pouze jeden vysledek zkouseni zpuisobilosti
(PT), mlze byt pocateéni odhad nejistoty vytvoien ze zjisténé odchylky a
vnitrolaboratorni preciznosti. ZlepSeni lze pak provést na zaklad¢é vysledkt z dalSich
ucasti v PT. Pokud pii validaci pouzivame matricovy CRM, lze nejistotu vychyleni
vypoditat z rovnice 7.11:

2
u, = JAZ + Uy + %, kde (7.11)
A je rozdil priméru z opakovanych meéfeni CRM a certifikované hodnoty, u.r standardni
nejistota certifikované hodnoty CRM a s pfedstavuje smérodatnou odchylku z n
opakovanych méteni CRM.

Priklad [5]: V pribéhu validace postupu méfeni na stanoveni PCB v sedimentech
pomoci GC/MS byl opakované analyzovan kontrolni vzorek na koncentra¢ni trovni
150 pg kgt a poskytl srw = 9 %. Méfeni kontrolniho vzorku zahrnovalo vsechny kroky
postupu s vyjimkou suseni vzorkti sedimentu. Dale byl analyzovan CRM s certifikovanou
hodnotou 152 + 14 ug kg (rozsitend nejistota, k = 2). Bylo provedeno 22 analyz tohoto
CRM sprimémou hodnotou 144 pg kg! a smérodatnou odchylkou
s = 8 %. Nasim ukolem je vypocitat rozSitenou nejistotu vysledki tohoto méficiho
postupu.

Za¢neme vypodétem up: A = 152-144 = 8 ug kg!, relativné 5,3 % (8/152 = 0,053, tj. 5,3
%), Uref = 14/2 = 7 ng kgl relativné 4,6 % (7/152 = 0,046, tj. 4,6 %).

w, = [532+ 462+ £=722
22

Kombinovanou standardni nejistotu pak vypocitame

u= 4924+ 7222=11,5%
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Roz8ifend nejistota je pak rovna U =2-u=2-11,5 =23 %.

Priklad [5]: Laboratot potiebuje vyhodnotit nejistotu stanoveni amonnych iontii ve vode,
které provadi podle normy CSN EN ISO 11732. Pro tento analyt neni dostupny Zadny
CRM, a proto bylo k vyhodnoceni vychyleni pfistoupeno na zakladé vysledku laboratote
ve zkouseni zpusobilosti (PT), které jsou shrnuty v tabulce 7.3. Jednotlivych zkouSeni
zpusobilosti se zucCastnilo pramérné¢ 34 laboratofi. Laboratof dale opakované méfi
kontrolni vzorek a v regulacnim diagramu pro tento kontrolni zlomek ma pro
koncentraéni uroveii 200 pg It varovné meze nastaveny na =+ 3,34 %.

Tabulka 7.3. Vysledky z Gc¢asti v PT pouzité pro odhad nejistoty méfeni

PT, rok | Vztazna hodnota (ug 1Y) | Vysledek laboratoie (ug 1Y) | Vychyleni (%) | sr (%)
1999 81 83 2,5 10
1999 73 75 2,7 7
2000 264 269 19 8
2000 210 213 14 10
2001 110 112 18 7
2001 140 144 2,9 11

Nejistotu méteni vypocteme opét propagovanim slozky vychyleni a preciznosti. V tomto
ptipad¢ ziskame udaj o preciznosti snadno z tdaju v regula¢nim diagramu, srw = 3,34/2
= 1,67 %. V tabulce 3 vidime, ze se laboratoi zicCastnila 6 zkouSeni zptisobilosti a ve
vSech ptipadech méla mirné€ vyssi vysledky nez uvedené vztazné hodnoty. To by bylo
mozné povazovat za mozné vychyleni, ale vzhledem k tomu, Ze nemame k dispozici
zadné metrologicky navazné vztazné hodnoty, zadna korekce nebyla pouzita. Nejistotu
vychyleni vypocteme v tomto ptipadé podle rovnice 7.12:

up = ’Az + Ufer (7.12)

Vychyleni A a uref vypocteme ze vzorcu:

= 2,26 %

Ao \/Z(U}/Ch)’/leni)z B \/(2,52 + 2,72+ 1,92+ 1,42+ 1,82+ 2,92
B n B 6

5. 88
u = —— =
ref v Nab V 34

Hodnota 8,8 je primér z hodnot v poslednim sloupci z tabulky 3. Nasledné pak u, =

\/ 2,26% + 1,512 = 2,72 %. Kombinovanou standardni nejistotu 1ze vypocitat obdobné
jako v predchozim piikladu:

=151%

u= [sk,+ ul= 1,672+ 2,722=3,19%

Rozsitend nejistota U=2-u=2-3,19=6,38 = 7 %.
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Nahlédnutim do tabulky B1 vnormé CSN EN ISO 11732 zjistime, Ze relativni
smérodatna odchylka reprodukovatelnosti (RSDR) pro stanoveni amonnych iontl v pitné
vodé na koncentra¢ni hlading 280 pg 1 je 9,81 %. Pokud byla mezilaboratorni studie
provedena v souladu s ISO 5725 a podle ISO/TS 21748, mizeme vypocitat standardni
kombinovanou nejistotu uc = RSDr = 9,81 %. Rozsifena nejistota pak je ptiblizn¢ 20 %
(U =21 =29,81 =19,62 = 20 %). Dokument Nordtest TR 537 [5] uvadi pro tento
ptiklad 1 hodnotu rozsifené nejistoty zjisténé modelovacim pfistupem, a to 6 % (vetné
zpusobu odhadu této nejistoty). Vidime tedy, Ze nejistota méteni se liSi podle pouzitych
informaci k jejimu ziskani, coz je v souladu s definici podle VIM 3. Pro praktické pouziti
je pak tieba zvolit piistup, ktery poskytne odhad nejistoty méieni v souladu s pocatecnim
pozadavkem vychazejicim z legislativy nebo dle pozadavku zakaznika. V piipadé€, ze
zakaznik pozaduje vysledek s rozsifenou nejistotou + 10 %, by hodnota z mezilaboratorni
studie nevyhovovala a laboratot by musela pfistoupit k vlastnimu vyhodnoceni nejistoty
bud’ modelovacim pfistupem nebo z tidajt z valida¢ni studie ¢i fizeni kvality.

7.4 Uvadéni nejistoty

PrestoZze je mozné uvadét vysledek a nejistotu nékolika zpiisoby, nejcastéjsi je uvadeéni
vysledku x spolu s rozsifenou nejistotou U vypoétenou s pouzitim koeficientu rozsifeni k
= 2 (coz odpovida konfiden¢ni urovni ptiblizn€ 95 %). Doporucuje se nasledujici forma
zapisu:

Vysledek: (x = U) (jednotek)

Pro konkrétni ptiklad, ktery jsme pocitali v kapitole 7.2.4, by vysledek byl uveden
nasledovné:

1004 + 6 mg I

) uvedena nejistota je rozsifena nejistota, ktera byla vypoétena s pouzitim koeficientu
rozsifeni 2, coZ odpovida konfidencni trovni ptiblizné 95 %.

7.5 Prezkum bilance nejistoty

Pii vypoctech nejistoty méteni obvykle shromazdime fadu standardnich nejistot pro
jednotlivé slozky obsazené v rovnici méfeni. Pouze mala ¢ast zdroji nejistot se bude
uplatnovat vyznamné, v praxi Casto postaci detailn€ se zabyvat pouze nékolika nejvétSimi
ptispévky do celkové nejistoty. Pokud chceme odhadnutou hodnotu nejistoty meéteni
snizit, tedy zlepsit kvalitu vysledku méfeni, musime Se nejprve vénovat slozkam, které
piispivaji k celkové nejistoté nejvetsi mirou. ZmenSeni dominantni slozky (slozek)
nejistoty bude mit nejvétSi pozitivni vliv na celkovou hodnotu nejistoty méteni.
K podstatnému zmenseni celkové nejistoty nevede snizovani téch slozek, které do
celkové bilance ptispivaji méné nez 20 %.

K pfezkumu bilance nejistoty je vhodné ptistoupit vzdy, je-li tfeba ziskat pichled o
dominantnich slozkach. Tedy ne pouze v piipadé, kdy jsme na zdkladé¢ pozadavku
zakaznika nebo nesplnéni pozadavku legislativniho piedpisu k tomu nuceni.

69



7.6 Nejistota méreni a posuzovani shody

Ptedstavme si situaci, ze jsme zodpoveédni za pfijeti nebo odmitnuti dodavky vyrobku na
trh a rozhodnuti ¢inime na zaklad¢é chemické analyzy vyrobku a hlavnim kritériem je,
jestli koncentrace slouc¢eniny X ve vyrobku piekroc¢i limitni koncentraci (horni mez).
Mame vysledky chemické analyzy spolu s nejistotou méieni. Mohou nastat Ctyfi rizné
situace znazornéné na obrazku 7.4.

Je ztejmé, ze situace (i) a (iv) je snadné interpretovat. Pfipad (i), kde namétena
koncentrace slouCeniny X 1 jeji nejistota je nad horni mezi (limitni koncentraci) znamena,
ze vyrobek na trh propustit nemiizeme. Naopak situace (iv), kde namétena koncentrace
je vcetné nejistoty pod mezi, znaci, ze vyrobek vyhovuje pozadavku. Ptipady (ii) a (iii)
je obtizné interpretovat. Nejistota méfeni ma v této souvislosti ziejmé diisledky na
interpretaci analytickych vysledkd. Nize si ukdZeme, jak lze v tomto ptipadé postupovat
pii posuzovani shody s limitni hodnotou. Diilezité je vSak upozornit, Ze v bézné praxi je
rozhodovani ovlivnéno legislativnimi pozadavky. V této oblasti, tzv. regulované sféie je
tteba pii posuzovani shody brat v ivahu nejistotu analytického vysledku a v nékterych
ptipadech mohou byt limitni hodnoty stanoveny tak, Ze berou ohled na nejistotu métent.
Pti jakémkoliv posuzovani je tfeba uvazit obé moznosti.

mez

Horni l T
|

(i) (ii) (iii ) (iv)
Vysledek minus nejistota Vysledek pod mezi,
nad mezi mez zasahuje do nejistoty
Vysledek nad mezi, Vysledek plus nejistota
mez zasahuje do nejistoty pod mezi

Obrazek 7.4. Posuzovani shody s horni mezi

Zéakladnimi nalezitostmi k rozhodnuti, zda ¢i nikoliv pfijmout zkousenou polozku jsou:

- specifikace uvadéjici horni (nebo dolni) dovolenou mez métené veliciny, kterd se
kontroluje,

- rozhodovaci pravidlo, které popisuje, jak nejistotu méfeni brat v uvahu pti ptijimani
¢1 odmitani vyrobku dle jeho specifikace a vysledku métent,
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- meze oblasti prijeti a oblasti odmitnuti (tj. rozsah vysledkl), odvozeny z
rozhodovaciho pravidla, které¢ vedou k piijeti nebo odmitnuti, kdyz vysledek méfeni
lezi uvnitt ptislusné oblasti.

Na zaklad¢ specifikace (meze) a rozhodovaciho pravidla se vypocte rozhodovaci mez a

urci ,,oblast pfijeti* a ,,oblast odmitnuti*, coz je zndzorné€no na obrazku 7.5. Usek g na

obrazku se Casto nazyva ochranné pasmo. Rozhodovaci mez pro ptipad a) na obr. 7.5 je

,horni mez + g* a pro pfipad b) je ,,horni mez - g*.

a) Horni mez

/

g: ochranné pasmo

Oblast pfijeti Oblast odmitnuti

b)

N

Y

Y

Oblast prijeti h Oblast odmitnuti

Obrazek 7.5. Oblasti pfijeti a odmitnuti pro horni mez. Obrazek ukazuje relativni pozice oblasti
ptijeti a odmitnuti pro a) vysokou spolehlivost spravného odmitnuti, b) vysokou spolehlivost
spravného prijeti.

Ochranné pasmo g se voli tak, aby vyhovovalo pozadavkiim rozhodovaciho pravidla.

Vypocita se podle rovnice 7.13 a zavisi:

- na hodnot¢ nejistoty,

- na minimalni pfijatelné hladiné pravdépodobnosti P, Ze métena veli¢ina lezi uvnitf
mezi specifikace,

- na dostupné znalosti rozdé€leni pravdépodobnych hodnot métené veli¢iny.

g =k, (7.13)

kde k je jednostranny kvantil normalniho rozdéleni (napt. pro 95 % je k = 1,64; pro 99 %
je k=2,33; pro 99,9 % je k = 3,09) a u je standardni nejistota na hladin¢ meze.

Priklad [6]:

(Ptipad (iii) zobr. 7.4 — horni mez a rozhodovaci pravidlo zaméfené na spravné
odmitnuti.) Dle zdkona je dllezité, aby nebyla potrestana nevinna osoba. Rozhodovaci
mez je mozno nastavit tak, aby se snizila moznost, ze se tak stane. Zde je uveden ptipad

71



méfeni alkoholu v krvi (EtOH) ve vzorku odebraného fidi¢i ve Svédsku, ktery vykazoval

pozitivni vysledek pii proveétovaci zkouSce. Métena veliCina — hmotnostni zlomek

celkového EtOH ve vzorku krve dodaného do laboratore. Resime konkrétni piipad fidice:

- analyticky vysledek — hmotnostni zlomek (EtOH) = 0,221 mg g™,

- nejistota— U = 0,013 mg g2, k =2 (95 %).

- pravni predpis — horni dovolena mez 0,200 mg g.

- rozhodovaci pravidlo — rozhodovaci mezi je hmotnostni zlomek, od kterého lze
rozhodnout na konfiden¢ni Grovni pfiblizn¢ 99,9 %, Ze dovolena mez byla opravdu
prekrocena.

Ochranné pasmo se vypo¢&ita jako 3,10-u = 0,020 mg g*. Standardni nejistota, u=0,013/2
= 0,0065 mg g Tato nejistota zahrnuje jak nejistotu vzorkovani, tak i analyzy.
Rozhodovaci mez bude 0,200 + 0,020 = 0,220 mg g™*. Viechny hodnoty nizsi nez tato
hodnota patii do oblasti piijeti (tedy pfijeti skute¢nosti, ze vysledek neopraviiuje k zavéru,
7ze dand mez byla piekroc¢ena). V ptipad¢ konkrétniho fidice naseho prikladu je
rozhodovaci mez prekroCena a fidi¢ bude potrestan.

7.7 Cilova nejistota méreni

Vysledek méteni je vhodny pro zamyslené pouziti, pokud je nejistota méteni spolehliva
a ma dostate¢n¢ malou hodnotu. V nékterych ptipadech se proto v legislativé pouziva
cilova nejistota méreni, ktera je definovana jako ,,nejistota méreni specifikovana jako
horni mez a stanovena na zakladé zamysleného pouziti vysledkii méreni* [1]. Cilova
nejistota méteni je tedy maximalni pfipustna hodnota nejistoty pro konkrétni cil méteni.
Naptiklad pti posuzovani shody, by nejistota méfeni méla byt dostate¢n¢ mald, aby
umoznila identifikaci odchylek od mezni hodnoty. Pfili§ velkd hodnota nejistoty
neposkytuje dostatecnou ochranu (napf. lidského zdravi ptfi konzumaci néjaké potraviny),
na druhou stranu pfili§ mald nejistota by mohla znamenat pouZiti zbyte¢né drahého
méfeni. Podrobnosti 1ze nalézt v KVALIMETRII 21 [7].

Shrnuti:

e Nejistota méfeni je Cislo za + pii uvadéni vysledkd kvantitativnich zkousek.
Vzhledem k tomu, Ze kazdé méfeni je zatizeno uréitou ,,chybou®, je nejistota vysledku
dilezitou ¢asti poskytujici informaci o jeho kvalité.

e Zakladni pojmy: standardni nejistota u(xi), kombinovana standardni nejistota Uc(y),
rozSifena nejistota U.

e Dva zékladni pfistupy k vyhodnoceni nejistoty méfeni jsou ,,zdola nahoru* a ,,shora
dola. Praktické ptiklady odhadu nejistoty Ize najit v KVALIMETRII 19 [3].

e Nejistota méfeni se obvykle uvadi ve formé rozsifené nejistoty U spolu s hodnotou
koeficientu rozsifeni k.

e Odhad nejistoty, vypracovany pro dany postup v urcité¢ laboratofi, je mozno
spolehlivé pouzit pro dal§i méfeni timto postupem za piedpokladu, Ze k tomu
opraviiuji odpovidajici tidaje o fizeni kvality. Nejistotu obvykle u rutinnich analyz

72



nevyhodnocujeme pro kazdy vzorek, ale pro danou stabilni konfiguraci méficiho
systému (méfici postup).

Zakaznik ¢i uzivatel vysledku potfebuje hodnotu nejistoty, aby mohl provést spravné
rozhodnuti, coz je dilezité zejména pro srovnavani vysledku s limitni hodnotou nebo
pro srovnavani vysledki mezi laboratofemi.
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8 INTERNI RIZENI KVALITY

Systém fizeni kvality (Quality Control, QC) patii k nedilnym soucastem zabezpeceni
kvality analytickych vysledk. Po provedeni validace nebo verifikace zavadéného
méficiho (analytického) postupu je v laboratoii béhem pouzivani schvaleného postupu
nutné poskytovat pribézné¢ doklady o tom, ze cely postup pracuje pii dodrzeni
stanovenych valida¢nich parametrii, napf. nejistota méfeni, mez stanovitelnosti, ¢ili je ve
stavu statistické regulace. K tomu slouzi praveé opatfeni interniho systému fizeni kvality,
ktera spocivaji mj. v méfeni a vyhodnocovani kontrolnich vzorka a slepych vzorkda,
jejichz vysledky se vynaseji do regulacnich diagrami. Je mozné tak posoudit a
rozhodnout, zda vysledky naméfené laboratofi jsou vyhovujici a je mozné je predat
zakaznikovi, nebo je nutné analyzu opakovat a ptipadné upravit podminky méteni. Vedle
interniho systému fizeni kvality se provadéji 1 opatieni externiho systému fizeni kvality
— zkouSeni zpusobilosti, mezilaboratorni porovnavani odbéri vzorkl, porovnavani
vysledkil mezi laboratofemi atd. (viz kap. 9).

Mezi nejcastéjsi nastroje interniho fizeni kvality se fadi analyzy kontrolnich vzork,

slepych vzorki a duplikatni analyzy redlnych vzorka. K dal§im vyznamnym soucastem

interniho systému fizeni kvality patii:

e pravidelné ovéfovani kalibracnich funkci,

e ovétovani zdkladnich charakteristik analytickych metod (kontrola platnosti meze
stanovitelnosti a nejistoty méteni),

e pravidelné konfirmace funk¢nosti pouZivanych piistroja,

e pravidelné méfeni terénnich duplikétti (dva vzorky se odebiraji vedle sebe a analyzuji
nezavisle, soucast zabezpeceni kvality vzorkovani),

e pravidelnd meéfeni redlné matrice s piidavkem standardu (kontrola stability
vytéznosti),

e pravidelné méteni slepého vzorku s ptidavkem standardu,

e pravidelné méfeni referencnich materiali (Casto po oprave pristroje nebo po odstavce
metody).

Jako kontrolni vzorky miizeme pouZivat riizné typy materialtl. Casto se vyuZzivaji
kontrolni vzorky namichané z Cistych slozek, kde je sice dobfe znama koncentrace
stanovovaného analytu, ale vysledek nevypovidd o vlivech pfirodni matrice. Jinou
variantu piedstavuji certifikované referencni materidly, u nichz je dobfe dokumentovéana
certifikovana hodnota i s pfidruZenou nejistotou, jsou ovSem vyrazné draz8i a mnoZstvi
dostupnych typti matric a koncentraci je omezeno. LevnéjSi variantu predstavuji
materialy pro fizeni kvality (n€kdy oznacované pracovni referen¢ni materialy) vhodného
typu a stability dle Pokynu ISO 80 [1], které lze ptipravit v laboratofi a jejichz vztazné
hodnoty se ziskaji napf. analyzami v nékolika laboratofich nebo srovnanim s vhodnym
CRM. Pokud je kdispozici vhodna stabilni matrice se zanedbatelnou koncentraci
sledovaného analytu, lze ptipravit kontrolni vzorek také ptidavkem standardu do této
matrice.
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8.1 Regulacni diagramy

Nejvyznamnéj$im pomuckou pro interni fizeni kvality jsou regulacni diagramy. Nejvice
se vyuzivaji Shewhartovy regulacni diagramy [2] pro primér X a smérodatnou odchylku
s slouzici k podchyceni kaZzdodenni variability analytického procesu. Vysledky
individualnich méfeni kontrolniho vzorku se vynasSeji na osu y proti datu métfeni nebo
¢islu kontrolniho vzorku. Piiklad takového regula¢niho diagramu je na obrazku 8.1. Osu
y protina nékolik rovnobézek s osou x. Je to centralni linie (zelend cara), kterd odpovida
pramérné koncentraci kontrolniho vzorku a déle dva pary ¢ar nazyvanych regulacni
(akéni) a varovné meze. Cervené regulani meze se vynaseji ve vzdalenosti + 3 s od
centralni linie, za pfedpokladu normélniho rozd¢leni sledované veliCiny se vysledek
meéfeni dostane mimo tyto Cary s pravdépodobnosti 0,3 %. Modré varovné meze se
vynaseji ve vzdalenosti + 2 s od centralni linie, pravdépodobnost zméteni vysledku mimo
varovné meze je mnohem vyssi, 4,5 %. Vysvétleni statistickych zakladt pro konstrukci
téchto diagramt je uvedeno v kapitole 11. Pro konstrukci regula¢niho diagramu je nutné
nejprve nasbirat dostate¢né velky soubor naméfenych hodnot (20-25), pro tento soubor
vypocitat primérnou hodnotu X a (vybérovy) odhad smérodatné odchylky s. Pomoci
vhodného software (LIMS, programy pro laboratorni statistiku) se zkonstruuje regulacni
diagram s vyznacenymi varovnymi a regulaénimi mezemi a v ném se dale vynaseji
naméfené hodnoty. Takto vypocltené meze je tfeba redlné zhodnotit, protoze ryze
statisticky pfistup obvykle pfinaSi pfiliS nizkou hodnotu smérodatné odchylky a
vypocétené meze by mohly byt piili§ zké a v realném provozu metody by dochazelo
k ¢astému vyskytu mimo varovné meze. Lze tedy jen doporucit meze rozumné rozsifit
tak, aby nemohlo dojit k ptekroceni validované nejistoty méfeni a zadroven se minimalné
95 % namétenych hodnot pohybovalo mezi varovnymi mezemi. Po roce je pak vhodné,
napft. z poslednich namétenych 60 vysledkil, primér a smérodatnou odchylku piepocitat
a meze upravit. Jestlize se pii pfipravé regulacnich mezi objevi naméfeny vzorek
s koncentraci odliSnou vice nez ¢tyinasobek smérodatné odchylky, 1ze ho vyloucit jako
odlehly (pocet takovych hodnot je mensi nez 0,01 %). Pro posuzovani statistické regulace
plati fada pravidel, nejvyznamnéjsi z béZzného laboratorniho hlediska jsou 3:
1. Vysledek meétfeni kontrolniho vzorku piekroci regulacni mez (musi nasledovat
okamzité preruseni méfeni, hledani a odstranéni pficiny).
2. 2 hodnoty ze 3 po sob& nasledujicich méfeni lezi mimo varovné meze (obdobna
opatteni jako u 1).
3. 4 z 5 nasledujicich bodi lezi mimo stfedovou oblast regula¢niho diagramu (pas
vymezeny liniemi + 2 s) (opatfeni jako u 1, 1 kdyz se nejedna o tak kritickou situaci).

Dalsi pravidla jsou uvedena v pfislusnych normach [2]. Pravidla vyhodnocovani
regulacnich diagramil v laboratofi musi byt samoziejmé popsana v ptirucce kvality nebo
Vv souvisejicich dokumentech.
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Obrdzek 8.1 Regulacni diagram individudlnich hodnot stanoveni. UCL(upper control limit, horni
regulacni mez) = X + 3s; LCL (lower control limit, doini regulacni mez) = x — 3s;
UWL (upper warning limit, horni varovnd mez) = X + 2s; LWL (lower warning limit,
dolni varovna mez) =x — 2s

Pokud se méni kontrolni vzorek (napft. kvlili zméné dodavatele chemikalie), je tfeba métit
v sérii vedle sebe stary i novy kontrolni vzorek, aby se mohly projevit piipadné rozdily.
Jsou-li koncentrace v obou vzorcich podobné, lze pouzit ofekavanou koncentraci
vV novém vzorku jako hodnotu nové centrdlni linie. Je mozné také pro zacatek vyuzit
hodnotu smérodatné odchylky starého vzorku pro nastaveni varovnych a regulac¢nich
mezi.

Z vysledkt duplikétnich analyz redlnych vzorkt l1ze pak vynaset regulacni diagramy
rozpéti R (rozdil mezi dvéma namétenymi vysledky). Jako stfedni linie se vynasi opét
primérna hodnota rozpéti R vysledkii ziskana pii méfeni uvodni sady duplikatnich
analyz, dolni mez mtize byt 0 (pii pouziti absolutni hodnoty rozpéti) a horni mez se ziska
vynasobenim hodnoty R tabelovanym koeficientem 3,267. Regula¢ni diagramy
duplikatnich méfeni charakterizuji preciznost méteni, a kromé této veli¢iny mohou
pomahat napt. 1 pfi sledovani dosaZeni dostate¢né homogenity pii déleni vzorkl na dva
podily.

Analyzy slepych vzorkii pak slouzi k ujiSténi, Ze v Zadné C€asti meéficitho procesu
nedochazi k falesn€¢ pozitivni €1 negativni odchylce méfeni. Slepy vzorek by mél
obsahovat viechny souéasti jako méfeny vzorek s vyjimkou méfeného analytu. Casto se
pfipravuje napi. pifidavkem vSech pouzivanych cinidel do deionizované vody. Jako
sledovana veli¢ina se miZe namisto méfené koncentrace, kterd je obvykle pod mezi
stanovitelnosti, pouzivat hodnota naméfeného signalu (hodnota absorbance, intenzita
¢ary, plocha piku). Obvykle se sleduje jen piekroceni maximalni hodnoty ziskané opé&t
promé&fenim vstupni sady slepych vzorkd, kterd by neméla piekracovat tiroven signdlu
pravé pro mez stanovitelnosti. Nahlé zvySeni naméfenych hodnot muze signalizovat
vyskyt kontaminace, napf. v nckterém pouZzivaném cinidle, nedostate¢nou cistotu
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pouzivaného nadobi nebo nedostatecny proplach pfistroje po méteni vzorku s vyssi
koncentraci analyzované slozky (cross-contamination).

Praktické uplatnovani fizeni kvality vyzaduje samoziejmé fadné¢ proSkoleni vSech
pracovnikil laboratofe v této problematice, aby vSe neprobihalo jen formalné a veskeré
usili spojené s piipravou a méfenim kontrolnich vzorkl nebylo promrhéano. Je nutné, aby
vSichni pracovnici laboratofe znali kritéria pro hodnoceni regula¢ni diagrami a sami je
priabézné vyhodnocovali. Vedle toho je také nutna Casta kontrola regulacnich diagramu
manazerem kvality a vedoucim laboratote. Po delsi dobé, obvykle jednou za rok, je tfeba
ptehodnotit regulaéni meze a zjistit, zda nedoslo k né¢jakému posunu danému napiiklad
opottebenim meéficich ¢idel apod. Pii pravidelné kontrole valida¢nich vykonnostnich
charakteristik mtize nastat nutnost nékteré z nich mirné zménit. Pokud dojde k poruseni
pravidel pro hodnoceni regulacnich diagramd, je tieba cely problém vyhodnotit, zjistit,
zda pfijata opatieni staci K jeho vyfeSeni a pokud laboratof neni schopna v dané chvili
méfeni provadet, je nutné zadat vzorky k analyze do subdodavatelské laboratote. Takto
zjisténé neshodné prace se samoziejmé musi diikladné popsat a feSeni celého problému
musi mit laboratof zachyceno Vv fizené dokumentaci. Mimo kontrolnich vzorki
piipravenych z Cistych slozek v deionizované vodé je vhodné vést regulacni diagramy i
pro kontrolni vzorky s vlivem matrice (referencni materialy, vhodné stabilni realné
vzorky). Pokud se objevi v laboratofi vzorek s neznamym ptivodem a je podezieni na
mozné ruSivé vlivy, je tieba pfed timto vzorkem zafadit do analytické série matricovy
referencni material nebo kontrolni vzorek o zndmém slozeni, aby bylo prikazné, ze dany
postup je pro takovy vzorek dobie ptipraven.

Doporucovana cetnost kontrolnich vzorki pro interni fizeni kvality se obvykle udava
kolem 5 %, tzn. série kazdych 20 vzorkd by méla obsahovat 1 kontrolni vzorek. U
jednoduchych metod s vysokym poctem vzorki mize byt Cetnost kontrolnich vzorki i
nizsi. Naopak u slozitych matric v piipad€ napt. stopové analyzy se doporucuje Cetnost
kontrolnich vzorkt vyssi (20 %, n€kdy az 50 %). Pokud se metoda pouziva po delsi
pfestavce (napf. jednou za Ctvrtleti), je nutné metodu béhem prestavky udrzovat — méfit
pravidelné kontrolni vzorky a redlné vzorky s pfidavkem standardu, nebo ji pfi kazdém
obnoveném pouziti zkracené validovat.

Literatura:

1. TNI 015246:2015. Ptirucka pro vlastni pfipravu materialt pro fizeni kvality (QCM),
Pokyn 1SO 80.

2. CSN ISO 7870-2. Regulaéni diagramy — Cést 2: Shewhartovy regula¢ni diagramy.
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9 MEZILABORATORNI POROVNAVANI

9.1 Uvod

Mezilaboratorni porovnani je podle definice CSN EN ISO/IEC 17043 [1] ,,organizovani,
provadeni a vyhodnoceni mereni nebo zkousek stejné nebo podobné polozky dvema nebo
vice laboratoremi za predem stanovenych podminek*. Mezilaboratorni porovnavani se
vyuziva v mnoha oblastech méteni a zkouseni.

V chemickych, biochemickych a klinickych laboratotfich mizeme identifikovat tfi hlavni
oblasti pouziti mezilaboratorniho porovnavani [2]:

a) studie vykonnosti laboratofe,
b) studie vykonnosti méfici metody ¢i postupu,
C) certifikace referencniho materialu.

a) Studie vykonnosti laboratore

Tato oblast pouziti mezilaboratorniho porovnavani se pouziva nejcastéji. Jedna se o tzv.
zkouSeni zpisobilosti laboratofe, pro které se ustalilo pouzivani zkratky PT (z
anglického proficiency testing). Ucast laboratofi v programech zkouseni zptisobilosti
(PT) je ddna mnoha okolnostmi, z nichz nejdalezit&jsi jsou tyto:

- pozadavky narodnich akreditacnich organd,

- pozadavky zakaznikd,

- identifikace problémi v laboratofich,

- identifikace rozdild mezi laboratofemi,

- porovnatelnost vysledki riznych méficich postupt,

- validace bilance nejistot v jednotlivych laboratofich.

b) Studie vykonnosti metody

Vykonnost metody, resp. vykonnost méficiho postupu, se miuze urcit mezilaboratorni
validaci. Cilem mezilaboratorni validace je odhad smérodatné odchylky
reprodukovatelnosti a opakovatelnosti. Statistické vyhodnoceni mezilaboratorni validace
je popsano v norm¢ ISO 5725-2 [3].

¢) Certifikace referencniho materialu

Referen¢ni material musi byt charakterizovan referenéni hodnotou s prokazanou
navaznosti a deklarovanou nejistotou referencni hodnoty. Pro jejich ureni se miize pouZit
mezilaboratorniho porovnavani.

9.2 Definice
Dale uvedené definice jsou pfevzaty z normy CSN EN ISO/IEC 17043:2010 [1].
Mezilaboratorni porovnani (interlaboratory comparison) je

organizovani, provadeni a vyhodnoceni méreni nebo zkousek stejné nebo podobné
polozky dvéma nebo vice laboratoremi za predem stanovenych podminek.
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Zkouseni zpusobilosti (proficiency testing) je
vyhodnoceni vykonnosti ucastnika viuci predem stanovenym kritériim pomoci
mezilaboratorniho porovnani.

Poskytovatel zkouSeni zptsobilosti je
organizace, ktera odpovida za vSechny ukony pri pripravé a provadeni programu
zkousSeni zpusobilosti

Program zkouseni zpusobilosti (proficiency testing scheme) je
zkouseni zpusobilosti navrzené a provadené pro specifickou oblast zkouseni, méreni,
kalibrace nebo inspekce v jednom ci vice cyklech.

Utastnik (participant) je
laborator, organizace ¢i fyzicka osoba, ktera obdrzi polozky zkousky zpusobilosti a preda
poskytovateli zkouSeni zpiisobilosti vysledky k posouzeni.

Vztaina hodnota (assigned value) je
hodnota prirazena konkrétni viastnosti polozky zkousky zpusobilosti.

Smérodatna odchylka pro posuzovani zpiusobilosti (standard deviation for
proficiency assessment) je

mira rozptyleni pouzivand pri vyhodnoceni vysledkii zkouseni zpuisobilosti vychazejici
Z dostupnych informaci.

9.3 ZkouSeni zpusobilosti (externi hodnoceni kvality)

ZkousSeni zpusobilosti laboratofi je definovano [1] jako hodnoceni vykonnosti ti¢astnika
vuci pfedem stanovenym kritériim pomoci mezilaboratorniho porovnavani.

Pravidelna ucast ve zkouSeni zplsobilosti (PT), zndma také jako externi hodnoceni
kvality (EHK nebo External Quality Assessment — EQA), je dulezitou soucasti
zabezpeCovani kvality vysledkd zkouSek, dale uznavanym zplsobem, jak miiZe
laboratof sledovat svou vykonnost, a to na zdklad€ svych vlastnich poZadavki i ve
srovnani s dalSimi Gcastnicimi se laboratofemi. PT pomaha odkryt variabilitu mezi
laboratofemi (reprodukovatelnost) a za urcitych okolnosti 1 systematické chyby (bias).
Programy PT a dals$i typy mezilaboratornich porovnavani jsou povazovany za dtleZity
prostfedek ke sledovani miry rovnocennosti vysledkll méfeni na ndrodni a mezinarodni
urovni.

Ugast v programech zkouseni zptsobilosti vyzaduji akreditaéni organy, organy statni
spravy a ve zdravotnictvi i zdravotni pojiStovny. Obecné feceno je vykonnost laboratote
dilezitym indikatorem pii posuzovani spolehlivosti laboratofte.

ZkousSeni zplsobilosti je jednim ze zplsob, jak v laboratofi odhalit neshodnou praci a
pfijetim vhodnych népravnych opatteni zabranit poskozeni zakaznika.
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9.3.1 Druhy programu zkouseni zpusobilosti

K dispozici jsou rtizné druhy programti zkouseni zptisobilosti, kazdy z nich je zaloZen na
nejméné jednom prvku z nasledujicich étyt kategorii [2]:

1. a) Kvalitativni: Vysledky kvalitativnich zkouSek jsou popisné a uvadéji se
V nomindlnim kategorickém nebo pofadovém métitku napi. identita mikroorganismt
nebo urceni ptritomnosti specifické métené veliciny (jako jsou léky ¢i drogy).

b) Kvantitativni: Vysledky kvantitativnich méfeni jsou ¢iselné a udavaji se v
intervalové nebo pomérné mifte.

) Interpretacni: Neobsahuji zadnd méfeni. Polozkou zkouSeni zpusobilosti je
vysledek méfeni, soubor dat nebo néjaky soubor informaci tykajici se interpreta¢niho
rysu zpusobilosti ucastnika.

2. a) Piilezitostné: Polozky zkouSeni zpusobilosti se poskytuji pro jednu ptilezitost.
b) Kontinualni: Polozky zkouseni zptisobilosti jsou poskytovany pravidelné.

3. a) Sekven¢ni: Mé&fena polozka zkouseni zpisobilosti koluje postupné od jednoho
ucastnika k dal§imu. V tomto ptipadé se mize polozka zkouseni zpusobilosti pred
predanim dal§imu ucastniku vracet k poskytovateli zkouseni zptisobilosti pro urcent,
zda nedoslo k néjakym zménam polozky zkouSeni zptsobilosti.

b) Simultanni: Pfi nejbéZnéjSim takovém zkouSeni zplsobilosti ndhodné vybrané
podily vzorkll (podvzorky) z homogenniho zdrojového materidlu jsou soucasné
rozesilany ucastnikim pro soubézné meéteni. Poskytovatel zkouSeni zpuisobilosti
vyhodnoti po pfijeti vysledu vykonnost kazdého jednotlivého t¢astnika a skupiny jako
celku pomoci statistickych technik.

4. a) Pfedbézné meéieni: U tohoto druhu programu zkousSeni zpusobilosti polozka
zkouseni zpuUsobilosti muze byt polozkou (napi. hracka), u niz ucastnik musi
rozhodnout, jakd méfeni by se méla provést, nebo soubor dat nebo jind informace,
napf. ptipadova studie.

b) Mé&feni: Zkouseni zpusobilosti se zaméfuje vyslovné na méfici proces.

¢) Po méfeni: U tohoto druhu programu zkouSeni zpusobilosti polozka zkouSeni
zpisobilosti miiZze byt soubor dat, u kterych se vyzaduje od ucastnika, aby poskytl
stanovisko nebo interpretaci.

Specidlni pouziti zkouSeni zpisobilosti, ¢asto nazyvana slepé zkouseni zpusobilosti,
spociva v tom, Ze polozka zkouSeni zplsobilosti je nerozliSitelna od béZnych polozek
zakaznikli nebo vzorku, které obdrzi tcastnik. Tohoto PT muize pouzit zakaznik pfi
kontrole laboratofe. VSechny shora zminéné druhy programii zkouSeni zptisobilosti
mohou byt organizovany jako slepé zkouSeni zpisobilosti.
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9.3.2 Utast ve zkouseni zptisobilosti (PT)

Ucastnikem je laboratof, organizace nebo fyzicka osoba, ktera obdrzi polozky zkousky
zpusobilosti a pieda poskytovateli zkouseni zplisobilosti vysledky k posouzeni. Protoze
ucast v programech stoji laboratot mnoho ¢asu, usili a penéz, mé¢la by laboratoi peclivé
zvazit, kterych programt se zacastni.

Polozky zkouSeni zptisobilosti by mély byt homogenni a stabilni. Matrice, analyty anebo
koncentracni urovné zkuSebnich polozek nabizenych v programech PT by se mély
podobat tém, které se vyskytuji u redlnych vzorkt z kazdodenni praxe laboratotre. Kazda
laboratot ma urc€it svou vlastni uroven a cetnost ti€asti v PT po dikladné analyze vlastnich
opatfeni pro zajistovani kvality [4].

Pti planovani ucasti v PT zahajuje laboratot planovaci proces piehledem oblasti své
odborné kompetence, kterou definuje prostfednictvim tii parametra [5]:

- méftici techniky napt. ICP-OES,

- vlastnosti napt. koncentrace Ca,

- predmétu napft. pitna voda.

Ptikladem je stanoveni koncentrace vapniku v pitné vodé optickou emisni spektrometrii
s indukéné vazanym plazmatem.

Pokud jsou vhodné programy PT k dispozici, ocekava se, ze se laboratof bude

zucastiovat zkouSeni zpusobilosti pfinejmenSim pro kazdou ze svych oblasti odborné

kompetence. Aby bylo mozné rozhodnout o vhodném rozsahu a ¢etnosti ucasti v PT,

méla by laboratof provést jednoduché posouzeni rizik, pficemz by méla brat v tivahu

napiiklad:

e omezeni dand metodologii, napf. nestabilita instrumentace nebo interference ze
slozek matrice,

o zkuSenosti, znalosti a fluktuaci odborného personélu,

e kvalitu a dostupnost referen¢nich materialt atd.,

e zpusob pouziti vysledkii (napt. forenzni analyza a monitorovani zivotniho prostredi)
a dusledky, pokud se zakaznikovi pieda chybny vysledek,

e pocet zkouSek/kalibraci/méteni vykondvanych mezi jednotlivymi cykly PT,

e komplexnost postupu zkouSky a zmény v pozadavcich, napf. niz§i meze pfi
posuzovani shody.

Jakmile se stanovi uroven a cetnost ucasti, je strategie PT dokoncena jako soucést
celkového planovani fizeni kvality laboratofe. Strategie PT by méla zahrnovat alespon
obdobi mezi dvéma opétovnymi akreditacemi a méla by byt kazdoro¢né revidovana. Pti
auditech by laboratot méla byt pfipravena odtivodnit odbornymi argumenty, co ji vedlo
k jejim rozhodnutim o ,,rozsahu* a ,,Cetnosti* ticasti v PT.

Informace o poskytovatelich zkouSeni zplsobilosti a programech PT jsou dostupné u
narodniho akredita¢niho organu, na webovych strankach EPTIS (www.eptis.org) nebo
dalSich narodnich a mezinarodnich organizaci.

Pii vybéru poskytovatele by laboratof méla vzit v ivahu nasledujici faktory [4]:
e popis pouzitého statistického zpracovani,
e pocet analyzovanych polozek a/nebo pocet pozadovanych opakovani,
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e postup sbéru dat od ucastnikli, napf. zasilani faxem, emailem nebo ptes webovy
portal,

e postupy porovnavani ziskanych vysledkii ziskanych riznymi metodami/technikami,

e pocet a pisobiste ucastnik,

e pocet ucastnikl pouzivajicich stejnou metodu/techniku jako laboratof,

e pouzivané metody a kritéria posuzovani vykonnosti.

Laboratot mtize dale hodnotit zptisobilost poskytovatele PT podle:

e shody s pozadavky CSN EN ISO/IEC 17043, napi. prokazanou akreditaci,
e zkuSenosti,

e spolehlivosti vztaznych hodnot,

e vhodnosti kritérii pro posuzovani zptisobilosti.

Dulezité je, aby laboratote zachazely se vzorky programu zkousSeni zptlsobilosti jako s
béznymi vzorky, které laboratot zpracovava. Analyzy by méli provadét pracovnici, ktefi
bézné podobné vzorky v laboratofi zpracovavaji, metodami, které jsou v laboratofi
zavedeny a vyuzivany.

Utastnici programti zkou$eni zptsobilosti by méli uchovavat svoje zaznamy o
vykonnosti ve zkouseni zpusobilosti véetné vystupti zkoumani vSech nevyhovujicich
vysledkl a vSech nasledujicich ndpravnych a preventivnich opatieni. Dllezité je také
sledovani trendl u souboru vysledki laboratofte.

9.3.3 Vyuzivani PT p¥i akreditaci laboratoii

PoZadavek na pravidelnou ucast v programech zkouseni zptisobilosti je uveden v normé
CSN EN ISO/IEC 17025 pro zkusebni a kalibragni laboratofe i v normé CSN EN ISO
15 189 pro zdravotnické laboratote.

V normé& CSN EN ISO/IEC 17025 [8] je uvedeno:

7.71.2 Laborator musi sledovat svou vykonnost porovndavanim s vysledky jinych
laboratori tam, kde je to mozné a potiebné. Takové sledovani musi byt planovino a
prezkoumavano a musi zahrnovat, ale neomezuje se pouze na jednu nebo obé nasledujici
mozZnosti:

a) ucast ve zkouseni zpiisobilosti,
POZNAMKA CSN ISO/IEC 17043 obsahuje dalsi informace o zkouseni zpiisobilosti a
poskytovatelich zkouSeni zpuisobilosti. Poskytovatelé zkouseni zpiisobilosti, kteri splnuji
pozadavky normy CSN ISO/IEC 17043 jsou povazovini za kompetentni (odborné
zpiisobilé).
b) uicast v mezilaboratornich porovnavanich jinych nez je zkouseni zpiisobilosti.
Obecné pozadavky vySe uvedenych norem na ucast laboratote v programech zkouseni
zpusobilosti jsou pak pro ucely posuzovani odborné zptsobilosti laboratofi upfesnény v
dal$ich mezinarodnich dokumentech a metodickych pokynech Ceského institutu pro
akreditaci, o.p.s. (déle jen CIA).
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V ptipadé, ze akreditace je udélena laboratofi s vice pracovisti, kterd provadeji stejné
zkousky, vySetieni nebo kalibrace, pozadavek ucasti v programech PT se tyka kazdého
pracovisté [2].

Pti akreditaci je nutné respektovat, ze existuji odvétvi, ve kterych je ucast ve zkouSeni
zpusobilosti obtizna. Pak je vhodné davat prednost jinym zptisoblim zajiSténi kvality
(pouzivani certifikovanych referen¢nich materidld, porovnani vysledki ziskanych
riznymi technikami méfeni, vyuzivani internich kontrolnich vzorki apod.).

Akreditacni orgdny by mély informovat své akreditované subjekty, jaké jsou mozné
zavéry z nevyhovujiciho vykonu v programu zkouseni zpisobilosti. Ty mohou sahat od
pokracujici akreditace s podminkou uspésné péce o napravna opatieni v dohodnutém
Casovém ramci, do¢asného pozastaveni akreditace pro piislusné zkousky, které budou
predmétem napravnych opatieni, az po odnéti akreditace pro prislusné zkousky.
Moznost zvolend akreditacnim organem bude zaviset na historii vykonnosti ucastnika v
prabéhu ¢asu a na poslednich posuzovanich na misté.

9.3.4 Pozadavky na poskytovatele PT (CSN EN ISO/IEC 17043:2010)

Poskytovatel zkouSeni zptsobilosti je organizace, kterd odpovidé za vSechny tkoly pii
ptipravé a provadéni programu zkouSeni zpisobilosti.

Poskytovatelé mohou vyuzivat subdodavky, ale musi pfitom prokazat, ze zkuSenosti
subdodavatelil a jejich odbornéd zpusobilost jsou pro stanovené tkoly dostacujici a ze
subdodavatelé jsou schopni plnit odpovidajici ¢lanky normy CSN EN ISO/IEC 17043.
Nékteré¢ specifické cinnosti musi ale vzdy zabezpecovat poskytovatel programu
zkouSeni zpisobilosti vlastnimi silami a nesmi je ziskavat subdodavkou. Jedna se o
navrhovani, resp. planovani programl zkouSeni zpusobilosti, hodnoceni vykonnosti
ucastnikll a autorizaci zavérené zpravy.

Poskytovatelé zkouseni zptisobilosti by méli usilovat o potvrzeni shody s normou CSN
EN ISO 17043 akredita¢nim organem (v Ceské republice CIA). Pouze posouzeni tieti
nezavislou stranou, kterd je kompetentni a odborné zplsobila provést audit, mize
potvrdit, ze poskytovatel programi zkouSeni zpusobilosti pozadavky normy pro
programy zkousSeni zplsobilosti splituje. Pokud akreditované laboratote vyuzivaji sluzeb
neakreditovaného poskytovatele, mély by se samy piesvédcit o jeho odborné
zpusobilosti.

9.3.5 Statistické vyhodnocovani PT

Vysledky z programti zkouseni zptsobilosti mohou nabyvat riznych forem. Nyni se dava
prednost robustni statistice, jak to doporuéuje CSN 1SO 13528 [6]. Robustni statistika ma
vyhodu v tom, Ze snizuje ptispévek odlehlych hodnot na vypoctené statistické parametry,
napf. stfedni hodnotu a smérodatnou odchylku.

Hlavnimi statistickymi parametry pti vyhodnocovani a interpretaci jsou:
a) urceni vztazné hodnoty vlastnosti vzorku a jeji nejistoty,
b) urceni smerodatné odchylky pro posuzovani zpusobilosti,
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¢) ur¢eni vykonovych statistik, charakterizujici Gcast laboratofi v PT.

Stanoveni vztazné hodnoty a jeji nejistoty (X, ux)
Existuje pét zpuisobt, jak ziskat vztaznou hodnotu a k ni pfidruZenou standardni nejistotu:

1. Priprava

Ptidavek zndmého mnozstvi analytu k zakladnimu materidlu, ktery analyt neobsahuje.
Standardni nejistota se odhadne sloucenim nejistot s pouzitim postupli popsanych v
Guide to the expression of Uncertainty in Measurement (GUM).

2. Certifikovana referencni hodnota

V ptipadé, kdy polozkou zkouSeni zptisobilosti je certifikovany referencni material
(CRM), pouzije se jeho referen¢éni hodnota jako vztazna hodnota. Vyhodou tohoto
zpusobu je, ze poskytuje navaznou vztaznou hodnotu, je vSak nakladny a vhodné
certifikované referen¢ni materialy nejsou ¢asto dostupné. Nevyhodou je mozna informace
0 existenci takového referenéniho materialu, a tedy jeho hodnoty, a nemoznost takovou
hodnotu Vv jednotlivych cyklech PT ménit. Standardni nejistota je odvozena z udaje o
nejistoté obsazené v certifikatu certifikovaného referencniho materialu.

3. Referen¢ni hodnoty

Vybrané ptipravené polozky zkouseni zpusobilosti jsou zméteny ve vybrané laboratofi
za pouziti primarni metody, popt. soubézné s certifikovanym referencnim materidlem.
Vztazna hodnota se ziskd pfimo pouzitou primarni metodou z kalibrace za pouziti
certifikované hodnoty certifikovaného referenéniho materialu (CRM). Ziska se tak
navazna hodnota prostfednictvim primarni metody nebo pouzitého CRM, opira se vsak 0
vysledky jediné laboratoie. Vhodné primarni metody nebo CRM nemusi byt dostupné.
Standardni nejistota se odvodi z vysledkii zkousky vybrané laboratofe a nejistot
certifikovanych hodnot pouzitych CRM.

4. Konsenzuilni hodnoty z expertnich laboratoii

Stanoveni konsenzuélni hodnoty ziskané z vystupt skupiny expertnich ¢i referen¢nich
laboratofi, které dobie zvladaji pouZitou analytickou metodu, je pravdépodobné
nejvérohodnéjsi zpusob, jak ziskat odhad pravé hodnoty polozky zkousSeni zpusobilosti,
ale muze to byt zplisob znacné ndkladny. Vysledky takové skupiny expertnich laboratofi
mohou vykazovat neznamé vychyleni (bias). Expertni laboratofe a pouzit¢ metody by se
mély zvetejnit pfed zahdjenim zkouSeni zpisobilosti. Tento pfistup je ¢asto vyuZzivan
napf. pii biologickych ¢i mikrobiologickych stanovenich, kdy je kladen velky diraz na
vysokou odbornost pracovnikii expertnich laboratofi. Jestlize kazda z expertnich
laboratoii uvadi odhad standardni nejistoty, je pak standardni nejistota muize byt
odhadnuta z rovnice (9.1):

(9.1)

kde ui je standardni nejistota expertni laboratoie a p je pocet expertnich laboratofi.
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5. Konsenzualni hodnoty ucastniki

Dalsi moznosti je pouziti konsenzuédlni hodnoty, dosazené v kazdém cyklu zkouSeni
zpusobilosti a zaloZzené na vysledcich jednotlivych ucastnikt. V piipadé pouziti vzorka
S ptirodni matrici je jedinym zpusobem, jak stanovit odhad pravé hodnoty. Standardni
nejistota mize byt odhadnuta z rovnice (9.2):

u, = 1,25 - s*/\/f (9.2)
kde s* je robustni smérodatna odchylka vysledkt ucastniki a p je pocet uc¢astniku.

Smérodatna odchylka pro posuzovani zpusobilosti (&)

Existuje v podstaté pét metod [6], jak stanovit smérodatnou odchylku pro posuzovani
zpusobilosti, tedy pfijatelného rozpéti vysledkil ucastnikd.

1. Predepsana hodnota

Smérodatna odchylka pro posuzovani zpusobilosti se muze nastavit na hodnotu
pozadovanou pro specificky kol interpretace dat nebo mize byt odvozena z pozadavku
formulovaného v legislativé (regulativni pozadavek).

2. Na zakladé predstavy
Smérodatna odchylka pro posuzovani zpusobilosti se muize nastavit na hodnotu
odpovidajici urovni vykonnosti, které by laboratote mély byt schopny dosahnout.

3. Na zakladé obecného modelu
Hodnota smérodatné odchylky pro posuzovani zpusobilosti se mize odvodit z obecného
modelu reprodukovatelnosti métici metody.

4. Z vysledkii mezilaboratorni studie preciznosti metody méreni

Je-li metoda pouzita v programu zkouseni zptisobilosti standardizovéana a jsou-li dostupné
informace o jeji opakovatelnosti a reprodukovatelnosti, mize se smérodatna odchylka pro
posuzovani zpisobilosti vVypocitat z téchto dajt.

5. Z udaji ziskanych v cyklu programu zkousSeni zpusobilosti

Podle tohoto postupu se smérodatna odchylka pro posuzovani zplsobilosti pouzivana
v daném cyklu programu odvodi z vysledkti udavanych ucastniky v ramci stejného cyklu.
Meéla by to byt robustni smérodatnd odchylka vysledki uvadénych vsemi ucastniky.
Nevyhodou tohoto pfistupu je to, Ze takova hodnota se miize vyznamné lisit od jednoho
cyklu k druhému, coz ¢ini obtize, pokud laboratof chce za pouziti hodnot z-skore hledat
trendy, které se projevuji v prubéhu nékolika cykla.

9.3.6 Hodnoceni vykonnosti

Vzhledem K rozmanitym ucelim programl zkouSeni zpusobilosti neni mozné urcit
jedinou univerzalni metodu hodnoceni. Vyhodnoceni vykonnosti (nebo z-skore)
poskytovatelem PT zpracovava ptvodni analytické vysledky ucastnika a provadi se
normalizovanym zpasobem, aby se vSechny vysledky staly srovnatelné a i¢astnik mohl
okamzité pochopit smysl ohodnoceni [2].

85



Cetnost pouzivani nejistot m&feni pfi hodnoceni vykonnosti se zvysuje s nariistajicim
porozuménim tomuto parametru. V Gvahu ptipadaji dva druhy nejistoty méfeni: nejistota
méieni vztazné hodnoty a nejistota meéteni vysledki ticastnika.

a) z skére (pouziva se nejcastéji, s nejistotou méfeni nepocita), uvadi rovnice (9.3)

I Cnt.9) 9.3)

G
ve které x je vysledek uvadény ucastnikem, X je vztazna hodnota, & piedstavuje
smérodatnou odchylku pro posuzovani zpusobilosti.

b) z’ skére (bere v uvahu standardni nejistotu vztazné hodnoty), uvadi rovnice (9.4)

7 = =X (9.4)

V62 + ui
ve které X je vysledek uvadény ucastnikem, X vztazna hodnota, 6 smérodatna odchylka
pro posuzovani zpisobilosti a Ux je standardni nejistota vztazné hodnoty X.

Pti rozhodovani, zda pouzit z-skore €1 z'-skore musi poskytovatel zkouseni zptsobilosti

uvazit nasledujici hlediska:

e jestlize je ux < 0,3 &, pak je standardni nejistota vztazné hodnoty zanedbatelna a
pouziti z"-skére nebude mit pravdépodobné zadny ptinos,

e jestlize je ux > 0,3 &, standardni nejistota vztazné hodnoty neni zanedbatelna a
doporucuje se pouzit z'-skore.

C) zeta skore (bere v tivahu standardni nejistotu vztazné hodnoty a vysledku tGcastnika),
uvadi rovnice (9.5)

= x=X (9.5)

Ju2 + uz

X X
ve které X je vysledek uvadény ucastnikem, X vztazna hodnota, ux je standardni nejistota
vztazné hodnoty X a Ux vlastni odhad standardni nejistoty vysledku ucastnika x.

d) En ¢&islo (bere v uvahu rozsitenou nejistotu vztazné hodnoty a vysledku ucastnika),
uvadi rovnice (9.6)

(x—X)

(9.6)
/U,% + Ufef

ve které X je vysledek uvadény ucastnikem, X vztazna hodnota, Uy je rozsifena nejistota
vysledku Gi¢astnika x a Urer rozsifend nejistota vztazné hodnoty (X) stanovené referencni
laboratofi.

E, =

Bézné se pouziva nasledujici klasifikace z, z’ a zeta skore:
° | z | < 2,0 takové skore znamena ,,vyhovujici" vykonnost a neposkytuje zadny podnét.
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e 20 < | z | < 3,0 skore poukazuje na ,,problematickou” vykonnost a signalizuje
varovani.
o | z | > 3,0 takové skore ukazuje na ,,nevyhovujici" vykonnost a vytvaii podnét k akci.

Klasifikace ¢isla Eq:
e |En < 1,0 takové skore znamena ,,vyhovujici" vykonnost a neposkytuje zadny podnét.
e |En|> 1,0 takové skore ukazuje na ,,nevyhovujici" vykonnost a vytvaii podnét k akci.

Interpretace vykonnosti ve zkouseni zpusobilosti se tykd vSech urovni managementu
laboratofe od technikli az po vrcholové vedeni. Protoze laboratof by méla pouzivat
validované postupy méfeni spolu s internim fizenim kvality, nevyhovujici vykonnost je
tedy indikaci, ze existuje n¢jaky problém s validaci a/nebo internim fizenim kvality a
tento problém by mél byt bran vazné. Po peclivém hodnoceni vysledkt jednotlivych
cykli by mélo nasledovat sledovani vykonnosti ve zkouSeni zpulsobilosti v delSim
casovém useku, aby se rozpoznaly potencidlni problémy ve vztahu k $patné preciznosti,
systematickym chybam nebo chybadm obsluhy. Velmi uzitecné pro sledovani vykonnosti
ve zkousSeni zptisobilosti je grafické vyneseni skére vykonnosti v jednotlivych cyklech.
Zeta-skore nebo E, Cisla mize napomoci pii kontrole vérohodnosti odhadu nejistoty
mefeni laboratofte.

Priklad:

Programu zkouseni zpusobilosti zaméfené¢ho na stanoveni chlore¢nani v pitné vodé se
zi&astnilo 11 laboratofi. Vztazna hodnota byla 80,0 pg It a smérodatna odchylka pro
posuzovani zptsobilosti 8,0 pg I't. Posud’te vykonnost laboratoii pomoci z-skore.

Oznadeni laboratote | Vysledek (ug 1) | z-skore
Cl112 76,5 -0,44
C110 71,7 -0,29
C040 77 -0,29
Cco87 78,3 -0,21
C198 79,6 -0,05
C042 79,8 -0,03
C120 80,0 0,00
Co010 80,2 0,03
C109 89,4 1,18
C137 90,3 1,29
C415 94,0 1,75

[lustraéni vypocet z-skore pro laboratoi C112 (pouzit vztah 9.3):

—-X 76,5 — 80,0
Zz(xA)z( )=_0’44
o 8,0
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Grafické zndzornéni vysledki tohoto programu zkouseni zptisobilosti je na obr. 9.1.

Kod laboratoie

z-skore

Obrazek 9.1 Grafické zndazornéni vysledkii programu zkouseni zpiisobilosti na stanoveni
chlorecnanit v pitné vodé

Vsechny laboratote, které se zucastnily tohoto programu zkouSeni zptisobilosti, maji
vyhovujici vysledky.

9.3.7 Kvalitativni programy zkouseni zptusobilosti

Pro tyto programy zkouSeni zpisobilosti neexistuje obecné pfijimané statistické
hodnoceni, ledaZze poskytovatel zkouSeni zplsobilosti stanovi skére vykonnosti
porovnanim vysledkd laboratofi se vztaznou hodnotou na zaklad¢ transformace
kvalitativnich vysledkl na kvantitativni udaje, ktera je zalozena na pfedem stanovenych
kritériich. Pokud se nestanovi skoére vykonnosti, jsou vysledky pfevazné ve formé
»ano/ne* nebo vysledku ,,zjisténo/nezjisténo®, ,,pfitomen/neptitomen®. Pro tento druh
vysledkil neexistuje v souc¢asnosti obecn¢ uznavany piistup.

9.3.8 ZkouSeni zpiisobilosti v oblasti vzorkovani

ProtoZe spravny odbér vzorku je kritickym krokem pro platnost dané analyzy, legislativni
piedpisy vyzaduji akreditované pracovni postupy i pro vzorkovani. Na tento pozadavek
reaguji zkuSebni laboratofe a maji akreditované pracovni postupy vcetné vzorkovani.
Proto vyvstal pozadavek na akreditaci zkouSeni zpusobilosti v oblasti vzorkovani. V
Ceské republice nékteii poskytovatele nabizeji takové programy napi. v oblasti Zivotniho
prostiedi.

Cilem zkouSeni zptsobilosti v oblasti vzorkovani je porovnat vysledky analyz vzorkda,
které si GCastnici sami odeberou, a zaroven porovnat i praci jednotlivych odbérovych
skupin.
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Zkouseni zpuisobilosti vzorkovani zahrnuje: posouzeni provedeni odbéru vcetné
ptipravenosti odbérové skupiny k odbéru a stanoveni vybranych analyti.

Pro zkouSeni zpiisobilosti odbérti vzorkil je dualezitd odbérova technika, zru¢nost
odbérové skupiny a v neposledni fadé i ptipravenost dokumentace. Proto soucasti
zkouseni zpusobilosti je kontrola dokumentace, planu a zaznamu o odbéru, dalsi
vzdélavani, znalosti legislativy a postupti odbért vzorka, vybaveni, posouzeni vlastniho
odbéru a upravy vzorku provedené na lokalité, jeho uloZeni do piepravniho boxu,
kontrola transportu vzorku a jeho ptedani do laboratofe. Odbérovou skupinu hodnoti
posuzovatel¢ dle pravnich predpisii. Posuzovatele vSe zaznamendavaji napt. do
kontrolnich listi, které slouzi k vyhodnoceni UspéSnosti prace odbérovych skupin.
Souéasti kontrolniho listu jsou i Gidaje z normy CSN EN ISO 5667-3, napiiklad udaje o
sledovani teploty chladiciho systému béhem dopravy. Vzorkovaci skupina si odebere
vzorek a na mist¢ nebo v laboratofi provede analyzy. Vysledky analyz zaSle
poskytovateli.

Vyhodnoceni vykonnosti se skldd4a ze dvou casti (hodnocena je vzorkovaci skupina a
analytické vysledky):

- Utastnik obdrzi certifikat, kde je uvedena identifikace u¢astnika véetnd jmen vzorkait
s hodnocenim (vyhovél/nevyhovél).

- Ugastnik obdrzi zavére¢nou zpravu a napf. osvédéeni o Ucasti ve zkouseni zpisobilosti,
kde je vyhodnocena vykonnost pomoci z skore.

Vysledky ze zkouseni zpiisobilosti v oblasti vzorkovani mohou byt vyuzity i pro vypocet
stanoveni nejistot méfeni vcetné vzorkovani.

9.3.9 ZkousSeni zpusobilosti s malym poctem tcastniki

Neexistuje jednoznaény postup pro organizovani a vyhodnoceni vykonnosti takovychto
PT. Nekteti poskytovatelé vyuzivaji Horntiv postup [9]. Tento postup je pouzitelny pro 4
az 20 platnych méfeni. Statistické zpracovani vychéazi z poradkové statistiky souboru.
Podle poc¢tu méteni se urci hloubka pivoti, pivotova polosuma (odhad stfedni hodnoty) a
pivotoveé rozpéti.

Nejnovéjsi dokument vydany v této oblasti je EA-4/21 INF:2018 Guidelines for the
assessment of the appropriateness of small interlaboratory comparisons within the process
of laboratory accreditation [10].

Literatura:
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10 VZORKOVANI

Vzorkovani je nedilnou soucasti procesu analyzy vzorku. Patii sem vSechny ¢innosti
souvisejici s pfipravou a zpracovanim planu vzorkovani, s vlastnim odbérem vzorku a
dalsSim nakladanim se vzorkem a cinnosti souvisejici se zpracovanim piisluSné
dokumentace [1].

Pti kazdém odbéru vzorkil je nutné si uvédomit, ze odbér vzorku je rozhodujicim
faktorem pro vypovidaci schopnost vysledkti analyzy. Pokud nespravné odebrany vzorek
nereprezentuje situaci ve vzorkovaném objektu, nemuseji vysledky velmi piesnych
analyz provadénych ve Spickové a akreditované laboratofi vést ke spravnym zaveéram.
Hlavnim ac¢elem odbéru vzorkl je ziskani reprezentativniho vzorku zkoumaného objektu
k analyze. Reprezentativni vzorek predstavuje idealni stav, kterému se v provozni praxi
nejvice piiblizuje smésny vzorek, coZz je smés prostych vzorkil odebranych ze
vzorkovaného objektu tak, aby celkové sloZeni vysledného vzorku co nejlépe vystihovalo
primérnou hodnotu méfeného ukazatele. Prosty vzorek je mozno definovat jako
mnozstvi materidlu predepsané hmotnosti, objemu nebo velikosti, odebrané jednorazové
Vv daném Case a misté ze vzorkovaného objektu, napt. trvale homogenni objekt se miize
charakterizovat jedinym prostym vzorkem. Pfi analyzach odebranych vzorkt se zjist'uje
jejich chemické slozeni, fyzikalni vlastnosti, nékdy se provadi téz jejich biologické a
mikrobiologické analyzy. Vysledky analyz provadéné v akreditovanych laboratofich se
pak pouzivaji k hodnoceni stavu zivotniho prostfedi, upravé technologii, vypoctu
poplatkd za znecisténi apod. Nazorny ptiklad postupu analyzy od odbéru vzorku az po
ziskani vysledku je zachycen na obrazku 10.1.

Krok procesu Forma materialu Popis kroku procesu

Odbér prostého vzorku nebo nékolika
casti tvoficich smésny vzorek

Odbkér vzorku Vzorkovany objekt

v

/— Primarni vzorek

Uprava anebo zpracovani (déleni)

|

A\

v

Podvzorek || Dal$i Uprava anebo zpracovani (délenti)

Vlastni pfiprava vzorku < |

v

Laboratorni vzorek —#

Fyzikalni uprava, napr. suseni,
prosivani, mleti, déleni, homogenizace

v i
N TS vl | VYybér zkouseného vzorku k chemicke
upravé pred chemickou analyzou

|

Chemicka uprava vedouci
k analytickému stanoveni

v

Zkouseny vzorek

Analyza |

v

Zkouseny roztok

Stanoveni koncentrace analytu

Y

Obrdzek 10.1 Proces analyzy od odbéru vzorku az po ziskani analytického vysledku [2]
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Zakladni otdzky, z nichz je tfeba vychazet pii sestavovani vhodné strategie vzorkovani a
planu vzorkovani, jsou uvedeny ve schématu na obrazku 10.2.

Vzorkovani e Misto vzorkovani

e Postup odbéru vzorkl (normovany?)

e Cetnost vzorkovani

e  Mnozstvi vzorku

e (Odbérové zatizeni (jednoduché nebo automaticky vzorkovac)
e Vzorkovnice (typ, material, objem)

e Oznaceni vzorkovnic

e Uchovavani a transport vozrktl do laboratoie

e Piislusna analytickd laboratot

Laboratof e Zapis vzorki

e Pfijem vzorku

e Typ vzorku

e Homogenita vzorku

e Stabilita vzorku

e M¢feni (analyt, matrice)

e Koncentrace

e Potiebnd méfici schopnost metody

Obrazek 10.2 Hlavni aspekty, k nimz je treba prihlizet pri sestavovani strategie a planu

vzorkovani

Rada vyznamnych oblasti vzorkovani je podchycena zavaznymi normami s popisem
ruznych typd vzorkovani pro rizné typy sledovanych matric. Urcity piehled o
komplexnosti celé problematiky poskytuje tabulka 10.1.

Tabulka 10.1 Orienta¢ni prehled organizaci vydavajicich normy o vzorkovani zakladnich matric
a konkrétnich typti matric, pro n€z se normy vydavaji

Organizace  vydavajici normy o | Matrice Konkrétni typy (priklady)

vzorkovani

Mezinarodni: - Potraviny - Rostlinné a Zivo¢isné

e |SO, CEN, ASTM - Voda - Pitna voda, odpadni voda
- Pudy - Puda, odpady

Nérodni: - Ovzdusi - Castice, plyny

e CAS, DIN, BSL, SUTN atd. - Materialy - Fosilni paliva, polymery
- Chemikalie - Drogy, hnojiva, 1é¢iva
- Biochemické | - Sérum, krev, mo¢

Pozn.: ISO - International Organization for Standardization; CEN — Evropsky vybor pro
normalizaci; ASTM — American Society for Testing and Materials; CAS — Ceska agentura pro
standardizaci; DIN — Deutsches Institut fir Normung; BSI — British Standards; SUTN —
Slovensky ustav technickej normalizacie
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Nejistota vzorkovani

Soucasti celkové nejistoty méteni je také prispévek pochéazejici ze vzorkovani. Postupy
jeho vypoctu a vypocty celkové nejistoty méfeni zahrnujici tento ptispévek jsou obsazeny
ve [2]. Zjednodusen¢ lze ptispévek nejistoty vzorkovani k celkové nejistote Uceik popsat
rovnici 10.1

uCelk2 = uvz2 + Uanz, kde (101)

Uy je nejistota vzorkovani a Uan je nejistota analyzy.

Dokumentace vzorkovani

Podle zakladni rozvahy a volby strategie vzorkovani se pfipravuje plan vzorkovani, ktery
obsahuje vSechny technické Uidaje o miste, Case, zplisobu a personalnim zabezpeceni
odbéru vzorkl. Zahrnuje téz zédsady ochrany zdravi a bezpeCnosti prace. K dalsi
dokumentaci vzorkovani obvykle patii:

e pracovni denik vedeny osobou zajist'ujici odbéry vzorka,

e dokumentace odbérnych mist (katalog — fotodokumentace, nakres v planu nebo map¢
a nejlépe fyzické oznaceni mist v provoze znackami — tabulkami),

e ziznam nebo protokol o odbéru vzorku. Jeho nalezitosti upravuje Metodicky pokyn
pro akreditaci CIA MPA 01-15 a patii sem: ndzev dokumentu (Protokol & Zaznam o
odbéru vzorku), nazev a adresa subjektu provadéjicitho odbér vzorku, jednoznacna
identifikace dokumentu — potadové &islo, ¢islovani stranek 1,2.../z X, zietelny konec
protokolu, ndzev a adresa zdkaznika, datum a Cas (doba) odbéru vzorku, intervaly
odbéru, misto odbéru (i nakresy, fotografie), identifikace materialu, z n¢hoz byl
odebran vzorek, popis a identifikace vzorku, v€etné odebraného mnozstvi, odkaz na
pouzity plan a postupy vzorkovani, podrobnosti o podminkéach prostifedi v prib&hu
odbéru (vliv na zkousky), jméno osoby provadéjici odbér, zpisob predbézné tpravy
vzorku, konzervace ¢i stabilizace odebraného vzorku (cezeni...), vysledky zkousek
provedenych v misté¢ odbéru nebo odkaz na ng, podminky transportu vzorku z mista
odbéru do laboratote, pfipadné pii pfedani vzorku, datum a ¢as pfedani vzorku do
laboratote, identifikace laboratofe, jméno, funkce a podpis osoby, ktera potvrzuje
protokol o odbéru, ptipadné osoby piitomné pii odbéru a rovnéz norma ¢i jina
specifikace tykajici se metody nebo postupu vzorkovani a odchylky, dodatky nebo
vyjimky od ptislusné specifikace.

e protokol o uchovani a piedani vzorku do laboratote (vypliuje zpravidla pracovnik
laboratote za ptitomnosti osob, které vzorky odebiraly — jako piejimaci protokol).

Transport vzorki

Po odbéru vzorki je tteba vzorky dopravit za vhodnych podminek do laboratote. Ptitom

je tieba respektovat nize uvedend obecnéd doporuceni:

1. Vzorky se ukladaji do suchych vzorkovnic, které se plni dle doporu€eni laboratofte.

2. Vzorky je tieba chranit pied svétlem a teplem (obvykle je k pfechovavani idealni nizsi
teplota, napft. 4 °C).
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3. Vzorky (vzorkovnice) je tfeba pii pfeprave zajistit proti nezadoucimu pohybu, rozbiti
a ztratdm obsahu.

4. Cas mezi odbérem vzorku a jeho analyzou je vhodné minimalizovat, pfedevsim u
méné stabilnich vzorki.

5. V potiebnych piipadech je nékdy nutné vzorek uméle stabilizovat — konzervovat
(napt. pfidavkem vhodného konzerva¢niho cinidla, pti nechemické stabilizaci se
vzorky chladi nebo zmrazuji).

Zajisténi srovnatelnosti vzorkovani

Obdobné jako pti zabezpec€eni kvality méfeni v analytické laboratofi se realizuje i systém
zabezpecCeni srovnatelného vzorkovani. K tomu slouzi tii zakladni pfistupy: akreditace
vzorkovani provadéna Ceskym institutem pro akreditaci, zavedeni systému zabezpedeni
kvality vzorkovani v jednotlivych laboratotich a mezilaboratorni porovnani odbért.

Pti akreditaci vzorkovani se posuzuje systém vzorkovani v laboratofi, vychazejici z dobie
sestavenych standardnich pracovnich postupti pro rizné vzorkované matrice, postupi pro
sestavovani planu vzorkovéani ¢i programu vzorkovani a vySkoleného zkuSeného
personalu, z hlediska plnéni pozadavki na vzorkovani podle normy CSN EN ISO/IEC
17025. Ud¢leni akreditace vzorkovani znamena splnéni pozadavku této normy.

Podobné jako pii provadéni interni kontroly kvality analyz se v laboratofi pro systém
zabezpeceni kvality vzorkovani odebiraji slepé vzorky pro ovéfeni mozné kontaminace
vzorkd, provadéji se opakované odbéry a déli se vzorky pro opakovana soubézna
stanoveni (vice napt. v CSN EN ISO 5667-14).

Externi formu zabezpeceni kvality vzorkovani pak pfedstavuji mezilaboratorni porovnani
odbéru (viz také kap. 9.3.8), kdy se u vhodného vzorkovaného objektu schazeji
vzorkovaci skupiny, které vlastnimi postupy v souladu s legislativou odeberou ve stejném
Case vlastni vzorky a ty nechaji analyzovat ve své laboratofi. Vysledky se pak
vyhodnocuji obdobné jako u zkouseni zpusobilosti; vedle srovnatelnosti vysledki
laboratoii se uplatiiuji 1 odchylky zplsobené postupem odbéru vzorku konkrétnimi
vzorkafi.

Literatura:

1. Metodicky list 4 — Terminologie vzorkovini. EURACHEM-CR 2018.
http://www.eurachem.cz/metodicke-listy.php

2. KVALIMETRIE 15. Nejistota méfeni vyplyvajici z odbéru vzorkl: Metodicka
ptirucka s postupy. PouZiti informace o nejistoté k posuzovani shody. EURACHEM-
CR, Praha 2008 (ISBN 80-86322-03-3).
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11 VYBRANE APLIKACE STATISTIKY

Distribuéni funkce

O nejistoté vysledku pojednava kapitola 7 této ptirucky. Dulezitym momentem pii
odhadu nejistoty je prakticky vypocet nejistoty vysledki z experimentalnich hodnot
vstupnich parametrl a jejich nejistot ¢i z hodnot vstupnich parametri a jejich nejistot
ziskanych jinym zptsobem.

Odhad nejistot vstupnich parametrti zavisi na typu rozdéleni vstupni hodnoty a na dalSich
informacich, které se ke vstupni hodnoté vazi. Pfi odhadu nejistoty vstupnich veli€in,
které souvisi s Chemickymi métenimi, se nejéastéji pouzivaji normalni, rovnomérné a
trojihelnikové rozdéleni. Nasledujici text ukazuje, jak postupovat pii vypoctu

vvvvvv

jakych okolnosti se maji pouzivat.

Rovnomérné rozdéleni

Tvar Pouziti Nejistota

I+
@

2a(= e V certifikatu nebo jiné specifikaci jsou
o uvedeny meze bez udani konfidencni
urovné (napf. 25 ml = 0,05 ml).

1 e Odhad ve formé rozpéti (+a) bez udani a
a R u(x)=——
tvaru distribucni funkce. ﬁ
X
Trojuhelnikové rozdéleni
Tvar Pouziti Nejistota
D G B e Informace, ktera je o x k dispozici, je
I vice urCujici nez u rovnomérného
rozdéleni. Hodnoty tésné kolem X jsou
Va pravdépodobné&jsi nez v blizkosti hranic. a
< T | UWX)=—F—
e Odhad ve form¢ maximalniho rozpéti (x) 6
(+a) popsaného symetrickou distribuci.
X
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Normalni rozdéleni

Tvar Pouziti Nejistota

e (Odhad je ucinén z opakovanych uix)=s
pozorovani nahodného procesu

e Negjistota je uvedena ve formé uix)=s
- ~ smérodatné odchylky s, relativni u(¥)=x-(s/x)
smérodatné odchylky s/x

e Negjistota je uvedena ve formé 95 % ux)=d/2
(nebo jiného) intervalu spolehlivosti (pro d pii
X + d bez specifikace rozdéleni 95 %)

Statistika opakovanych méreni, nahodny vybér

Zakladni soubor je mnozina hodnot nahodné veli¢iny s danym rozdélenim
pravdépodobnosti, z niz se vybiraji pozorované hodnoty této veli¢iny. Zakladni soubor
obsahuje hodnoty nahodné veli¢iny skute¢né pozorované a teoreticky mozné. Teoreticky
proto, ze nemame technické, Casové nebo jiné moznosti pozorovani uskutecnit, ale vime,
jak bychom kazd¢ jednotlivé pozorovani mohli uskutecnit. Vlastnosti zakladniho souboru
poznavame jen do urcité miry prosttednictvim nahodného vybéru. Prikladem zdkladniho
souboru mohou byt napt. vysledky vSech moznych analyz stejného vzorku (nekonecné
velky soubor), vSechny mozné koncentrace H2SQOj4, které mizeme obdrzet od vyrobce
(nekonecny), dodavka 5 vagoni zelezné rudy (konecny) apod. Nahodny vybér je potom
napf. 5 analyz stejného vzorku, 10 rtznych koncentraci H2SOas, 5 vzorkli po 1 kg
odebranych ndhodné z kazdého vagonu atd.

Uvazujme ndhodny pokus, jehoZ vysledkem je hodnota X ndhodné veli€iny &, ktera ma
distribu¢ni funkci F(x). Opakujeme-li nahodny pokus nezavisle n-krat, dostaneme
hodnoty xi, X2,..Xn. Mnozina téchto hodnot se nazyva ndhodnym vybérem rozsahu n z
rozdé€leni, majiciho distribu¢ni funkci F(X). Vzhledem k tomu, Ze hodnoty nahodného
vybéru pochézeji z téhoz zakladniho souboru, maji stejnou stiedni hodnotu a stejny
rozptyl.

K charakterizaci ndhodného vybéru pouzivame charakteristik, které nazyvame
vybérovymi charakteristikami. Zminime se hlavné o dvou — vybérovém priméru a
vybérovém rozptylu.
Vybérovy pramér (aritmeticky primeér) je definovan jako (11.1)

1 — (11.1)

Sttedni hodnota vybérového priiméru je p, rozptyl je o?/n. Stfedni hodnota vybérového
pruméru je tedy stejnd jako stfedni hodnota zakladniho souboru, zatimco rozptyl
vybérového primeéru je roven n-tin€ rozptylu rozdéleni, z néhoz pochazi.
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Vybérovy rozptyl (odhad rozptylu) je definovan vztahem (11.2)

1 n
st = — E(xi— x)?
=1

Podobné jako v ptfipad¢ vybérového pruméru se da dokazat, ze oCekdvana hodnota

(11.2)

vybérového rozptylu je 2.

Vybérova smérodatna odchylka, s, je druhd odmocnina vybérového rozptylu.

jednotlivych vysledkt v sérii méfeni (rovnice 11.3):
R=x,—x; (11.3)

Testovani robustnosti

Testovani robustnosti mize byt provedeno posuzovanim vlivu kazdého parametru
samostatné, coz je pracné, vyzaduje velky pocet experimenti a nékteré parametry mohou
byt opomenuty. Vzhledem k tomu, ze u vyvinuté a optimalizované metody muizeme
ptedpokladat, ze vliv jednotlivych parametrt na vysledek bude maly, Ize provadét zmény
nékolika parametrii soucasné. Obvykle se k testovani robustnosti pouzivaji zkraceny
faktorialni pokus. Youden popsal pomérné jednoduché planovani pokust, pti kterém se
ovétuje Vvliv sedmi parametrii pomoci osmi experimentd. Pokud jsou identifikovany
vyznamné parmatery na vysledek métent, je tieba je podrobné studovat a ptipadné provést
dalsi vyvoj metody.

Youdenuv test vyuziva tzv. Plackett-Burmanovo pldnovani pokust, které je znazornéno
v tabulce 11.1 [1]. K prozkoumani vlivu parametru se vypocte rozdil mezi primérem
vysledki ziskanych s parametrem na normdlni Grovni a pramérem vysledkl
S parametrem na alternativni Grovni.

Tabulka 11.1 Plackett-Burmanovo planovani pokust pro studovani 7 vlivli (parametrt)

Cislo pokusu
Parametr 1121314 5 6178
A nebo a A/A|A|Alalala]la
B nebo b B/ B|b|b B/ B|b|b
Cneboc Clc|Clc|C|lc|C|c
D nebo d D Dld|d|d|d|D|D
E nebo e Ele|E|le|e E|el|E
F nebo f FIf f|F|F|f|f|F
G nebo g Glg|lg|G|lg| G|G|g
Vysledek méieni | v | t U |V W | X |V |Z

Nasledujici ptiklad, na kterém si ukazeme postup, je prevzat z KVALIMETRIE 10 [2].
V navodu analytické metody bylo urceno 5 kritickych parametrt, které by mohly mit vliv
na robustnost. Vzhledem k tomu, Ze Youdentv test vyzaduje 7 parametrt, byly nahodné
vybrany parametry C a E jako prazdné, tj. parametry, které by nemély ovliviiovat
vysledek méfenti.
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A pH mobilni faze

B koncentrace tlumivého roztoku

C okno v laboratofi

D koncentrace ptidavného ¢inidla (napf. pro tvorbu iontovych part)
E ptitomnost vedouciho laboratote

F prttokova rychlost

G stati kolony

Nominalni a alternativni hodnoty parametrt shrnuje tabulka 11.2:

Tabulka 11.2 Nominalni a alternativni hodnoty parametrii A-G

Parametr | Nominalni Groven | Alternativni Uroven
A 6,5 7,1

B 0,2 mol I 0,3 mol I

C zaviené oteviené

D 1 mol I? 1,5 mol I1

E nepfitomen pritomen

F 1,4 ml min 1,6 ml min*

G nova pouzivana 6 mésicti

V tabulce 11.3 niZe jsou uvedeny vysledky méfeni analytického signalu. Napf. méfeni
oznacené jako t (tj. hodnota signalu 1,65) bylo ziskano pro toto nastaveni parametrii: pH
= 6,5, koncentrace tlumivého roztoku 0,2 mol 1%, oteviené okno, koncentrace piidavného
ginidla 1 mol 1", vedouci laboratofe pfitomen, priitokova rychlost 1,6 ml min™ a kolona
pouzivana 6 mésicil.

Tabulka 11.3 Vysledky méfeni testu robustnosti

r t u Vv w X y z
164/165/169 170,132,135 ]150 145

Z vysledki méteni v tabulce vypocteme vybeérovou smérodatnou odchylku s pouzitim
vztahu 11.2 a odmocnénim vybérového rozptylu s2. Pro nase data s = 0,153.

Hodnota 4 se vypocéte ze vztahu 11.4

s
A= to75;7) En (114)

kde t je tabelovany kvantil Studentova rozdéleni pro 7 stupnu volnosti, tedy te75;7) =

2,365.

Kontrasty jednotlivych parametrt se vypoctou z nésledujicich rovnic:
Va=1/4(r+t+u+v)-14w+x+y+2)
Ve=1/4(r+t+w+Xx)-14(u+v+y+2)
Ve=14(r+u+w+y)-1/4(t+Vv+Xx+2)
Vp=1/4(r+t+y+2)—1/4U+v+w+Xx)
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VE=1/A(r+u+x+2z)-14(t+v+w+ty)
VE=14(r+v+w+2z)-1/4t+u+x+Yy)
Ve=14(r+v+x+y)-14t+u+w+2)

Test robustnosti spoc¢iva v testu hypotézy Ho: Vi = 0 piedpokladajici, ze vSechny
kontrasty jsou nulové oproti Hi: Vi # 0. Test provedeme vypoctenim konfidenéniho
intervalu kontrastu (rovnice 11.5):

S
L,=V; £ t(0,975;7)ﬁ =Vt A (11.5)

Hodnoty vypoctenych kontrasti pro nas ptiklad jsou:
Va =0,265 Ve =-0,095 Vc = 0,005 Vb = 0,045
VE =-0,005 VE =-0,025 Ve =0,015

Konfidenéni interval je Li> = Vi £ 0,256 (tedy A = 0,256). Obsahuje-1i konfidenéni
interval bod 0, potom je kontrast statisticky nevyznamny a méfici postup je pro dany
parametr robustni. V naSem ptikladu je postup robustni pro vsSechny parametry
s vyjimkou parametru A (pH mobilni faze). V navodu musime na tento fakt upozornit a
peclivé hodnotu pH kontrolovat.

Kragteniiv algoritmus

Pti odhadu kombinované nejistoty pouzivame rizné vypocetni postupy, z nichz

4

nejvhodnéjsi je tzv. Kragtenovo schéma (algoritmus), které bylo publikovano napf.
v KVALIMETRII 16 a 19 [3, 4].

Odhad hodnoty y veli¢iny y (vysledek) pomoci odhadi hodnot X1 az X, (vstupni

parametry) je dan rovnici méfeni (11.6)
y="fxu Xz ..., xn), (11.6)

Vztah mezi kombinovanou standardni nejistotou Uc(y) hodnoty y veli¢iny v a

standardnimi nejistotami u(xi) hodnot x; veli¢in & vychazi ze zakona propagace nejistot.

Pro nezavislé veli¢iny X; ma rovnice tvar (11.7)

Uc(y(xl,xz,...)):\/;ClizTi)z, (117)

ve které = G_y
L 6xl-

je citlivost (selektivitni koeficient) méfené hodnoty y vzhledem k hodnotam jednotlivych
vstupnich veli¢in. Jednotlivé citlivosti mohou byt ziskdny experimentalné. Je tieba
pfipomenout, ze uvedeny vztah je vztahem aproximativnim, ve kterém jsou vynechany
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¢leny s parcidlnimi derivacemi vyssich fada. V chemickych méfenich je tato aproximace
dostacujici. Parcialni derivace miizeme aproximovat vztahem (11.8):

dy _y (x; + ulx)) — y(x) (11.8)
ox; u(x;)

a dil¢i prispévek jednotlivé vstupni veli¢iny k celkové nejistoté aproximovat vztahem
(11.9)

U(y, xi) = y(x1; X2y wey (xi + u(xi)): ) xn) - (119)
VX1, Xg, ey Xy weey X))

Na zékladé této aproximace je vytvoren algoritmus vypoctu:

a) formulovani modelu méieniy = f(xi), 1 = 1, ...p (p je pocet vstupnich veli¢in)
b) vlozeni sloupcti hodnot vstupnich veli€in a jejich standardnich nejistot

c) zkopirovani sloupce hodnot do matice pxp pomoci F4 ($ pted oznacenim sloupce)
d) zvétseni diagonalnich prvki o standardni nejistotu ptislusnych veli¢in

e) vypocet vystupni veli¢inu pod sloupcem puvodnich hodnot

f)  zkopirovani vzorce (model méfeni) do fadki pod matici

g) vypocet diference hodnoty vystupni veli¢iny nezménéné a zménéné

h)  vypocet druhé mocniny diferenci

1)  vypocet sumy mocnin diferenci

J)  odmocnina ze sumy je kombinovana standardni nejistota

K) vypocet ptispévku jednotlivych veli¢in k celkové nejistoté

Priklad s vyuzitim MS Excel:

o X1
1. Model méfeni: y===2
X3.X4

2. Vstupni veli¢iny a jejich standardni nejistoty:

veli¢ina hodnoty Stu Rsu

x1 2,46 0,02 0,81%
X2 4,32 0,13 3,01%
X3 6,38 0,11 1,72%
x4 2,99 0,07 2,34%

3. Vytvoftit matici pxp (4x4) a zkopirovat sloupec hodnot do celé matice pomoci F2 a
F4 (string $ pfed oznacenim sloupce)

4. Na diagonalu vlozime jiné prvky: hodnota + standardni nejistota Stu

veli¢ina  hodnoty Stu Rsu x1 X2 x3 x4

x1 2,46 0,02 0,81% 2,48 2,46 2,46 2,46
X2 4,32 0,13 3,01% 4,32 4,45 4,32 4,32
X3 6,38 0,11 1,72% 6,38 6,38 6,49 6,38
x4 2,99 0,07 2,34% 2,99 2,99 2,99 3,06
y 0,557 0,024 4,22% 0,562 0,574 0,548 0,544

0,004529 0,016764 -0,009442 -0,012744 iff
2,05137E-05 0,000281 8,916E-05 0,0001624 ditf~2
0,0005531 sum(diff~2)
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5. Zkopirujeme model méfeni do fadku pod matici 4x4; jsou zde hodnoty y vypoctené
ze zménénych hodnot X

6. Vypocteme diference, diff, pivodni hodnoty (0,557) a zménénych hodnot

7. Vypoéteme druhé mocniny diferenci, diff2

8. Vypocteme sumu druhych mocnin, sum(diff~2)

9. Vypocteme kombinovanou nejistotu (odmocninu ze sumy) a relativni kombinovanou

nejistotu
10. Vypocteme prispévky jednotlivych vstupnich veli¢in k celkové nejistoté jako podil
jednotlivych druhych mocnin diferenci k sumé diferencit:

x1 X2 X3 X4
3,7% 50,8% 16,1 % 29,4 %

Testovani hypotéz

Testovani hypotéz je dilezitou soucasti interpretace vysledkti méteni. Postup spociva
Vtom, ze nejprve vytvoiime tzv. nulovou hypotézu, tj. hypotézu, ktera vychazi
z pozadavki na interpretaci. Jsou to obvykle hypotézy o zakladnich parametrech
rozd¢leni pravdépodobnosti métené veli¢iny. Hypotézy vzdy testujeme na urcité hladiné
vyznamnosti o, obvykle volime hodnotu a = 0,05. Tradi¢ni, klasicky zplsob testovani
hypotéz vychazi pouze z dat ziskanych opakovanym méfenim. Je to vSak zplsob velice
ilustrativni a slouZzi 1 k pochopeni testovani hypotéz datovych soubort, u kterych zndme
nejistotu méfenti.

Testy hypotéz pro opakované pokusy neberou v vahu nejistotu vysledku. Mirou
proménlivosti je pouze vybérovd smérodatnd odchylka opakovatelnosti nebo
reprodukovatelnosti. Vstupnimi hodnotami pro vSechny testy jsou hodnoty nékterych
charakteristik vyb&ru: aritmeticky prumér, smérodatna odchylka vybéru, s, rozsah
méfeni, N, kvantily t a F rozd€leni pro urcity pocet stupiiii volnosti a hladinu vyznamnosti
a. Zde se zamétime pouze na testovani, zda stfedni hodnota ndhodné veliCiny nabyva
urcité hodnoty anebo je vEétsi €1 mensi nez tato urcita hodnota.

Test hypotézy Ho: n = Lo

Testujeme hypotézu o tom, ze sttedni hodnota ndhodné veli¢iny nabyva urcité hodnoty.
Ho plati, jestlize hodnota o je uvnité oboustranného konfiden¢niho intervalu (intervalu
spolehlivosti) L1 (11.10):

o s 11.10
L12 = X i t(l—%;n—l)\/_ﬁ’ ( )

kde t(l—%;n—l) je kvantil Studentova rozdé€leni.
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Test hypotézy Ho: < po

Testujeme hypotézu o tom, Ze stfedni hodnota ndhodné veli¢iny nabyva hodnot mensich
nez je urcitd hodnota. Ho plati, jestlize hodnota Lo je uvnitf jednostranného intervalu
<Li;00>. L1 je vypocten rovnici (11.11):

_ s
=Xx - t(l—a;n—l)ﬁ; (11'11)

kde t(1—g;n—1) je kvantil Studentova rozdéleni.

Test hypotézy Ho: n> Lo

Testujeme hypotézu o tom, zZe stiedni hodnota ndhodné veli¢iny nabyva hodnot vétSich
nez je urcitd hodnota. Ho plati, jestlize hodnota po je uvnitf jednostranného intervalu <-
owo;L2>. L2 je vypoéten rovnici (11.12):

_ S
L2 = X+ t(l—a;n—l)ﬁ' (1112)

Testovani hypotéz s pouZzitim nejistoty vysledku
Ptedpokladem vhodnosti téchto testi je znalost standardni kombinované nejistoty
vysledku. Ve vSech testech je U standardni kombinovana nejistota a U je rozSifena

nejistota U = k-u. Pro 5% hladinu vyznamnosti volime k = 2.

Test hypotézy Ho: 1= Lo
Hypotéza Ho plati, jestlize

X — 11.13
Iu_'u0| < 1,96, ( )

kde x je vysledek méteni a hodnota 1,96 je kvantil normovaného normalniho rozdéleni.

Test hypotézy Ho: < o
Hypotéza Ho plati, jestlize  x <(uo + 1,64-u) X je vysledek méteni (11.14)

Test hypotézy Ho: p >po
Hypotéza plati, jestlize X > (po - 1,64-u) X je vysledek méteni (11.15)

Test hypotézy Ho: 1 = p2
Hypotéza plati, jestlize

lx; — x| (11.16)

———— < 1,96,
Jui + ul

kde x1 a x2 jsou vysledky méfeni dvou nezavislych soubort, Uy @ Uz jsou piislusné
standardni kombinované nejistoty.
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Nejistota hodnoty odectené z linearni kalibrace

V piipadé, Ze kalibracni zavislost je proloZzena piimkou y = bo + b1X, kde bo je tisek na
ose y a b1 smérnice, se koncentrace analytu v neznamém vzorku Xv; vypocte

- b
x,, = 2220 (11.17)
by
Standardni nejistota hodnoty vzorku u(X.;) je potom
Syx 1 1 (yvz - )_’)2
L LN S Dy 11.18
u(va) by \/N n bf " Qxx ( )

kde y je primérna hodnota signalu kalibra¢nich standardd, N je pocet opakovani, z nichz
se pocita primérnd hodnota Yz, N je pocet kalibracnich bodii, Qxx je definovany jako
Qxx = 21-1(x; — X)?a reziduéalni smérodatna odchylka Syx se vypoéte z rovnice (11.19)

&2 — Z" (yi — bo — by - x;)?
- i=1 n—2 (11.19)

Podrobnosti 1ze nalézt v KVALIMETRII 16 [3], ze které je pievzat i nasledujici priklad.

Piiklad: Na zakladé¢ dat ze spektrofotometrického méteni v tabulce 11.4 sestrojte linearni
kalibra¢ni zavislost a vypoctéte koncentraci analytu ve vzorku a jeji nejistotu, jestlize
nezndmy vzorek poskytl absorbanci 0,512 a byl méten pouze jednou.

Tabulka 11.4:

cmg 1) [ 1,03 [222 [315 [414 [549
Abs 0,169 | 0,317 | 0,473 | 0,625 | 0,821

Pomoci statistického software byla vypoctena rovnice pfimky Abs = 0,0049 + 0,1485¢c
(obecné y = bo + b1x). Z rovnice 11.14 ziskame koncentraci vzorku c,; = 3,41 mg I,
Vhodny statisticky software vypoéte i smérodatnou odchylku z rovnice 11.16, kde Syx =
0,0124. Standardni nejistotu pak vypocteme dosazenim do rovnice 11.15

00124 |1 1 (0,512 — 0,481)2
u(Cyz)

_ 1.1 _ .
0,1485 |1 + 5 + 0,14852 - 11,7993 0,09 mgl

Statistické zaklady Shewhartovych regula¢nich diagramii

Regulaéni diagram pro primeér (nékdy oznaovany x s pruhem) je zaloZen na statistickych
charakteristikdch nahodné proménlivosti definované normalnim rozdélenim. Vztah mezi
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grafem hustoty pravdépodobnosti normalniho rozdéleni a regulacnim diagramem pro
prumér je ilustrovan na obrazku 11.1. Centralni linie (CL), na obr. 11.1 znazornéna
zeleng, predstavuje stfedni hodnotu (aritmeticky priimér) ziskanou z dostatecného poctu
méieni kontrolniho vzorku. Déle jsou znazoriiovany Ctyfi cary, dvé pod a dvé nad
centrdlni linii. Dv€ z nich, nazyvané varovné meze, jsou zndzornény na obr. 11.1
oranzov¢ a jsou umistény ve vzdalenosti = 2x smérodatna odchylka od centralni linie. Za
pfedpokladu, Ze data pochéazeji z normalniho rozd¢leni, bude v téchto mezich 95,4 %
vysledku. Dalsi dvé ¢ary, nazyvané regulacni meze, jsou na obr. 11.1 zndzornény Cervené
a jsou umistény ve vzdalenosti + 3x smérodatnd odchylka od centralni linie. Je-li spInén
pfedpoklad normalniho rozd¢€leni dat, bude se v téchto mezich nachdzet 99,7 % vysledki.
Tedy pouze 3 vysledky z 1000 jsou umistény mimo regulacni meze, to znamena, ze pokud
se objevi vysledek mimo regula¢ni meze, je s velkou pravdépodobnosti analyza mimo
stav statistické regulace. Pouziti aritmetického priméru a smérodatné odchylky je vazano
na statisticky pfedpoklad, Ze vyhodnocovana data pochéazeji z normalniho rozd¢leni.

+3s homi regula¢ni mez, UCL
4 +2 homi varovna mez, UWL
. centralni linie

¥ N~ CL

dolni varovna mez, LWL

dolni regula¢ni mez, LCL |

-2s

-3s

Obrazek 11.1 Shewhartitv regulacni digram pro aritmeticky primér a jeho souvislost s grafem
hustoty pravdépodobnosti normalniho rozdéleni
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