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Uvod

V ptiruéce Kvalimetrie 16 jsme se pokusili podatebpled statistickych a chemometrickych
postup, které mohou byt vyuZityipzpracovani a interpretaci experimentalnich dedcévnici
laboratdi, pracujici v oborechifrodnich ¥d, pouZivajicasto i zpracovani experimentalnich
dat dnes &n¢ dostupné programoveé vybaveni — tabulkovy procéssrExcel. Rilohou této
piirucky je CD-ROM, ktery obsahuje jednakSené fiklady, jednak Sablony (templaty) pro
feSeni jednotlivych statistickych postupExcelové seSity jsou otgané, tedy nezatené,
a mohou byt vyuZity f feSeni obdobnych problémPro validaci zmignych seSii na jinych
pccitacich jsou piloZzeny vysledky pikladi v souborech formatu MS-Word.

UZivateiim piirucky doporéujeme, aby filiS nezasahovali do struktury seésSitzviase
v pripadech, kdy je pouzito makro. Dopdujeme pouze jednoduché Upravy, hapzsteni
poctu vstupnich addjnebo zaokrouhleni vystupnich dat.

PouZivani excelovych sefitvyZaduje pouze zakladni znalosti Excelu. fippc jakékoliv
pochybnosti nebo nefunkosti rekterého z filozenych sesSit kontaktujte autora tétoripucky
na emailovych adresach miloslav.suchanek@vscheloa sekretariat@eurachem.cz.

Vydet statistickych a chemometrickych postupeni samazjmeg Uplny. Sousedili jsme se
pouze naty, které jsou jednoduché a které sezdigdnout v prosgedi Excelu. V gikladech je
pouZita verze MicroscftExcel 2000.






1 Zakladni statistické parametry a testy hypotéz

1.1 Zakladni soubor a typy statistickych rozdleni

1.1.1 Z&akladni pojmy

Pfi hodnoceni analytickych metod a vyslédiebo i formulaci fyzikalrs-chemickych modél
popisujicich vztahy mezi pramnymi vel€inami, z nichZ se &Sina ziskava experimenté|n
vyuZivame matematicko-statistické metody.

Matematicko-statistické metody jsou vhodnym nastrogkoumani systému ¥ipadech, kdy je
nutno winit objektivni za¥r o celku sloZzeném z velkého mnoZstvi jednotéléemz z ®&ja-
kych divodi je mozno prozkoumat jen malou, vybrari@st tohoto celku.

Hromadné jevy jsou takové, které se vyskytuji zacitych podminek opakov&nve velkém
poctu a lze je fitom pozorovat nebo ziskavat experimentem. Spdaiginipadem hromadného
jevu jenadhodny jevTen za danych podminekie a nemusi nastat, jeho vyskyt zavisi pak na
nahod. Ciselna veliina, kter4 nini svou hodnotu gsobenim nahodnych jéyv se nazyva
nadhodna veliina. Zjistitelna hodnota ndhodné wghy musi byt jednozraé urcena, tzn. musi

v konkrét sledovaném ifjpadt nabyt jediné hodnoty. Nahodnost jevu znamena neasbZ
predpowdét s jistotou, zda ip uréitém experimentu kdykoli v budoucnu jev nasténeenasta-

ne. Je tomu tak proto, Ze nezname vsechiftyny vyskytu nahodného jevu, kterych je mnoho
a které jsou samy o sblmepostiZitelné a nekontrolovatelné. Nahodnoucireli charakterizuji
pravdEpodobnosti, s niZ se vyskytuji jeji hodnotyregem zvolenych mezich.

Distribucni funkce ndhodné veiiny & je funkci realné prosmnéx a jeji hodnota v daném béud
Xo je prav@&podobnost, Zef nabude hodnoty mensi nebo rowgé

F(x0) = P{ &< xg} pro x= % (1.1)

V8echny hodnoty, kterych iie ndhodnd velina nabyt, tvéi spolu s distribéni funkci jeji
rozcéleni pravdpodobnosti

Zakladni souboije mnozina hodnot nahodné vty s danym rozélenim pravdpodobnosti,

z niZ se vybiraji pozorované hodnoty tétodmii. Zakladni soubor obsahuje hodnoty nahodné
veli¢iny skut&né pozorované a teoreticky mozné. Teoreticky pro®,némame technické,
¢asové nebo jiné moznosti pozorovani uskuite ale vime, jak bychom kazdé jednotlivé pozo-
rovani mohli uskuténit. Vlastnosti zakladniho souboru poznavame jemidibé miry prosted-
nictvim ndhodného vydsu. Piikladem zakladniho souboru mohou byt inag/sledky vSech
moznych analyz stejného vzorku (nekéme velky soubor), vSechny moZné koncentrace
H,SO,, které nizeme obdrzet od vyrobce (nekéng), dodavka 5 vagdnzelezné rudy (korde

ny) apod. Nahodny vy je potom nap pét analyz stejného vzorku, desézmych koncentraci
H,SOy, pét vzorki po 1 kg odebranych nahadn kazdého vagonu atd.



1.1.2 Nahodné veéiny

Jak bylo uvedeno vySe, nahodna &iek je charakterizovana distriéni funkci a rozdlenim
pravdpodobnosti. Probereme sikteré vlastnosti distritinich funkci.

Distribuéni funkce ma tyto vlastnosti:

1. Hodnoty distribtini funkce lezi mezi 0 a 1, tedy

O<F(X)<1. (1.2)
2. Distribini funkce je neklesajici:

F(x2) >F(x)) pro vSechna, >x;. (1.3)
3. Distribuini funkce je spojita zleva.
4. Kazda distribéni funkce spiuje podminky

F(—0)=0 a F(o)=1. (1.4)
Jestlize mozné hodnoty ndhodné &iely pati do intervalu & ; b), potom analogicky plati

F@=0 aFb=1. (1.5)

Z definice distribdni funkce a z vlastnosti distritni funkce plynou &které dalSi dlezité
vztahy:

P < §< %) =F(x2) —F(x1) (1.6)
pro spojitou nahodnou véinu, a
Pl < §<Xp) = F(x2) —F(x1) (1.7)

pro diskrétni nahodnou vainu.
Déle plati vztah

P(>x)=1-F(X) . (1.8)
Pomoci distribtini funkce niZze byt uten zakon roz&eni jak diskrétni, tak spojité nahodné
veliciny.
Z&akon rozdleni diskrétni nahodné veiny & 1ze krong tohoto zfisobu popsat také mnoZzinou

hodnotx a odpovidajicich pra¥godobnostP(& = x), které budeme oztavat p(x) a nazveme
pravdgpodobnostni nebo frekveni funkci. Tyto pravépodobnosti sgiuji vztahy

> p(9=1 (1.9
POu < £<3) = 2P0 - (1.10
X

Pravdpodobnostip(X) a jejich rozdleni lze vyjadit trojim zpisobem: matematickou funkci,
tabulkou hodnot a grafem.

Zakon rozdleni spojité ndhodné veélny ¢ vyjadiime, krong distribuni funkci, pomoci tzv.
hustoty prav8podobnosti (frekvetni funkce), pro niz plati

F(x) = j f(2)dz . (1.11)

—00

Kvantily jsou body, rozéujici obor hodnot nahodné véily v urgitém prav@podobnostnim
porrgru. 100P% kvantil,xp, je hodnota, ktera seasré sphuje nerovnosti



P({ <x)<P
P({zx)21-P .
V ptipact spojité velginy plati
F(xp) =P . (1.12)

Tak napiklad 50% kvantil znamend, Ze 50 % vSech moznyambobnahodné valiny & lezi
pod hodnotou tohoto kvantilig s. Tento kvantil se nazyvaedian

Zakon rozdleni podava o nahodné wv@ti¢ obraz sice uplny, aléasto dost neghledny. Proto
shrnujeme informaci o nahodné vl do jednoho nebodkolika cisel, kterd vetiinu dolie
charakterizuji. Tatalisla nazyvamecharakteristikami Z velkého mnoZstvi charakteristik se
budeme zabyvat pouzed@wa: charakteristikou polohy a charakteristikou aitity.

Z&kladni charakteristikou polohy gp"edni (@ekdvana) hodnote&E () nebop. Zakladni charak-
teristikou variability je rozptyl D(&), nebo ¢ Jeho odmocninu nazyvamemerodatnou
odchylkouo.

DileZitou charakteristikou dvou nahodnych wiglj nag. & ar, je kovarianceC(é,n):

C(.m) = E{[¢-E@In-EMI} - (1.13)
Koeficient korelacgp, je definovan vztahem:
p(¢.17) = C&n) 1'p($) - p(m)] - (1.14)

ktery charakterizuje¢snost vztahu mezi dma veltinami. Koeficient korelace fize nabyvat
hodnot z intervalk-1 ; . Je-li koeficient korelace nulovy, potom se natédalciny £ an
nazyvaji nekorelované.

Véty o stedni hodnat a rozptylu (plati pro nezavislé nahodné gialy):

1 E(k) =k D(k)=0 (k je konstanta)

2 E(kd) = KE(d Dké) = K - DE)

3.  E€+n)=EQ+E®) D($£ 1) =D() + D) (1.15)
4 ECn) = EE) - EG)

5. DE=E@ - [EQ

DuleZitou velginou je normovand nahodna veina, ¢, ktera ma nulovou #&dni hodnotu
a jednotkovy rozptyl:

{=[{-E@]/D() . (1.16)

Piiklad

Diferenéni metoda vazeni spiva ve dvou postupnych vazenich, jednak vazenkgsekem, jednak vazenky se
zbytkem. OB hmotnosti nizeme povazovat za nezavislé nahodné&iveli &, a &. Zjistéte stedni hodnotu
a rozptyl rozdilu obou hmotnosti.

E(& - §2) = E($1) — E(2)
D(é1 - §2) = D($1) + D($2),
je-li D(&1) = D(&;) =02, potom DE; - &) =202



1.1.3 Zakladni typy rozcleni

e

NejdilezitejSim a v teorii idteni nej§zngjSim rozalenim pravdpodobnosti spojité ndhodné
veliciny je tzv.normalni (Gaussovapzdileni. Timto rozélenim se daji aproximovat gktera
rozctleni spojita i diskrétni. Toto ro2teni je pouZzitelné vzdy, kdyZ je kolisani hodnobhodné
veli¢iny zpasobeno sattem velkého pétu nepatrnych a vzajeramezavislych viivi. Tak nap.
pii chemické analyze vzorku oviivje vysledek kolisajici kvalita chemikaliizna vihkost
vzduchu, teplota, tlak, stabilitariptroji, momentalni schopnosti pracovnika, kolisaniétiap
vV siti.

Normalni rozdéleni

je charakterizovano dwma parametrystedni (@ekavanou) hodnotop arozptylemao®. Znai
se N(1,0%). Normalni rozdleni je symetrické kolemigtdni hodnoty.

Distribu¢ni funkce normalniho rozteni, steji jako hustota pravgbodobnosti, jsou tabelovany
pro hodnoty normované nahodné wely {. Pro vypdet hodnotz této normované nahodné
veli¢iny z hodnotx nenormované valiny plati

z=xX-Wlo. (2.17)

Normované roz&leni budeme zridt N(0,1). Tabelovany jsou hodnoE(z) af(z) pro nezaporné
z Plati

F(-2=1-F(2 a f(-2=1(2. (1.18)
UvaZzujme nyni prawpodobnost, Ze normovana ndhodnaduedi, normalg rozctlena, bude

uvnité intervalu symetrického kolem nuly. Tuto pré&pddobnost izeme nap vyjadit vzta-
hem

P(Cz0<z)=1-a,
coz je ekvivalentni vztahu
P(zO>z) =qa .

Hodnotuz, nazyvame 108% kritickou hodnotou.

Piiklad
Vypoctéte kritickou hodnotw, proa = 0,05.
Podle pedchozich vztahmiZzeme psat:
P(-zo< { £2,) =F(zo) -F(-29) =2F(zg) -1 =1,
tedy
Fz)=1-¢@/2).
Podle zavedené definice kvantiluzg=z> 100P% kvantilem pro
P=1-@/2).
Proa = 0,05 jeF(z,) = 0,975 a z tabulek zjistinig = 1,96, cozZ je 97,5% kvantil.
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Piiklad

Kontrolujeme kvalitu i vyrobé kaprolaktamu. Rtom poZadujeme, aby bod tuhnutf byl v mezich
67,2°C az 69,9C. Z dlouhodobého pozorovani je znamo, Zedsti hodnota bodu tuhnuti suroviny, odebira-
me-li vzorek z jednoho pytle, je 67°C se smrodatnou odchylkou 0,3C. Stanovte podil pyil které lezi mimo
poZadované meze.

Predpokladejme, Ze nahodna vela (normali rozctlend) bod tuhnuti@, suroviny v jednom pytli ma rozte-
ni N(67,7; 0,09). NaSim ukolem je vygitat pravépodobnosti

P(©<67,2) aP(O©>69,9)

Vytvoime normovanou velinu ¢ jejiz hodnoty poZzadovaného intervalu vigmme podle
7 =(69,9-67,7)/0,3=7,33 F(7,33)=1
7,=(67,2-67,7)/0,3=-1,67  F(-1,67) = 1-F(1,67) = 0,047

Pozadované praggodobnosti:

P(©<67,2) =0,047 P(©>69,9)=1-+(7,33)=0

Odpowd na pozadovanou otazku je: 4,7 % pyaude mit nizsi bod tuhnuti nez 67 a zadny pytel vy3si bod
tuhnuti nez 69,8C.

Piiklad

Nahodna vetiina £ ma rozdleni N(,02). Vypoitéte s jakou pravithodobnosti se hodnoty této nahodnédieli
ny budou vyskytovat v intervalu + o.

Hodnoty normované nahodné waty, ¢, vypaiteme takto:
z=(Uto—-pw/o=+1
F(1) = 0,841
F(-1) = 1 (1) = 0,159
P=0,841-0,159 = 0,682 t.j. 68,2 %.

Rozdéleni X°

je charakterizovano gtem stupa volnosti,v. Stedni hodnota tohoto roZiéni jev, rozptyl je
2v. Tabelovany jsou kvantilyx2(v) , pro které plati

PIX*(V) <Xa(V)] =P. (1.19)

Tak nag. kvantil x>, ,(6) proa = 0,05 [X; 075(6)] m& hodnotu 14,4.

Rozdéleni t (Studentovo rozdleni)

je rovreZ charakterizovano gtem stupa volnostiv. Je to symetrické rozteni a pro vyssv

(v > 30) se blizi normalnimu rodeéni. V praxi ho pouZivime tam, kde nezname rozptyl
nahodné vetiny a nahrazujeme ho odhadem rozptyl§viz dale). V tabulkéach jsou uvedeny
kvantily t pro zvolend® tak, aby platil vztah

Pltv) <t] =P. (1.20)

11



F-rozdéleni (Snedecorovo rozéeni)
Toto rozdleni budeme pouZivatipanalyze rozptylu.

Mgjme dw nezavislé nahodné vaiiy & a & o rozatlenichy?(vy) ax?(v2). Nahodna vetina

@=($1/v1)l(&2/v2) (1.21)
ma F rozdleni ov; av, stupnich volnosti. V tabulkach nalezneme kvarfilypro které plati
P[F <F (V)] =P. (1.22)

Poissonovo rozdleni
Pro rozdleni nespoijité nahodné vély si uve’me Poissonovo roZteni.

Poissonovo rozdeni je limitnim gipadem binomického rozkkni, kdyZ se p&et pokus n blizi

nekongnu, pravdpodobnosp(x) se blizi k nule a parameétr= n -p(x) = konst. Parame je

parametrem charakterizujicim dany typ rédedi Pod). Pro utité hodnotyA je Poissonovo
rozckleni tabelovano. &dni hodnota i rozptyl rozteni Pod) je A. Rozdlenim Pol) mazeme
nahradit binomické rozteni @i p(x) < 0,05.Ridi se jim nap ¢etnost impulg nangienych

Geigerovou—Millerovou trubictetnostcervenych krvinek v zorném poli mikroskoptetnost
zmetki v dodavce zboZi apod.

1.2 Statistika opakovanych néireni, ndhodny vylér

UvaZzujme nahodny pokus, jehozZ vysledkem je hodratdhodné vetiny & ktera ma distri-
bwni funkci F(X). Opakujeme-li ndhodny pokus nezavisle nkrat, atesne hodnoty
X1, X2, ..., Xo. MNOZina &chto hodnot se nazyv#@&hodnym vyéremrozsahu n z rozdeni, maji-
ciho distribéni funkciF(x). Vzhledem k tomu, Ze hodnoty nahodnéhogwilpochézeji z téhoz
zakladniho souboru, maji stejnoéesini hodnotu a stejny rozptyl.

K charakterizaci ndhodného Wi pouzivame charakteristik, které nazyvame cuybymi
charakteristikami. Zminime se hlava dvou — vyBrovém pfiméru a vykErovém rozptylu.

Vykerovy primer (aritmeticky ptimér) je definovan jako
X = 12 X . (1.23)
n-s

Stredni hodnota vydrového piméru je i, rozptyl jea/n. Stedni hodnota vydsového piméru
je tedy stejnd jako &dni hodnota zakladniho souboru, zatimco rozptgénveého pimeéru je
roven ntirg rozptylu rozéleni, z rthoz pochazi.

Vykeérovy rozptyl(odhad rozptylu) je definovan vztahem

o 1 _9\2
& = n_lzn:(x X) (1.24)

nebo vztahem

12



§ =

n i 1{;‘2‘%@4‘)2} : (1.25)

Podobr jako v gipact vyberového ptiméru se da dokézat, z€ekavana hodnota vglového
rozptylu jec?.

Vykérovéa snerodatna odchylkas, je druha odmocnina v§tového rozptylu.

Srovname-li vztah pro vyioovy rozptyl se vztahem pro v§tovy druhy centrélni moment

M, =>(x -%)? (1.26)

vidime, Ze druhy centralni moment (n — 1)krét3¥ neZ odhad rozptylu nahodného &b
Pripominame, Ze uvedené vztahy plati pro jakékoli¢teni zakladniho souboru.

Definujme si jednu dlezitou charakteristikuStudeniv poner T:

T:X;“Jﬁ. (1.27)

Tato veltina ma t-rozdleni o (n — 1) stupnich volnosti.

Definujme je& vybérovy treti actvrty centrdlni moment nahodného i

Mszzn:(x -%)° (1.28)
M4=;()q -%)* (1.29)

Potom vykrovy koeficientSikmostije ugen rovnici
A =M, (1.30)

3 ,_Mg
a vykirovy koeficientSpicatostirovnici

M
B, = Mg (1.31)

Obe vybeérové charakteristiky pouzivame k testovaniitypzdleni.

v s

vysledki v sérii ngteni:

R=X,—X (1.32)
Z rozpsti mazeme vypéitat odhad sirodatné odchylky s:
s=k,-R (1.33)

Hodnoty koeficientu kjsou tabelovany vdZnych statistickych tabulkach.
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1.3 Nejistota vysledku
Podle terminologického slovniku VIM 3 [cit. 1] jejistota definovana jako

.nezaporny parametr charakterizujici rozptylenidaidvelkiny piirazenych
meérené velkiné na zaklad pouzité informace”.

V Gvodu této kapitoly si nejprve vy&ilime rekteré zakladni pojmy, které se k definici nejistoty
vztahuji. Zakladnim informaim zdrojem pro vSechny definice a vydeni nekterych dilezi-
tych pojmi je vySe zmisny metrologicky slovnik VIM 3.

Meéreni je proces experimentalniho ziskavani jedné net® vdbdnot vediiny, které mohou byt
diavodre prirazeny vekingé. Méreni v so obsahuje porovnani véin a zahrnuje zjigovani
poétu entit. Mefeni gredem pedpoklada popis veliny priméreny ugenému pouZiti vysledku
méreni, popis postupu &eni a kalibrovaného &iciho systému pracujiciho v souladu se
specifikovanym postupemdteni, Wetns podminek niteni.

Mérend veléina (angl.measuranylje velicina, kterd ma byt stena. Specifikace &ené veléi-
ny vyzaduje znalost druhu véihy, popis stavu jevu,élesa nebo latky nesoucich wtiu,
véetrg jakékoliv relevantni sloZzky a zahrnutych chemidkymtit. Méfend velgina je charakte-
rizovana hodnotou afslusnou jednotkou #iieni. Rikladem ngiené veléginy maze byt

— celkovy obsah olova ve vzorkuigy (mg kg')

— koncentrace celkového cholesterolu v séru (mni)l L
— obsah alkoholu v krvi (mg

— obsah dioxinu (2,3,7,8-TCDBD) v massy(kg})

V chemii se pro rrenou veltinu nékdy pouziva termin ,analyt‘ nebo nazev sleniny. Tako-
vé pouZiti je chybné, protozZe tyto vyrazy neodkamajveliny.

Vysledek @¥enije definovan jako soubor hodnot ity piitazeny ndiené veléing spol&né
s jakoukoliv dalsi dostupnou relevantni informatiiykle nejistota vysledku).

Novy metrologicky slovnik VIM 3 [cit. 1] zavedI tzynejistotovy" gistup k n&teni a vyjado-

vani vysledk. V této publikaci se budeme tohoto principisiédré drzet. Na rozdil od ,chybo-
vého" istupu nevyZaduje nejistotovyfiptup odhad chyby (nahodné, systematické), pouze
odhad nejistoty vysledku. K tomutdigtupu se vazi dalstigkzité pojmy.

Pravdivost mgreni (angl.truenes} je tsnost shody mezi aritmetickymgpnérem nekoné&ného
poctu opakovanych naghenych hodnot veliny a referenni hodnotou vetiiny. Pravdivost je
kvalitativni pojem a neiZe byt vyjadenaciselre. Mira €snosti shody se nazywdchyleni
(angl.bias).

Preciznost r¥eni (angl.precision je ©snost shody mezi indikacemi (signaly) nebo &iamy-

mi hodnotami veliiny ziskanychopakovanymimétenimi na stejném objektu za specifikova-
nych podminek. Preciznostéreni se zpravidla vyjadje vylErovou snérodatnou odchylkou
nebo odhadem rozptylu za specifikovanych podmiggecifikovanymi podminkami mohou
byt nagf. podminky opakovatelnosti, podminky mezilehlé easti nebo podminky reprodu-
kovatelnosti. Preciznost se pouZiva pro definov&kierych validénich parameftr (viz dalSi
kapitoly).

Standardni nejistotau(x), je nejistota hodnoty veiny x vyjadrena jako sgrodatna odchylka.

Vyhodnoceni nejistoty néieni zpisobem Aje postup vyhodnoceni sloZky nejistotyieni
statistickou analyzou opakovanych riemych hodnot veliny ziskanych za definovanych
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podminek nsfeni (opakovatelnost, mezilehla preciznost, reprodatelnost). Vysledkem je
standardni nejistotatigludné veliny.

Vyhodnoceni nejistoty néfeni zpisobem Bje postup vyhodnoceni sloZzky nejistotyieni
stanoveneé jinymi zjsoby neZ vyhodnocenim nejistotgifani zgisobem A. PouZivaji seifpm
informace z kalibrénich listi, certifikati refere@nich materiél, udaji vyrobce pistroja, udaji
v odborné literatie apod. Vysledkem je standardni nejistafalpsné veliny.

Nyni pristoupime k vykladu o nejistovysledku. V mnohaifpadech analytickych &eni neni
meiena velkina (nap. latkové mnoZstvi daného analytuliena @imo, ale jeji hodnota se
stanovi nefimo pomoci hodnot jinych vein prostednictvim funkniho vztahu mhodelu
mereni)

¢ =11, & s ) (1.34)

ve kterémy je méiena velkina nabyvajici hodnaot, a kdeé; az & jsou jiné veltiny, nabyvajici
hodnotx; az xy. V dalSim textu budeme povazovat hodnoty vSecktimeka jejich odhady.
Velicina ¢ se nazyv&ystupni vetiinou, & az &y velicinami vstupnimiVstupni veltiny zahrnu-
ji i vS8echny korekce a koréki faktory, které fispivaji k nejistat vysledku méteni. Pokud data
indikuji, Ze funkcef nevyjaduje model nifeni dostaténé, musime rozgit vstupni velkiny
o dalSicleny. Informace mizeme ziskat n&pz valid&ni studie. Krony znalosti hodnot vstup-
nich velgin musime znat i jejich standardni nejistoty.
Vstupni veliny, x; aZxy, mohou byt dleny na
a) velkiny, jejichZz hodnoty (odhad) a nejistoty (raénodhad) se stanovujfimo sou-
¢asnym ndirenim gpiasob A). Odhady hodnot a jejich nejistot I1ze ziskat jeamns-
fenim, opakovanym &henim, nebo odhadem zaloZzenym na zkuSenosti. Zahrnuj
rovnéZz korekce miticich pistroji, korekce na vliv okolniho prastdi apod. Stan-
dardni nejistota se odhadne pomoci &rglié sndrodatné odchylky opakovanych
mafent;
b) veliciny, jejichz hodnoty a nejistoty se ziskavaji zeemtch zdraj (zpasob B), jako
jsou veltiny spojené s etalonem (standardem), certifikovangfere@nim materia-
lem nebo veliiny, jejichz hodnoty jsou figvzaty z tabulek nebo mantakyrobce

pristroju. Standardni nejistota se odhadneinppmoci rovnorérného rozdleni (viz
dalSi kapitolu).

Odhad hodnoty veli¢iny ¢ pomoci odhafl hodnotx; azxy je dan rovnici
y=f(Xs, ..o Xn) - (1.35)

Kombinované standardni nejistota a zakon propagaceejistot

Vztah mezi kombinovanou standardni nejistotdy) thodnotyy veli¢éiny ¢ a standardnimi
nejistotami ug;) hodnotx; veli¢in & vychazi ze zdkona propagace nejistot:

a) pro nezavislé vdliny x;:

u=, > cul ¥ | (1.36

15



ve kteréemc =g—f je citlivost (selektivitni koeficient) stené hodnotyy vzhledem
X

k hodnotam jednotlivych vstupnich wgfhi. Jednotlivé citlivosti mohou byt ziskany
experimentéls. Je teba gipomenout, Ze uvedeny vztah je vztahem aproximatiyn
ve kterém jsou vynechanyleny s parcialnimi derivacemi vySSichiadi.

V chemickych ndtenich je tato aproximace doStgci.

b) pro zavislé vetiny x;:

u(y)=\/§)q2 u(x )y’ + 22 ZNI ¢ ¢ u(x, x) (1.37)

i=1j5+1

nebo po zavedeni odhadu koesidno koeficientu, r:

u(y)=\/Zq2 u(x ) + 22 > e eu(u(x)r(x, x).  (1.38)

i=1j=i+1
Existuji jednoducha pravidla pro vy§mt kombinované standardni nejistoty.

Pravidlo I Pro model nsteni, ktery zahrnuje pouze s@i nebo rozdil vstupnich véii,

nap.
y = k(X + X +x3) (K je konstanta) , (1.39)
je kombinovana standardni nejistota dana vztahem
u(y) = kyue ¥ +u(e ¥ +ulx ¥ - (1.40)
Pravidlo 2 Pro model riteni, ktery nazyvame multiplikativni:
Yy =KX - X% -%3) (kje konstanta) (1.41)

je kombinovana nejistota dana vztahem
2 2 2
u(y)= y.}\/(u(_Xl)J +(“£Xz)] +(“(_X3)J (1.42)
% % %

Kombinované roz8¥ena nejistota

Kombinovana roz#éna nejistota duje interval, ve kterém se s danou prpatiobnosti da
predpokladat skutma hodnota gtené veléiny. Kombinovana rozgné nejistota se odhaduje
podle vztahu

Uly) =k - ug) , (1.43)

ve kterém k je koeficient roz&ini. Ve ¥t3ing pripadi se hodnota koeficientu ro#sni voli
rovha 2. Pokud v kombinované standardni nefismieviada jedna slozka s malym gem
stupmi volnosti (nap. v < 6), potom koeficient roZ&ni mizeme zarnit za kvantil t-rozdleni
a pro danou hladinu vyznamnogtplati t-rozéleni, t _q. -
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Presentace vysledku

Vysledek ndteni presentujeme vzdse tvaru:

vysledek = hodnota ¢hené velkiny + rozSfena nejistotgpouzitad hodnota k)

tedy V=yxUly) (k=2)[nebo: (k=3)]. (1.44)

1.4 Nejistoty elementarnich operaci v chemické adibgické
laboratofri

1.4.1 Volumetrické operace

Nejistoty volumetrickych operaci jsdeSeny v Metodickém listEURACHEM-CR [2]. Meto-
dicke listy jsou jako excelové soubory ke staZeninternetové adrese
http://www.eurachem.cz/metodicke-listy.php.

1.4.2 Vazeni

Pri gravimetrickych operacich se v chemické analyptatiuji hlavre dvé sloZky nejistoty:
nejistota spojena s opakovanim gravimetrické opefaézeni) a nejistota spojena s kalibraci
vah.

Nejistotu spojenou s opakovanym vazenim ziskamerempntalg (typ A). Opakovas zvazi-
me (nap. 15krat) zavazi o tité hmotnosti, nap 20 g. VykErova smérodatna odchylka takové-
ho pokusu je zarovestandardni nejistotou operacemy( P diferernimvazeni zap&gitdvame
tento Fispivek dvakrat.

Nejistotu spojenou s kalibraci vah lze rél#dna i ptispévky: nejistota linearity deklarovana
vyrobcem, nejistota kalibrace igpbena odchylkou kalibrovaného zavazi od nomirr@dhoty

a nejistota nominalni hodnoty. Vyrobce deklarujetodku od linearity jako tolerami limit, £t.
Tato hodnota udava maximalni odchylku mezi skue hmotnosti na misce vah a hmotnosti
ode&itanou z displeje. i@dpokladame, Ze tolerance ma roviomd rozéleni a lze tedy f@vést
toleranci na sgrodatnou odchylku (typ B).i#Pdiferen’nim vazeni zap&tavame tento ifisps-
vek dvakrat. Nejistotu nominélni hodnoty zavazim)( Ize ziskat z kalibkaniho certifikatu po
kalibraci zavazi € eském metrologickém institutu. Jefigpsvek k celkové nejistétje obvykle
zanedbatelny.

1.4.3 Nejistota hodnoty néireného signalu

Pti me&teni jakéhokoliv signalu (absorbance, plocha pikdl) aivazujeme, Ze standardni nejisto-
ta hodnoty signalu se sklada #eptispsvka: pravdivosti, reprodukovatelnosti a opakovatelnost
hodnoty néteného signalu, ziskanych z validadgéspoje (typ A). Prvni dvaifspivky byvaji
uvedeny v piruéce k (Fistroji jako toleranni interval (typ B, rovnorrné rozaleni). Nasleduji-
ci priklad objagiuje odhad standardni nejistoty hodnotstemého signalu.

17



Priklad
Udaje vyrobce fistroje:
pravdivost (trueness)fgsnost (accuracy) 0,005 a.u.
reprodukovatelnost 0,005 a.u.
Validace pistroje:

opakovatelnost (n = 10) 0,0025 a.u.

. |o,005 qo005
u(signal)= 2 + : + 0 0025= 0 00a.u.

Pokud Udaje vyrobce chybi, je standardni nejistaidnoty ngteného signalu dana pouze
opakovatelnosti. fibominame, Ze standardni nejistota hodnotftemého signélu tke byt
zavisla na hodnétmeieného signalu, takZe jéeba ji odhadnout v celéméticim rozsahu.
V tomto gipact se doportuje zjistit zavislost nejistoty na hodgateiené velting.

1.4.4 Titraéni stanoveni

UkaZeme si fiklad stanoveni latkové koncentrace EDTA (titr @édmého roztoku). Odvazené
mnozZstvi chloridu olovnatého se titruje oftmym roztokem EDTA na indikator xylenolovou
oranZ. Koncentrace EDTA se vyfte podle vztahu:

_ r’nPbCE

M PbCl, Vi

ve kterém m,, je hmotnost navazeneho chloridu olovnatéd,,., je molarni hmotnost

chloridu olovnatéhoYy; je objem EDTA spdebovany do konce titrace. Indikatorova chyba je
zanedbatelnd, cozZ lze odhadnout s pouZitim rovmoadiz idafi o titrainim systému. Rowi
systematickd chyba #ipobena ,né&istotou” chloridu olovnatého je mala, coz lze Wty
zpasobem pipravy zakladni latky. Standardni nejistota hmotines odhadne vySe uvedenym
postupem, standardni nejistotu §pbbvaného objemu daieme odhadnout hodnotou 0,03 ml,
coz je giblizny objem kapky titraniho ¢inidla. Standardni nejistota molarni hmotnosti didlo
olovnatého byla z tabulek odhadnuta na 0,05 ¢g'nf8]. Kombinovana standardni nejistota
koncentrace EDTA se vypte podle rovnice

Le)=c \/[U(mpbcb I, LO)F (M, )
(M) (V) (My,)

DalSi giklady jsou uvedeny viflohach na CD-ROM.

O (L

1.5 Vyhodnocovani nejistot postupy ,zdola nahoru“ g,shora doli
Postup ,zdola nahoru“ (bottom up)

Pi tomto zpisobu vyhodnoceni vychazime z Gplné rovnicgemi. Pro vypoet nejistoty bu-
deme pouZzivat Kragtenovo schéma vyhodnoceni, kigoépublikovano naip v Kvalimetrii 11
[cit. 4]. Kragteriiv zpisob je zaloZen na aproximaci zdkona o propagaistog]
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Z4akon o propagaci nejistot:

uy)= [ ux (1.49

kde o :ﬂ (1.46)
0%,
Parcialni derivace fiteme aproximovat vztahem
Oy % +u(x)1- (¥ (1.47)
0% u(x)
a diki prispevek jednotlivé vstupni valiny x; k celkové nejistat aproximovat vztahem
uly, %) = ¥{Xy, X2, .., X + UG]S -ovy X} — YXay X2y wvey Xy oeny XN) (1.48)

Na zaklad této aproximace je vyt¥en algoritmus vypé&u v souboru kragten_vysvetleni.xls:

navrhnout model &tieniy =f(x), i =1, ..., p (p je p&et vstupnich vetin),
vloZit hodnoty vstupnich veln a jejich standardnich nejistot do slotipc
zkopirovat sloupec hodnot do matiegopomoci F4 (${&d ozn&enim sloupce),
diagonalni prvky matice 2t8it o standardni nejistotuiglusné veliiny,
vypaitat vystupni veliinu pod sloupcemivodnich hodnot,

zkopirovat vzorec (modeldeni) dorddki pod matici,

vypgiitat diference hodnoty vystupni véhy neznénéné a zninéné,
vypaiitat druhé mocniny diferenci,

vypaitat sumu mocnin diferenci,

odmocnina ze sumy je kombinovana standardistoe,

vyp&itat gispEvky jednotlivych veléin k celkové nejistat

POOO®NOOOAWNE

el

Postup ,shora dol“ (top down)

Pfi tomto zpisobu vychazime zipdpokladu, Ze nef#Simi pispivky k celkové nejistat je
vnitrolaboratorni reprodukovatelnost, vyféda snirodatnou odchylkou § a vychyleni,
reprezentujici pravdivost vysledku. Oba parametrgiskaji pi validaci postupu rreni. Kom-
binovana nejistota se id podle rovnice

UGY) = Yo/ (Sepro Vo + UBY (1.49)

ve kterém je B vychyleni.

1.6 Testy hypotéz

Testovani hypotéz jetiteZitou sodasti interpretace vysledknéteni. Postup sgiva v tom, Ze
nejprve vytvdime tzv. nulovou hypotézu, tj. hypotézu, Ze studgvsoubor (resp. jeho charak-
teristicky parametr) ma &itou olekdvanou vlastnost Jsou to obvykle hypotézy o daktdn
parametrech rozteni pravédpodobnosti rfené velkiny. Hypotézy vzdy testujeme naciié
hladiré vyznamnostia, obvykle volime hodnota = 0,05. Tradini, klasicky zgisob testovani
hypotéz vych&zi pouze z dat ziskanych opakovangiemm. Je to vSak agob velice ilustra-
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tivni a slouZi i k pochopeni testovani hypotéz @ath soubol, u kterych zname nejistotu
méieni.

1.6.1 Statistika opakovanych pokus

Testy hypotéz pro opakované pokusy neberou v Uuafistotu vysledku. Mirou prognlivosti
je pouze vybrova smérodatna odchylka opakovatelnosti nebo reprodukdnvadgd. Vstupnimi
hodnotami pro vSechny testy jsou hodnotitarych charakteristik vysu: aritmeticky pamer
X, snErodatnd odchylka vyu, s, rozsah #teni, n, kvantily t- a F-rozdeni pro ugity pocet
stupid volnosti a hladinu vyznamnosti

Test hypotézy bl 1 = o

Testujeme hypotézu, Zekatini hodnota ndhodné vely nabyva wité hodnoty. Hypotéza H
plati, kdyZ je hodnotg, uvnit: oboustranného intervalu spolehlivostp:L
L, =Xzt 0> . (1.50)

1-al2;(n-1) \/ﬁ
Test hypotézy bl 1 < U

Testujeme hypotézu, Zestini hodnota nahodné vty nabyva hodnot menSich nez j€it&
hodnota. Hypotéza dplati, jestlize hodnota, je uvnit jednostranného intervalu <t .co>.
Interval L; se vypdte podle rovnice
- s
L,=Xx-t O0— . (1.51)

1-a; (n-1) \/ﬁ
Test hypotézy bl 1 > o

Testujeme hypotézu, Zeratini hodnota ndhodné ugliy nabyva hodnot &Sich nez je uita
hodnota. Hypotéza Hplati, jestlize hodnota, je uvnit jednostranného intervalu os- L,>.
Interval L, se vypdte podle rovnice

L, =X+t 0> . (1.52)

1-a; (n-1) \/ﬁ
Testovani hypotézy § o7 = g’

Testujeme hypotézu, Ze rozptyly dvou nahodnychtvejsou shodné. Hypotézalglati, jestli-
ze vypa@tena hodnoteF < Fi_gp vt vimen Veir j€ PAE€t Stul volnosti véitateli vztahu pro
vypocet F, vimenj€ paet stupiti volnosti ve jmenovateli stejného vztahu:

F =§ pros> s, (1.53)

nebo

F= pros>s . (1.54)

NCYNZE
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Test hypotézy bl 1 = Mo

Testujeme hypotézu, Zetetini hodnoty dvou nezavislych ndhodnych drelisou shodné za
ptedpokladu shodnosti rozptyl Pred testem této hypotézy musime provést test hypotéz
0’ =0;.

M¢jme hodnoty aritmetickych pméra a vylkérovych smérodatnych odchylek dvou nezavislych
soubofi: X;s;;X,;s,. Za fedpokladu platnosti hypotézg: = o> plati pro odhad spoieé
vybérové snrodatné odchylky

S = (nl_l)[:ﬁ +(n, - 1)]§ . (1.55)
n+n,—2
Hypotéza H plati, kdyZz vypotena hodnotal <t,_,,,. s -2
7o B2l (1.56)

1.6.2 Testovani hypotéz s pouZzitim nejistoty vysl&d

Predpokladem vhodnostéthto test je znalost standardni kombinované nejistoty vyalede
vSech testech je u standardni kombinovana nejistttge roz&ena nejistota U = k -. iPro 5%
hladinu vyznamnosti volime k = 2.

Test hypotézy bl 1 = o
Hypotéza Hplati, kdyz

X = 1ol

———<1,96 (xje vysledek rsreni) (1.57)
u
Test hypotézy bl 1 < U
Hypotéza H plati, kdyz
X< (g, +1,64u)  (x je vysledek mareni) (1.58)
Test hypotézy bl 1 > o
Hypotéza plati, kdyz
X2 (y, —1,64u) (xje vysledek mreni) (1.59)
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Test hypotézy bl 1 = Mo
Hypotéza plati, kdyz

X =%
JuZ+ul

(X1 ax. jsou vysledky rireni dvou nezavislych souliony, a b jsou Fislusné standardni kom-
binované nejistoty).

<1,96 (1.60)

1.7 Hiklady ke kapitole 1

excel_syntaxe.pdf obsahuje vysitleni rekterych  funkci v programu
MS-Excel

hypotezy 1.xls obsahujgeSené fiklady testovani hypotéz

hypotezy 2.xls obsahujgeSené fiklady testovani hypotéz

kragten_vysvetleni.xls obsahuje vysitleni vypaitu nejistot podle Kragtena

spreadsheed36.xlIs obsahuje Sablony pro vypet nejistot podle Kragtena pro

3-6 vstupnich vetin (anglicka verse)

vazeni.xls obsahujereSeny piklad vypd@tu nejistoty @i gravimetric-
kém stanoveni zeleza

molarni_hmotnosti.xls obsahuje feSené fklady vypatu nejistot molarnich
hmotnosti slotenin

mohrova_sul_konc.xls obsahujefeSeny piklad vypa@tu koncentrace a nejistoty
roztoku Mohrovy soli

zakladni_operace.xls obsahuje feSené fklady vypdtu nejistot rkterych

zékladnich operaci: opakovatelnost, nejistota tinstn-

talniho signélu, nejistota volumetrickych operaci
nejistoty_kalibracnich_roztoku.xls obsahuje Sablonu pro vyget koncentrace §i kalibrag-

nich roztok postupnyntedénim standardniho roztoku

titrace_1.xls obsahujeieSeny piklad odnérného manganometrického
stanoveni peroxidu vodiku

titrace_2.xls obsahujefeSeny piklad odngérného chelatometrického
stanoveni Ni

fotometrie.xls obsahujegeSeny piklad stanoveni Mn fotometricky

nejistoty top down.xls obsahuje Sablonu pro vypet nejistoty mdiiciho postupu

metodou ,shora déf
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2 Optimalizace méricich postupi v chemii a biologickych
védach

2.1 Planovani experimeni

Chceme-li najit optimalni podminky dificich postufi, musime nejprve zjistit, které faktory
statisticky vyznam ovliviiuji hodnotu zavisle pro#mné veltiny. Zavisle prominnou velgi-
nou byva obvykle fyzikalni (instrumentalni) sign&kktory, které hodnotu zavisle prémmée
veliciny ovliviiuji, budeme povazovat za nezavisle ptoné veltiny. Faktory mohou byt
kvantitativni (koncentrace, teplota, tlak) nebolkativni (druh metody, zfsob technologickeé-
ho reSeni). Cilenou kombinaci vSech faktqrodle ugitého schématu nazyvanpdan experi-
mentu Jednou z metod, kterymi Ziifeme statistickou vyznamnostigobeni faktak na
hodnotu zavisle prodmné veltiny, je metodanalyzy rozptylu

Analyza rozptylu

Definujme rekteré zékladni pojmy. Faktory ztiene velkymi pismeny latinské abecedy, tedy A,
B, C atd. Hodnotam, kterych jednotlivé faktory maheabyvat,iikame Grove faktori. Tak
nag. budeme-li sledovat vliv teploty na ¥yek technologického procesiii plvou teplotach
25°C a 50°C, iikame, Ze vliv teploty sledujeme na dvou Urovnisizsi Urovés ozna&ime
indexem 1 a vySSi Uroiiendexem 2. Studujeme-li vlivétSiho mnoZzstvi faktdrpti vice Urov-
nich kazdého z faktar fikame kombinacim arovni vSech fakiopostupy Nag. péi studiu
vlivu 3 faktori A, B, C, které jsou na urovnich;AA,, By, By, Cp, Gy, G, budou rkteré z po-
stupi A;B;C;, A,B;1C; apod. Postupy mohou byt s jednim nebo vice opakonwarxi experi-
mentéalnim provedeni je zajimave, Z&kai musime peélivé nastavovat hodnoty urovni
jednotlivych faktot a drzet je fi experimentu negnné, g statistickém zpracovani se hodnoty
téchto faktofi nepouzivaji (viz dale). Urovnjednotlivych faktoé jsou ve statistickém modelu
vlastrg normalizovany na hodnoty 81, +2 atd.

Matematicky model analyzy rozptylu vyjache takto:

M¢&me n signdl nahodné vetiny, vy, ..., Y, které jsou lineérni funkci parametfpoiet p)
a ndhodnych chybge..., . Parametry ztotoZznime s faktory. Model m& potom:tva
yi :ijiBj +Q . (21)
p

(i=1,.. nj=1, .. p), kde xjsou pevné konstanty (zpravidla£1, +2, atd.),3; jsou tzv.
efekty faktod, které mohou byt odhadnuty regresni analyzou. bdidych chybachipdpo-
kladame, Ze maji nulovouietni hodnotu, vSechny stejny rozptyl, jsou nekaah@ a maji
normalni rozdleni.

Celkova prominlivost vysledk, S, je dana s@tem ¢tveral odchylek jednotlivych pozorovani
od celkového aritmetickéhogméru:
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S=2 6 -V . (2.2)

Analyza rozptylu sp&va v rozaleni celkové prornlivosti na slozky fislusejici jednotlivym
faktorim a tzv. rezidudlni pro#émlivosti, kter4 odpovida ndhodnym chybam. F-Tespartom
Zjistime statistickou vyznamnost jednotlivych sliozelkového rozptylu a tim i vliv jednotli-
vych faktoi na hodnotu zavisle pramné velginy.

Plan experimentu pro jeden faktor a analyza rozptyl

Uvazujme experiment, vémz je vySetovan vliv jednoho faktoru, n&pA, ktery bude sledovan
na | arovnich (1> 2). Ri kazdé urovni provedeme stejnyded opakovani rieni zavisle pro-
meénné veltiny (vyvazeny plan), r,i¢emz pro celkovy p&et pokus n plati

n=r-1. (2.3)

Vysledky pokud tvoii tzv. experimentalni matici (viz tabulku 2.1),ifepbecnyélen ozngime
Yiv, kdev je paiet opakovani gteni signalu naé arovni.

Tabulka 2.1. Experimentalni plan pro jeden faktor

Faktor Opakovani
Ay Yii Y2 .o Yir
A Yii Y2 Vv Vi
A Ya Y2 o Y

Proi-tou Urovéa mizeme model pro analyzu rozptylu vyféd/ztahem:
yiv:ll"'ai"'ev ’ (24)

ve kterému je stedni hodnota zavisle pr@mné pro vSechny Uro¥n neba@ experimentalni
matici si mizeme pedstavit jako ndhodny vg¢b ze zdkladniho souboru. Parametrje vliv
faktoru A naité trovni.

Definujme si nyni pomocné mezistiy v experimentalni matici:

Y =2y, (2.5)
Y, =D Y - (2.6)

Odhady parameirjsou potom vyjateny rovnicemi
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~ Y
fi=—x
n
R (2.7)
r
Yi
eiV :yiV__'
:

Nyni budeme testovat hypotézu, Ze vlivy faktoru @& vsech Urovnich jsou stejné (a zatove
nulové), tedy hypotézu ¢4

a,=0d,=...=0,=0

proti alternativni hypotéze 44
|
> az>0
i=1

Celkovou promanlivost experimentalni matice, S,afeme rozdlit na ¢ast odpovidajici vlivu
faktoru A, S,, acast odpovidajici rezidualni prémlivosti, S:

S=S5+8S. (2.8)
Nulov& hypotéza se da potom vyjédakto:

H,: 03 <0?
kde o’ je rozptyl odpovidajici pro#mlivosti vySetovaného faktoru Ag? je rozptyl odpovida-
jici rezidualni prorénlivosti.

Testovaci kritérium F je potom vyjéeho rovnici:

SA
—1-1
F s (2.9)
n-|
ve kterém
S, = -1y? (2.10)
r n

s :Zzyi _%Zyé (2.11)

Hodnotu F srovnavame s.i5 (- 1.n-1y Odhad rozptylu irené veltiny vypoiteme z residualni
promenlivosti:

£=S/(n=1). (2.12)

Faktorialni experimenty a analyza rozptylu

V ptipac, Ze vySetujeme vliv vice faktak, bude model pro analyzu rozptylu vyiéd vzta-
hem, napiklad pro dva faktory A, B,
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Yiv = K+ QiXgj + BiXgy + 03 XaiXy + Gy (2.13)

takze faktor A vySétjeme na | a faktor B na J urovnidh=(1, 2, ..., ;j =1, 2, ..., J). Satinu
aiB; fikame interakce faktar

Z ekonomického Easového hlediska je vyhodné pracovat na dvou Ucbvpio kazdy faktor
(1=J = 2). Experimentalni plany v takovérigad: znasime 2', kde N je poet vySetovanych
faktora. F¥i tomto typu pokus merime zavisle prognnou veltinu pi vSech kombinacich
faktor, takZe celkovy peet pokus je dan hodnotou r “2kde r je poet opakovani kazdého
meteni, stejny pro vSechny postupy. Jednotlivym kombim Grovni studovanych fakftor
fikdme postupy a podle zavedené Yatesovy symbobkye ozn&ujeme kombinaci malych
pismen. Tak nap pro dva faktory A, B mame tyto postupy (v zavojeeuvedeno zrni
postupi): AiB; (-1), AB, (b), AB; (a), AB, (ab). Z uvedenéhotikladu je Zejmé, Ze fi
ozna&eni postupu pouZijeme malé pismeno k ¢éena faktoru, ktery je na vyS3i arovni.
Z experimentdlé zjisSttnych hodnot zavisle praimné veléiny pii vS8ech postupech vypteme
souty ¢tveral odchylek odpovidajici vlivu jednotlivych fakioma vysledek, saty ¢tvera
odchylek odpovidajici interakcim fakigrtj. spolugisobeni kombinace faktibrna vysledek
pokusu, a rezidudlni rozptyl. Test vyznamnostiglwzen na F-testu, tzn. na porovnani roZptyl
odpovidajicich vlivu jednotlivych faktéra rezidualniho rozptylu.

Uved'me si giklad experimentalni matice faktorialniho pokusu2

Tabulka 2.2. Experimentélni matice faktorialnitukysu 2 - 2

Cl C2
B1 B B1 B>
Ar A A Al AL A AL A

Y11 Y21 Y31 Ya1 Y51 Ye1 Y71 Ys1
Y12 Y22 Y32 Y42 Y52 Ye2 Y72 Ys2
(-1) a b ab c ac bc abc

Yatesovo znéeni pokus vyjadiuje v tomto pipad sowet jednotlivych hodnot pokadsy;. .
Prongnlivost odpovidajici vlivu jednotlivych faktara interakci, P, je dana vztahem
[P)
= 2.14
S =T (2.14)

kde [P] je algebraicky s@et hodnot jednotlivych pokudsresp. jejich sottu (viz experimentél-
ni matici). Znaménka jednotlivyctleni sowtu nalezneme pomodnameénkového schématu
(viz tabulku 2.3). Vypotena proninlivost mé jeden stupievolnosti.
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Tabulka 2.3. Znaménkové schéma pro faktorialni paku

Efekt Postup
(-1) a b ab c ac bc abc

A - + - + - + — +
B - - + + - - + +
AB + - - + + — — +
C - - - - + + + +
AC + - + — — + - +
BC + + - — - _ + +
ABC - + + - + - - +

Uvedené znaménkové schémaizeme pouZzivat i proisobeni dvou faktér Neuvadime
znaménkové schéma pragobeni vice ne#itfaktori, neb@ pro vySetovani vliivu takového
poctu faktori se pouZzivaji jiné experimenty, tzv. kracené faktor experimenty. Podle naSich
zkuSenosti z pouzivani faktorialnich pokwystaime w&tSinou s 2—-3 faktory.

Vyswvétlime si pouZiti znaménkového schématu ve faktoindlpokusu 2 Pro vypget prongn-
livosti odpovidajici vlivu faktoru A dostaneme gAd

[A]=—(-1)+a—b+ab-c+ac—-bc+abc
pro [B]

[B]=—-(-1)-a+b+ab-c—-ac+bc+abc
a nap. pro [AC]

[AC]=+(-1)—a+b—-ab—-c+ac—bc+abc.

Pfipominame, Ze dathto vztali dosazujeme za jednotlivé postupy hodnoty zavisiengnné
veliciny. Pokud mame vice opakovéaniXrl), dosazujeme soéat hodnot zavisle proinné
veli¢iny pro vSechna opakovani.
Odhad rozptylu’spro N faktofi se vypéte z rovnice
s S , (2.15)
2"(r - 1)
kde

D WAL N (2.16)

Odhad rozptylu m&"gr — 1) stupai volnosti.
Vypocétenou hodnotu &
F

[=]

_S
=3 (2.17)

porovnavame obvyklym Zgobem s tabelovanou hodnotouw £ . N -1}
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2.2 Experimentalni optimalizace

Pro optimalizaci je vyhodné formulovat zavislosalgtického signélu na hodnotach vyznam-
nych faktofi. Zmininé faktorialni pokusy (str. 25) nam skytafil@zitost aproximace rovinou
podle rovnice

Yieg= Dot DX+ ..+ byXy, (2.18)

ve které jsou vetiny x normalizované hodnoty vyznamnych faktoKoeficienty b se vyp&iou
podle vztak

b= y: (2.19)
bj :Zin y (2.20)

kdey; jsou paimérné hodnotyy; .

Vzhledem k tomu, Ze je vyhodsi znat koeficienty regresniho vztahu wpdnich promin-
nychxy,, mizeme pepcitat normalizovanée hodnoty néayodni podle vztain

A1/2 = (Xmax - Xmin)/2 (221)
Xstred = (Xmax + Xmin)/ 2 (222)
Xpuv = XA1/2 + Xstred s (223)

e

Rovnice vysledkové (odezvove, response surfacejhglov nasSem ijpadt roviny, mizeme
pouZit v rgkteré z optimalizénich metod. Optimalizai metody jsou ves#és zaloZeny na
znalosti velikosti a s#rtu gradientu vysledkové plochy, ktery ma pro rovniwiny tvar

gradY = bdx; + bdx, + ... + dxy , (2.24)
kde dx; jsou jednotkové vektory ve sinu os vyznamnych faktér

Pokud chceme znét rovnici vysledkové plochy v okadixima (minima) této plochy, musime
pouZzit jiny experimentalni plan, ktery uniiefe odhadnout rovnici plochy vySSikédu.

UkaZme si uvedenyifpad pro experimentalni plaf, 3e kterém jsou dva vyznamné faktory na
trech arovnich.

Prongnné x (faktory) transformujeme do Urovni -1, 0, +1. Rioen plochy odezvy je dana
rovnici

rl = BO +lel+ B2X2+ Bllle-l-B 22X22+B 12X1X . (225)

28



Experimentalni matice ma tvar

Bod Urovné faktor Vysledek

X1 X2 y
1. 1 1 Vi
2. -1 0 Yo
3. -1 +1 Y3
4. 0 -1 Ya
6. 0 +1 Y6
7. +1 -1 V7
8. +1 0 Ys
9. +1 +1 Yo

Odhady koeficierit 3; regresni rovnice jsou véiny

by = (1/6)(-y1 —Y2— Y3+ Y7 + Vg +Yg) (2.26)
b, = (1/6)(y1+ Ya—Ya+ Yo — Y7 + Yo) (2.27)
D1y = (L6)f1 + Y2 + Y3 —2Ya—2Y5—2Ys + Y7 + Vs + Vo) (2.28)
D2 = (1/6)y1 —2y> + Y3+ Ya—2Y5 + Y6 + Y7 — 2Y5 + Yo) (2.29)
b1 = (1/4)f — s — V7 + Vo) (2.30)
b = (1/nEyi — (2/3)(k1 + bro) (2.31)

Regresni rovnice plochy odezvy ma tvar
Yieg = Dot bx;+ b x,+ b+ b+ bxx . (2.32)
Maximum (minimum) funkce popisujici plochu odezvgzgvame stacionarnim bodem a vy-
pocteme hareSenim rovnic pre; ax,
oY oY

— -0 a —9=0. (2.33)
0%, 0X,

Simplexova metoda

Pomoci analyzy rozptylu experimentalnich hodnotistévprongnné veléiny urcime, které
z pavodre uvazovanych faktdrvyznamm ovliviuji zavisle prominnou veltinu. Déle je teba
zjistit optimélni kombinaci hodnot vyznamnych fakiotj. nalézt oblast, ve které méa zéavisle
proménnd veltina z hlediska pouZziti analytického postupu ,nejieghodnotu. Mize to byt

v v s

Mozny tvar vysledkové plochy (plochy odezvy) zné&ge obrazek 2.1.
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e — Oblast optima, charakterizovang

/, —= T optimalni kombinaci vyznanych
// ) - ~ faktori

Optimalizace)

Oblast faktorialnich
experimeni

Obrazek 2.1. Mozny tvar vysledkové plochy a optinzade

Pro nalezeni optimalnich podminekizeme pouZzitady metod, které byly vypracovany pro
aplikace v jinych oblastectipodnich nebo ekonomickyckd. Pro experimentélni optimalizaci
v chemii je nejvhod¥si tzv. simplexova metodaktera je velmi jednoducha a rychle vede
k nalezeni optima. Principem metody je pohyb expenitalré zjiStného bodu v N-rozgtném
faktorovém prostoru (N je get vyznamnych faktd) ve snéru nejwtSiho gradientu zavisle
promenné velEiny. Sodadnice bodu jsou dany hodnotami vyznamnych faktor

Experimentalni plan simplexové metody &pé v numerickém sestrojeni pravidelného
N-rozmerného ¢lesa (simplexu), které ma N + 1 vrchpk v postupném sestrojovani dalSich
simplexi, které se vytvieji podle utitych pravidel. V péateEnim simplexu zrétime hodnotu
zavisle promainné veltiny ve vSech vrcholecklesa a rozhodneme, ktera je nejhorsi, tj. kterd
obraz, takze vznikne novy simplex, ktery maredehozim spolmé vSechny vrcholy kro#én
jednoho. V tomto novém vrcholu &pzmetime hodnotu zavisle prainné a znovu rozhodne-
me, ktery vrchol mé& nejhorSi hodnotu zavisle pfong veléiny. Postupujeme tak dlouho, az
nalezneme optimum.

Pri volbé padateniho simplexu postupujeme takto:

“~s s

faktori hodnotu 0 a vySSi drovni hodnotu 1 podle vztahu

X — X
X, = 57 K (2.34)
« Xmax - Xmin
ve kterémx;, je normalizovana hodnota faktomje skuténa hodnota faktormax & Xmin jSOU

v v s

Volbu N + 1 vrchol patéteiniho simplexu provadime podle nasledujici tabulld; 2e které
jsou uvedeny normalizované hodnoty pro 4 sledovaktéry.
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Tabulka 2.3. Volba patesniho simplexu

Faktory A B C D
1.vrchol O 0 0 0
2.vrchol 1 0 0 0
3.vrchol 0,5 0,866 O 0

4.vrchol 0,5 0,289 0,817 O
5.vrchol 0,5 0,289 0,204 0,791

Po sestrojeni pateiniho simplexu se @ vratime ke skutanym hodnotam jednotlivych fakto-
ra a dalSi postup simplexu probihaiwpdnim sosadnicovém systému.

Postup bodu Ize vektoréwyjadrit vztahem
P’ =2P. P (2.35)
kde
P.=(I/N)P1+ P2+ ... +P;s + Pug + ... +Pys) (2.36)
P; je sowtadnice nejhorsiho boduR;f je nova sotadnice.

Vzhledem k tomu, Ze kazdy vektor se sklada ze klpbelél jednotlivych os, platitedchozi
rovnice také pro slozky vektoru na jednotlivychasa

Postup bodu se uskutaije po kazdém gfeni zavisle prognné veltiny.
Algoritmus postupu bodu ve faktorovém prostoru:

1. Novy vrchol se piita podle uvedenych rovnic pro kazdou osu.

2. Jestlize ma novy vrchol v novém simplexwtopejhorsi hodnotu signélu, vratime setzp
k predchozimu simplexu a vyléime druhy nejhorsi bod.

3. Jestlize gaky vrchol Zistava v N + 1 postupnych simplexech, nalézame @l optima
nebo jsme P meéieni zavisle prornné veltiny udlali hrubou chybu. Musime proto znovu
v tomto vrcholu zrétit hodnotu zavisle pro&mné.

2.3 Hiklady ke kapitole 2

anova_jednofak.xls obsahuje SablonuiaSeny piklad jednofaktorialni analyzy rozptylu
anova.xls obsahuje $ablony pro analyzu rozptylu typa 2

simplex_1.xIs feSeny piklad pro procwovani algoritmu simplexu
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3 Hodnoceni zavislosti mezi pronnymi

V laboratorni i technologické praxi nastava veéasto gipad, kdy jsou jednéi vice nmefenych
velicin zavislé na jinych, experimentélrejiSttnych veltindch. Zndzornime-li graficky tuto
zavislost, nap pro d¥ veli¢iny X, y, dostaneme tz\korelacni diagram ktery je grafickym
zobrazenim funkcg = f(x), pogx. x = f(y). Vzhledem k tomu, Ze se &beli¢iny ziskaly nie-
nim, mizeme obvykle rozhodnout, ktera z nich je &albu nezavisle a ktera zavisle prém
nou.

V dalSim vykladu budeme'edpokladat, ze

— existuje vztah mezi zavisle prémqmou velEinou (veléinami) a nezavisle pro&nnou
veli¢inou (velinami),

— nezavisle prognné veltiny nejsou zatizeny systematickyrtii nAhodnymi chybami,
nebo nahodné chybygdhto veltin jsou zanedbateln&wi ndhodnym chybam, kterymi
jsou zatiZzeny zavisle pramné velginy,

— rozdkleni zavisle prornné je normaini,

— jednotlivé hodnoty zavisle pramné velEiny jsou ziskany nezavislymdarenim.

Metody, kterymi zjigujeme matematické vyj&eni funkniho vztahu mezi gtenymi veltina-
mi, nazyvame metodamegresni analyzyi regresni analyze nejprve formulujeme tvar fénk
ni zavislosti mezi progmnymi. Funkni zavislost obsahuje, kr@mznamych veliin (nezavisle
a zavisle pronnd) je3t tzv. parametry, které fudki vztah charakterizuji. Model ihe byt
bud’ linearni nebo nelinearni v parametrech. Je-li rhbdearni v parametrech, plati pro vztah
mezi zavisle a nezavisle prémmymi rovnice

y =Bafs + Bofo + ...+ Byfy (3.1)
kdef; = fi(X1, X, ..., %) j& znamou funkci nezavisle prénmych neobsahujici paramefly Tak
nag. pro regresniipmku

Y =Bo + Bax (3.2)
jefi=1af, =x.

3.1 Linearniregrese

Linearni regresi (LR) tradné pouzivame pro vyhodnocovani kalibmé&ch experimentalnich
dat. Jeiteba pipomenout, Ze pouZiti linearni regrese je omezatbmninkou malé nebo nulové
nejistoty na ose x (koncentrd osa), resp. zanedbatelné velikosti nejistot $@ 0 vzhledem
k ose y (osa sign&l indikaci). DalSi podminkou je homoskedasticita/(ost rozptyd) zavislé
promenné velEiny (signaly) v celém kalibkanim rozsahu.
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Kalibra éni k¥ivka

Kalibrace metody je v analytickém procest¥sini zalezitost. ¥tSina metod vyZaduje kalibraci
S pomoci standafdizné drove. Hlavnim smyslem je nalézt vztah mezi experimexitajiste-
nymi veli¢inami, tj.zavisle a nezavisle premmymi. V této pirucce budeme respektovat novou
definici kalibrace, ktera je uvedena v novém megakém slovniku, znamém pod nazvem
VIM 3 [cit. 1, § 2.39]:

.Kalibrace je ¢innost, ktera za specifikovanych podminek v prvrdraku
stanovi vztah meiodnotami veli¢éiny s nejistotami méreni poskytnutymi
etalony (standardy) a odpovidajicimindikacemi s gidruzenymi nejistota-
mi méteni a ve druhém kroku se pouZziji tyto informacestenoveni vztahu
pro ziskaniysledku méreni z indikace".

V definici se indikacemi mini hodnota analytické&ignalu.

Matematicko-statistické vyhodnoceni funkho vztahu vyZadujeékolik piedpoklad. Za prvé
musime rozhodnout, zda je nutné, aby katibraavislost byla lineérni, za druhé, pokud chce-
me tento pozadavek splnit, musime Besgdcit, zda skuténg linearni je. Tento druhy pozada-
vek se ¥tSinou mEky predpoklada i kdyZz jeho opré&most neni vzdy samégma. Za ieti
musime testovat, zda platigolpoklad o rovnosti rozptylzavisle prorinné podél celé kalibéa
ni kiivky (homoskedasticita). Poslednim z velicéeditych gedpoklad, ktery plyne z nové
definice kalibrace, je zji8hi pon&ru nejistot zavisle a nezavisle prémmé. Pokud jsou nejistoty
na koncentréni ose srovnatelné s nejistotami na ose signdéni pouZiti linearni regrese
opravreéne.

Z uvedenych fedpoklad vychéazi i experimentalni postup prorbé kalibraini kiivky.

a) Testovani rovnosti rozptyh

Experimentalni schéma pro testovani pro teiijoaa je

X1=G Yiu Yz ... Yin
X2 =C Yar Y2 ... ¥n
(hodnoty zavisle progmnéy pro dw urovre x(c), kdec je koncentrace).

Z tabulky je patrné, Ze zvolime &urovre hodnoty nezavisle proinné, i kterych naniiime
vétSi paet hodnot zavisle proinné 1= 10).

Test hypotézy o rovnosti rozpiyje zaloZzen na vypu F-kritéria

Fzg (3.3)

a porovnanim s kritickou hodnotoy §z{(n — 1);(n — 1)} pro hladinu vyznamnosti 0,05. Tton
testem se if@swdcime, zda je spkn zakladni poZzadavek pro linearni regresi, tj. kamsost
rozptyli zavisle prominné podél celé kalibéai piimky. VSimrete si, Ze pro test pouzivame

promenné veltiny.
b) Sestrojeni kalibraéni k¥ivky a jeji vyhodnoceni

Mé&jme n dvojicx; (obsah analytu v kalib&aim vzorku) ay; (nangieny signal) a ozriane
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X =-n
—
2%
XP="n

Y

y=-

n

ZAavislosty =f(x) se nazyva kalibeani zavislost.

Line&rni kalibr&ni zavislosty = by + b;x

Smernice kalibr&ni zavislosti b se odhadne metodou nejmen&ftferai:

D (x-X)y
blzn—_z .
> (x =%

Usek kalibrani piimky by se odhadne
b,=y-bX.

Rezidualni rozptyl kalibreni zavislosti,s;, ,

se vypdte podle vztahu

» _ 1 h_
Syx_mz(yi h) q)ﬂ)z .

5
L, = bo * tl—a/Z, (n- Z)Syxnﬁ .
> 06 =%

Konstanta pje statisticky odliSna od nuly, jestlize absoluiotnota veliiny

_ by Y2057

Syx 'z )ﬁz

pfeséhne 1 €/2 kvantil Studentova rozteni.

Interval spolehlivosti pro paramets e vypdte

T

Interval spolehlivosti pro paramety ®e uti jako
1

- 2, (- Z’SYXW :

Interval spolehlivosti pro regresni hodngtu bock x se vypdte

L,=b*t

(3.4)

(3.5)

(3.6)

(3.7)

(3.8)

(3.9)

(3.10)

(3.11)

(3.12)
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_ fl (x=x)*
LlZ_Xitl—uIZ,(n— 2§yx H"'W : (3-13)

c) Test linearity kalibraéni zavislosti

Po zjiS&ni rovnice regresniifimky se musime feswdcit, zda gimka vystihuje vztah mezi
experimentalnimi hodnotami dvojic bind;, y alespdé s takovou preciznosti, s jakou byly
experimentald urceny hodnoty zavisle prainné. Pedpokladejme proto, Ze futiki vztah je
vyjadien regresni rovnicly = o + Bix + 0, kde d = d(X) je odchylka od Fimky, ktera je také
neznamym parametrem. Test linearitydpa v testu hypotézy

Ho: 0=0
a pro tento fipad se pouZije jako testového kritéria F-rdedi.
Ozna&me yy zavisle prominnou (analyticky signal) a uvazujmegigpad, kdy z n hodnot
X1, X, .-, %o J€ Jich riznych jen m pticemz hodnota; se vyskytuje gkrat, x, nkrét, azx
nmkrat, a plati

dn=n. (3.14)

Ozname daley, primérnou hodnotu opakovanychébeni pro ukité x, a 'y pramer vSech n
hodnot. Testovaci kritérium m& potom tvar

(n_ m)znl ()_/I _Yreg,l)2
F= n
(m-2) > > 0~ %Y

m

(3.15)

(I=1,..,mk=1, .., n.

Porovnanim F5 hodnotou Eq, (m-2: n-mrozhodneme platnosti linearniho vztahu. \fipad,
ze F< Fi_q, (m-2: n—my VYhoOVUji experimentalni data linearnimu modelu.

d) Predikce nezavisle proninné

Neznamou hodnotu nezavisle prmé (koncentrace) a jeji nejistotiuyypoiteme na zakla-
dé¢ Nkrat opakovaného #&eni vzorku g) podle nasledujicich rovnic

_)_A/_bo
X= b, (3.16)
.27
y= NN (3.17)
S |1, 1, (-V)
U(X)—bl%/n+N+ 5. (3.18)

ve kteréQ, => " (x = x ).
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3.2 Vazena linearni regrese

V piipadt heteroskedasticity (nehomogenity) rozptytavisle promdnné veléiny je nutno
pouZzit vdZené linearni regrese.

Vahy jednotlivych mdieni w zavisle prordnné veltiny se vypdgitaji podle vztahu

1
wo=n2 (3.19)

=1

N =

i=1

ve kterém sjsou vylErové sndrodatné odchylky (nebo Iépe standardni nejistagnptlivych
signafi.

Stredy kalibr&ni zavislosti jsou dany vztahem

WX

X, =— - (3.20)
WY
a y, =— - (3.21)
2 WXy =nX, Y,
Smernice kalibra&ni zavislosti b, =— PR— (3.22)
WX~ X,
Usek kalibrani zavislosti b, =V, —byX, - (3.23)

Vybérova snérodatna odchylka signalu
J(Zwiyf —nyz) = b2 ) w x — 1)
s = i i _
n-2

(3.24)

yz,w

Predikce nezéavisle proninné (koncentrace)

V néasledujici rovnici je nezavislé réteni vzorku po kalibrack je hodnota nezéavisle pr@mné
vypoitena z nezavisléhodfeni, uk) je nejistotax

= z-b,
b

1

(3.25)

o \2
Syxw 1+_1+ (z- %)

P Y (W - )

i=1

uX)=

, (3.26)
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W, je vaha nezavisléhodteniz, kterou je teba odhadnout z kalibiai zavislosti nebo z hodno-
ty zavislosti vah, w nax.

3.3 Linearni regrese s nejistotami v obou prokmnych (bivariatni,
bilinearni regrese)

Podle nové definice kalibrace [1, § 2.39] musimazovat nejistoty obou vein linearniho
vztahu — nezavisle i zavisle prémmych. Linearni i vaZzena linearni regrese tyto piodm
nesphuji, musime postupovat jinym @gpobem. V této firucce popiSeme algoritmus zpracovani
experimentélnich dat, ktery navrhl J. M. Lisy $elktivem autod [6].

Méme zjistit parametry linearniho vztaliu= f(x) za gredpokladu, Ze experimentalni data maji
strukturu x = s;ay; = s;;, kde sjsou odhady nejistot ay. Metoda nejmenSicttverai je nej-
vhodrgjsi metodou pro nalezerg3eni. Hledame tedy minimum vy U

U=>wqly - f(x.0)7, (3.27)

kdej =1, 2 a N je peet experimentélnich béd

Tuto rovnici miZze psét ve zjednoduSené férm

U=>wyR?, (3.28)
N
kde R jsou residudly, w jsou statistické vahy:
R =y -f(x.h) (3.29)
Wy =1/<, . (3.30)

Pro rovnici typuy = 31 + Bx vypatitime odhady fa Iy feSenim soustav normalnich rovnic.
V maticové fornd se popisuje linearni problém rovnici

R-b=g (3.31)
Prvky matic jednotlivyctEleni rovnice Ize vyjatit vztahy

1 oyx
ZZ ;é‘

N Sk,
R= b (3.32)
RAT o
ZN:sél ZN: 4
b,
b :[b } (3.33)
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Pro linearni zavislost typy= 3, + Box se veltina & miZe vyjadit vztahem

Parametry linearniho vztahu setfigji iterativré podle maticové rovnice

v 1R o
%{s; zM 'aq}

EER

=2 2 b

Séizii-l- 5

b=R".g

Kovarianni maticeV se pgita podle nasledujicich vztah

Ozname si jednotlivé&leny maticR* aV :

R'=

Vztahy mezi jednotlivyméleny obou matic Ize vyj&it takto:

Kovariance cov(b,b,) = vi»

pf'l ¢emz b1 = Voo

Korelacni koeficientp(by,b,)

Nejistoty odhad b, a b,

|

.

r.ll rle
r‘21 r22

r R?
V., = 11 _|,
RegTe

N

r R?
v, =—2->» —L,
22 N_2;$I

V21

V Vllv 21

p(b,,b,)=

u(o,) =vi,
ub,) =\ vy,

Vll
V21

V12

‘)

22

(3.34)

(3.35)

(3.36)

(3.37)

(3.38)

(3.39)

(3.40)

(3.41)

(3.42)
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Testovani vyznamnosti parametinearniho vztahu

Test hypotéz, =0 Test hypotézfy, = 1
b b, -
_| 1| <2 —| 2 1|<2 (3.43)
u(b,) u(b,)

Predikce hodnoty nezavisle prorinné, x

x=Y b (3.44)
b2

Nejistota predikované hodnoty se odhadne podle raakp Sfeni nejistot s pouzitim korelace
mezi sndrnici a tsekem:

u? +x%u2 + 2xv, + U2
u(x):\/ y b2 = 2 (3.45)
2

3.4 Nelinearni regrese v biologickych @¥icich postupech

Teoreticky nelinearni model dheme, stejt jako v redchozim linearnim ffpadu, popsat
rovnici

Y =f(x: B) . (3.46)
ve kterém jsow; nezavisle progmne velEiny, B; jsou parametry modely=1, 2, ..., p. Tak
nag. pro nelinearni model s jednou nezavisle ghamou plati rovnice
Y = expX) , (3.47)

ve které p = 2.
Odpovidajici regresni model je odhadem teoretickébdelu, takZze obeémpiSeme
Yieg = f(Xi;h) + €. (3.48)

V této rovnici jsou hodnoty;mdhadyp;, e je nahodna chyba modelu, ktera ma nulovirdat
hodnotu a normalni rozteni N(0g?), tedy totoZné s linearnintipadem.

Smérodatna odchylka zavisle prominné, s

S = n , (349)

n je pa&et experimentalnich badp je pé&et paramet.

Smérodatné odchylky parametrii by

s(b, )= %\/[ finel.T e )l]jj _ (3.50)
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Jacobiand s maticovymi prvky

_ov,

J =—1*L 3.51
1 ab] ( )

Korelagni koeficient parametri, p12 (pro dvouparametrovyifpad):

J
Prp = (3.52)

\' ‘Jll DJZZ

v=@"-))* (3.53)
Zpracovani dat nelinearni regresi sighlme na nasledujicimifkladu.

Kovarianéni matice V:

Piiklad

V nésledujici tabulce jsou uvedeny aktivity enzyijako funkcetasut:

t ‘ 0 1 2 3 7 10 15 18

A ‘20,2 17,2 14,1 10,7 49 29 2,2 1,2

Predpokladame, ze je to reakce'ddu, ktera sédi rovniciA(t) = B exp[—(In 2) t/ty)]

Nasim ukolem je vypotat polaasty /o,

-
Ji= B exp[=(In 2) 1t,,, ]

3, =98 <(B1n 20/(2 )] expl-(n 2)Ct 11, ]

1/2

Vypocetni tabulka v Excelu vypadé takto:

t A Areg e Ji Jz

0 20,2 20,32583 —-0,12583 1 0

1 17,2 16,76296 0,437041 0,8247120,898221

2 14,1 13,82461 0,275385 0,680150 1,481547

3 10,7 11,40133 -0,70133 0,560928 1,832774

7 4,9 5,27430 —-0,37430 0,259488 1,978314
10 29 2,958502 —0,05850 0,145554 1,585274
15 2,2 1,128713 1,071287 0,055531 0,907209
18 1,2 0,633127 0,566873 0,0311490,610655
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Vystupni tabulka je nasledujici:

u 2,387058
S 0,630748
B 20,33 u(B) 0,49 2,4%
tin 3,60 Uty 0,21 5,9 %
P12 -0,60

Vstupni hodnoty pro vypet byly odhadnuty linearni regresfjldad bylieSen funkcfeSitel v programu Excel.

Pro Uplnost uvadime algoritmus pouZziti funkesitel v programu Excel.

V Excelu nalezneteifkaztesitel (v angl. versi ,solver”) pod nabidkou NagroResitel
(u stargich versi Hledaié3eni). Kliknutim naifkaz ReSitel se objevi panel, ktery mu-
site vyplnit. Nejprve si ale vystlime rekteré pojmy.

Nastavit buiku. V této buice bude vyraz nebo rovnice, ve které se zobraedgeni pro-
blému. Pro nasifpad nelinearni regrese to bude sufheeral odchylek experimentél-
nich hodnot zavisle prafnné a regresni pramné. Musite tedy znat tvar regresniho
modelu. Pozor, v naSentipact to bude jenom jedna bka!

Rovna Zde oznéite cilovéieSeni; v naSemiipact hleddme minimum sumgtvera,
ozn&ite tedyMin.

Ménéné buiky: Zde znéite buiky, ve kterych budéeSeni, tedy vektor paramitiHod-
noty v €chto buikach se Bhem iteraci réni, feSeni vSak vyzaduje, abystieg spust-
nim zadali poatesni hodnoty parameir VyslednéreSeni je silty zavislé na peateinich
hodnotach (nulovéifblizeni) parametr.

Pokud kliknete na Moznosti, objevi se vam pandlSichi variantamieSeni. My proza-
tim ponechame (wodné nastavené hodnoty (default). Po vypih hlavniho panelu
kliknete naResit

Dalsi giklady jsou uvedeny v excelovych seSitech.

3.5 Dalsi experimentalni plany v kalibraci

3.5.1 Metoda Fidavku standardu (SAM)

Tato metoda, velicéasto pouzivana v analytické chemii a dalSigihognich w¥dach, je pouZi-
telnd pro analyzu latek v roztocich. Wiee rekolik predpoklad, které jsou nezbytné pro
aspEsné pouziti metody SAM:

— mefici postup je validovan,

— vazba analytu ve vzorku sélE neliSi od analytu vifidavku (spiku), vyznamnétipana-

lyze organickych latek,

— nemusime korigovat na slepy pokus.

Metoda neni citliva na sloZeni matrice.

Metoda SAM ma &kolik modifikaci.
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a) Pridavek jednoho standardu ke vzorku

aa) Ridavek malého mnoZstvi standardu ke vzorku, celkidbjgm neni konstantni,
»metoda jednoho roztoku

Vstupni velkiny objem vzorkwV,,, signal vzorkuY,,, objem gidavku standard¥y,
signdl vzorku se standardery.s, koncentrace standaray

Vystupni veltiny c,.
Algoritmus n#ieni:

1. mefeni signaluy,, ve vzorku o objem¥,,,
2. pidavekVg standardu o koncentraci ke vzorku o objemi,,,
3. mefeni signalu Yos¢

Rovnice ngteni:

V.
Yoz Gt V75t
Q7 = Y2 (3.54)

V,, +V.
sz+st( vz StJ_sz

V,

vz

ab) Ridavek standardu ke vzorku, matrice a celkovy oljgkonstantni,
»metoda dvou roztak

Vstupni veléiny: Vi,, Yoz, Vst Yozest Veelo Cot
Vystupni velEiny: c,;.
Algoritmus neteni:

1. odn@teni objemwV,, postupi do dvou odrérnych bark Ve,

2. pridavekV,, standardu o koncentragy do jedné odrérné baiky,

3. meteni signaluy,, v odnerné baice jen se vzorkem,

4. meteni signaldy, . v odmerné bace se vzorkem a standardem.

z+st

Rovnice ngteni:

- YVZ Dvst CSt (3 5 5)
(sz+st - sz) sz

b) Pridavek vice standard ke vzorku (a zpracovani linearni regresi)

Cvz

Vstupni veléiny: Ve, Vstis Vuz, Yiy Cst
Vystupni velEiny: by (Usek), b(smernice),c,,, u(c,,).
Algoritmus n¥ient:

1. odneteni objemu vzorky,, doi odnernych bagk,

2. pidavekVy; standardu o koncentragy do vSech odirnych bawk; pridavek
standardu do prvni ki&y V,, = 0,

meteni signal v,

4. linearni regrese (obrazek 3.1).

w
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Metoda gidavku standardu

0,4
Yi
0,3
0,2
0,1- o
0 ‘ | | | | | | | | |
-2,00 -1,00 0,00 1,00 2,00 3,00 4,00
Vst,i
Obr. 3.1. Zobrazeni metodyigavku standardu do vzorku
Rovnice néteni: C,= S d)—o (3.56)
sz bl
Standardni nejistota objemii p. =0, y,
S _\2
o, =22 L Oem Y (3.57)
bl n kﬁQxx
kdey: =0 a Q, =Y (X -%)’.
Standardni nejistota vyptené koncentrace u
b,c
u, =22t (3.58)
bO

3.5.2 Metoda ,bracketing”

Principem této metody kalibrace jesteni signalu analytu ve vzorku a ve dvou standardech
z nichZ jeden ma niz8i koncentraci (obsah) a duy8¢i koncentraci (obsah) nez je koncentrace
(obsah) analytu ve vzorku. Metoda je citliva na mdaf efekt. Uve’'me rekolik poZadavk,

které jsou pro UsfEné pouZziti metody nezbytné:

— SOP identicka pro vzorek a standardy,
— vzorek a standardy jsou sloZzenim podobné,
— mefici postup je validovan.
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Vstupni velginy:

koncentrace analytu v obou standardeghs,, pricemz platic; < ¢, < Cy,

méfené signaly odpovidajici analytu ve vzorku a stedtetzh,ys, Yo, Yiz.

Vystupni veléina:

koncentrace analytu ve vzorkyy,, vcetrg nejistoty, u¢,,).

Rovnice ngteni:

C

vz

GV — W G(%™ %) (3.59)
(Y, =)

3.6 Hiklady ke kapitole 3

5 bodova_kalibrace.xls

linergsu.xls

kalibrace_priklady.xls

bracketing_kalibrace.xls

obsahuje Sablonu proétibodovou linearni kalibraci a predikci
koncentrace analytu ve vzorku s korekci n&xybst

obsahuje Sablonu pro linearni kalibraci a predikoncentrace
analytu ve vzorku (max. 15 bobé 10 opakovanimi)detns testu li-
nearity

obsahujaeSené fiklady metody srovnani se standardem a metody
piidavku standardu (SAM) pro 1, 3 a #davky

obsahuje Sablonu pro ,bracketingétipodovou kalibraci a predikci
koncentrace analytu ve vzorku s korekci n&xybst

bilinear_kalibrace_10.xls obsahuje Sablonu pro bivariatni (bilinearni) kaditira predikci

koncentrace analytu ve vzorku, pro maxing&li® bod: s korekci na
vytéZnost

porovnani_postupu_60.xlebsahuje 3ablonu pro porovnani reférdho postupu s novym

nelinearni_regrese.xls

postupem pro max. 60 vzarkobsahujgeSeny piklad

obsahuje Sablonu pro nelinearni regresi pro mangax. 10 dvojic
bodi; Sablona obsahuj@seni konkrétniho problémuiiPouZziti té-
to Sablony pro jiny problém je nutno Znit model néteni a vztahu
pro derivace.
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4  Validace n¥ricich postupi

4.1 Terminologie

V této publikaci je pouZita terminologie, definodanv novém metrologickém slovniku
VIM 3 [cit. 1].

Meéreni (8 2.1) je proces experimentalniho ziskavani jedeéo vice hodnot velny, které
mohou byt dvodre prifazeny velting. Mgteni v sob obsahuje porovnani véin a zahrnuje
zjiStovani pdtu entit. Méfeni gledem pedpoklada popis veliny piiméieny ugenému pouziti
vysledku n&ieni, popis postupu &eni a kalibrovaného &iciho systému pracujiciho v souladu
se specifikovanym postupentgiani, Letnt podminek rsieni.

Princip mereni (8 2.4) je jev slouzici jako zakladieni.

Metoda ndreni (8 2.5) je genericky popis logického organizovéinhosti pouZitych fi méteni.
Metody neteni sngji byt kvalifikovany tiznymi zpisoby, na fgiklad:

— substiti¥ni metoda ré&eni
— diferertni metoda ré&feni

— nulova metoda gfeni;nebo
— prima metoda ®geni

— nepima metoda ®teni

Postup rdreni (8 2.6) je podrobny popis dfeni podle jednoho nebo vicegticich principi
a dané metody &heni, zaloZzeny na modelué¢beni a zahrnujici jakykoliv vypet k ziskani
vysledku ngieni.

Vysledek mveni (§82.9) je soubor hodnot veéily, pritazeny ndtené vekiné spol&né
s jakoukoliv dalSi dostupnou relevantni informagysledek ngieni se obechvyjadiuje jako
jedna nar‘ena hodnota veliny a nejistota réeni.

Validace (8§ 2.45) je owrovani, Ze jsou specifikované poZadavkymgiené pro zamyslené
pouziti.

Verifikace (owétovani) (8 2.44) je poskytnuti objektivnihdikdzu, ze dana polozka &pje
specifikované pozadavky.

Mérena veléina (8 2.3) je velina, ktera ma byt gfena. Specifikace &ené vekiny vyzaduje
znalost druhu veliny, popis stavu jevuglesa nebo latky nesoucich tiu, wetns jakékoliv
relevantni slozky a zahrnutych chemickych entithémii jsou pro rfenou veltinu nekdy
pouzivany terminy ,analyt* nebo nazev latky nebmu&tniny. Toto pouZiti je chybné, protoze
tyto terminy neodkazuji na véiiny.

Presnost m¥eni (measurement accuracy) (8 2.13)genbst shody mezi natifenou hodnotou
veli¢iny a pravou (skutanou) hodnotou veliny mérené velkiny

Pravdivost réreni (measurement trueness) (8 2.2$nbst shody mezi aritmetickymdpnérem
nekong€ného pdtu opakovanych naghenych hodnot veliny a referetini hodnotou vediny.
Mirou pravdivosti je vychyleni (bias).

47



Preciznost veni (measurement precision) (8 2.15) fsriost shody mezi indikacemi nebo
nangienymi hodnotami vetiny ziskanymi opakovanymi &renimi na stejném objektu nebo na
podobnych objektech za specifikovanych podminek

Opakovatelnosfrepeatability) (§ 2.21)ej preciznost gieni za souboru podminek opakovatel-
nosti méfeni. Podminka opakovatelnosti je podmink&ieni za souboru podminek, ktery
zahrnuje stejny postupdifeni, stejny obsluzny personal, stejngiiti systém, stejné pracovni
podminky a stejné misto, a opakovarireni na stejném nebo podobnych objektech v kratkém
¢asovém useku. Mirou opakovatelnosti j@mrdatna odchylka opakovatelnosti.

Reprodukovatelnodtreproducibility) (8 2.25) je preciznostébeni za podminek reprodukova-
telnosti n&feni. Podminka reprodukovatelnosti je podmink#emi ze souboru podminek, ktery
zahrnuje #zna mista, obsluzny persondl¢iini systémy a opakovanideni na stejném nebo
podobnych objektech. Mirou reprodukovatelnostingredatna odchylka reprodukovatelnosti.

4.2 Experimentalni plan pro validaci
Validace zahrnuje

— analytické pozadavky, stanoveni charakteristikytygms,
— kontrolu, Ze postup vyhovuje pozadéwik
— prohl&Seni o platnosti postupu.

Charakteristiky postupuiieme rozdlit na dw skupiny:
1. Pracovni charakteristiky postupu:
kvalitativni: selektivita,

kvantitativni pracovni (linearni) rozsah, citlivost, mez detekangl. limit of detection,
LOD), mez stanovitelnosti (angl. limit of quant#igon, LOQ), vy&Znost, interference.

2. Vlastnosti vysledku ziskaného danym postupem:

navaznost, nejistota vysledku uvazujici hagpakovatelnost / vnitrolaboratorni reprodu-
kovatelnost, robustnost.

V této girucce se budemeeénovat Fedevsim pracovnim charakteristikam postupu, dale pa
opakovatelnosti/reprodukovatelnosti a robustnogBechny validani parametry ziskdvame
experimentem a vyhodnocenim experimentalnich dat.

4.3 Selektivita (interference)

Selektivitu metody (interference) &wjeme podle informaci v norn podle zkuSenosti nebo
podle znalosti studovaného systému. Pro kazdyfémet ctlame pokusy zvId§ kumulativni
efekt interferent ovéiujeme experimentalnim planem, podobnym v testu stlmsti. Algorit-
mus experimentalniho postupu:

— analyzujeme 10 vzorekgéistého analytu (vnitrolaboratorni standard)irpérna hodnota
Xs;
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_ analyzujeme 18 vzorek¢istého analytu sipdavkem pimési v takovych koncentracich
(obsahu), které jsouiplizné stejné jako v realné matrici,jpmérna hodnotax,, ;
— vypocteme hodnoty odhddsmerodatnych odchylek pro oba soubory;sg;
— F-testem testujeme hypotézf = o2, .
s s
F==2  nebo F==>
s S

KdyZ je F < F(0,975;9,9) = 4,02, je hypotéza patwia a variabilita je stejna.

(F musi byt ¥tSi neZ jedna).

t-Testem testujeme hypotépy = iy

.- [2+% e
2 s 2
10

Kdyz T <1(0,975;18) = 2,10, je hypotéza potvrzaraterferent nema vliv.
Neni-li hypotéza potvrzena, vy§teme korekci podle vztahu
A = Xp'M - Xp’s

Sestrojime regutani diagram korekce.

4.4 Rozsah nireni, linearita

Rozsah réfeni by n&l odpovidat analytickym poZadawuk. Ve zvoleném rozsahuéeni je
zapotebi owtit zakladni charakteristiky kalibéai kiivky, pticemz lze pouZit standardni rozto-
Ky ¢istého analytu a postupovat dle ISO 8466-1:1994 18].

Postup:

1. Posoudi se rozsahérmani podle analytickych poZadavia dalSich informaci (legislativni
poZadavky, BZné analyzované vzorky, apod.).

2. Ve zvoleném rozsahuédieni se zréri zavislost signalu na koncentraci piadu kalibr&-
nich standaritt ye., = f(C) @ vyhodnoti linearni regresi. Volime maxim&altd bodi na kon-
centr&ni ose vetns slepého vzorku, tfeni neopakujeme.

3. Ziskana zavislost se zobrazi v grafu a jejidiita se o¥fi subjektivnim posouzenim. Pro
objektivni posouzeni linearity Ize pouzit jednodéictiatistické vyhodnoceni, které je de-
tailné popsano v normlSO 8466-1:1994 [cit. 18].

e

a vratime se ke kroku 3 tohoto postupu.
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4.5 Opakovatelnost
Opakovatelnoge preciznost Rreni za podminek opakovatelnosti (viz oddil 4.1).
Postup:

1. Opakova# (5—10x) zmetime postupem #iteni signal vybraného vzorkitignamé koncent-
racni hladiré (nemusi to byt standard). Vygteme snirodatnou odchylkou opakovatelnosti
méteni signalu, .. Relativni smirodatna odchylka opakovatelnostipg. je invariantni
ke koncentraci.

Stejny postup opakujeme pro dalsi konceénirarovrg v celém pracovnim rozsahu.

Zobrazime zavislostsi, resp. saxreiNa koncentraci (vigy polynomu v Excelu).

4.6 Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnosfe preciznost wieni za podminek reprodukovatelnosti (viz oddil 4.1,
str. 47). V tétotasti se budeme zabyvat vnitrolaboratorni reprodataosti, mezilaboratorni
reprodukovatelnost budeme diskutovat v kapitoleezitaboratornich testech.

Postup:
Tento postup je v souladu s normou ISO 5725-3:260017].

Postup vychazi z validaich udaji laboratde o daném gficim postupu. Vnitrolaboratorni
reprodukovatelnost zahrnuje i randomizovanou syatiekou odchylku laborate, nikoli
randomizovanou systematickou odchylku postupu (biestupu réreni).

Experimentalni plan a vyget

Experimentalni plan sgéva ve zmdteni signalu a nasledném vypo hodnot obsahu nebo
koncentrace (pomociuznych kalibrgnich metodik) pro minimath 15 ¢aso¥ odliSenych
meéreni. Pouzivame k tomu jeden komutabilni matricoggrek komutabilita = matréni pfi-
mérenos), ktery musi byt stabilni v pbéhu ¢aso¥ odliSenych mdreni. Mefeni provedeme pro
razné koncentrni arovreé a stejit jako v ipac opakovatelnosti zobrazime zavislostésoa
datné odchylky reprodukovatelnosti na koncentidghodnoceni provedeme analyzou rozptylu
v Excelu. Vzorovy seSit ostiuje vypaiet a odhad simodatné odchylky reprodukovatelnosti.

4.7 Vytéznost
Pravdivost nifeni miZze byt charakterizovana wnosti ngieni.

VytzZnost R, je definovana rovnici

R= nalezenc? hodnot: (4.1)
referercni hodnote

Referegni hodnotu ziskame Hu z hodnoty certifikovaného refer&riho materidlu nebo
Z pridavku standardu (spike) do matrice.

Postup:
CRM je k dispozici, hodnota vélny Ce
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Danou metodou z#iime signal (naip absorbanci, plochu pikéas, atd.) odpovidajici zvole-
nému referetnimu materialu. Ze signalu vyfteme koncentraci nebo hodnotu obsahu sledo-
vaného analytu s pomoci kalibra kiivky. Mé&teni opakujeme alespd\krat (N je 5 az 10) za
podminek opakovatelnosti (kratkgsovy interval, stejny operator, stejnifsproj). Vypaiteme
aritmeticky ptimér X, vybérovou smérodatnou odchylku s a nejistotu opakovatelnogticu

S

Uopak :W (4.2)
pop. relativni standardni nejistotu opakovatelnossiy 6).
Rsu =%[ﬂ00 9. (4.3)
Vytéznost,R (%) se vypdte ze vztahu
R= C;Xf [100 %. (4.4)
Odhad kombinované (relativni) nejistoty ¥¥mosti, i je dan vztahem
2
T \/ RSU .+ [ ‘(‘:fef Dloc} 9. (4.5)
ref

4.8 Mez detekce, mez stanovitelnosti

Pro definici meze detekce jealdZité porozurdt nékterym pojnim, které jsou uvedeny
v kontingerni tabulce 4.1.

Tabulka 4.1. Kontingefi tabulka pro definici meze detekce

Realna situace analyt gfitomen analyt ndjftomen
positivni TP = P(e/A) FP = P(ehA)
Vysledek testu
negativni FN = P(=e/A) TN = P(elA)
Vyswveétlivky:
A piitomnost analytu ve vzorku = A negitomnost analytu ve vzorku
e dikaz (positivni vysledek testu) —e negativni vysledek testu

P(e/A)  pravdpodobnost kladnéhailazu analytu zaipdpokladu, Ze analyt j&ifomen

P(-e/A) pravdEpodobnost fale&hnegativniho vysledku (vysledek testu je negativkilyz analyt je
ptitomen), chyba I. druha

P(e/-A) pravdpodobnost fale&npositivniho vysledku (vysledek je positivni, i kdgnalyt neni
pititomen), chyba Il. druhfd

P(~e~A) pravdEpodobnost negativnihaikazu analytu zafedpokladu, Ze analyt nenfifpmen

Predchozi kontingemmi tabulka je znazo#ma na obrazku 4.1.
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1,64 : %Iank 1164 ' %Iank

< 3 »

<€

Signalova doména

a=5% Solank BZS%

Yorank DL YLop

Obr. 4.1. Grafické znazogni odhadu meze detekcediici schopnosti), LOD

Vysvétlivky:

Yourk  J€ Pimérna hodnota signalu slepého vzorku;

Sk j€ snérodatna odchylka opakovanéhgieni slepého vzorku;
a, B jsou chyby I. a Il. druhu,

DL je rozhodovaci mez (cut-off);

Yop je signdl odpovidajici mezi detekce

Mez detekcé.OD (méfici schopnost postupyg definovana jako nejmensi mnoZstvi (obsah,
koncentrace) latky, kteratihe byt detekovana, identifikovana nebo stanovedaném vzorku
(matrice) s danou chybou Il. druBupii urcité chyk® I. druhua. Jinymi slovy, ngfici postup je
schopen potvrditifitomnost analytdi substance s pragdodobnosti (1 8).

Uréeni meze detekce se sklada z 5 krok

1. volba apriornich pravgbodobnosttx a3, obvyklea, = 0,05 (5 %),

2. odhad nejistoty ®teni slepého (matmiho) vzorku, obvykle nahrazeny &mdatnou od-
chylkou opakovatelnosti nebo reprodukovatelnostikapaného wr¥eni slepého vzorku,
Solanks

vypocet rozhodovaci meze DL v signalové dosébl = 1,648,

vypocet LOD v signalové doménLOD = 1,64§ank

konverze LOD v jednotkach signélu na koncefrgednotky s pouZzitim kalibéai zavis-
losti v blizkosti LOD. Alternativni postup je zfeni pondru signal/Sum, S/N, v zavislosti
na koncentraci v blizkosti LOD.

S

52



Posledni bodidchoziho algoritmu je nejcit#jdim bodem celého algoritmu, protoZe kalthra
ni zavislost v okoli LOD j&asto znané odliSna od kalibréni zavislosti v pracovnim (linear-
nim) rozsahu.

Vypocet meze detekce je uveden v excelovych seSitech.

Mez stanovitelnostiOQ neni definovana statisticky, Z praktického d&d mizeme za mez

v

rozsahu rieni.

4.9 Robustnost néficiho postupu

Robustnostpati mezi zakladni validmi parametry. B robustnosti wujeme matematicko-
statistickym postupem jak je analyticky signél svina malych zrnach parameircharakte-
rizujicich analyticky postup, popstandardni pracovni postup, SOP. Kritické paraymetireni

a jejich tolerance musi byt znamy pro kazdy aneltytipostup. Fklady takovych kritickych
parameti jsou teplota, tlak, vihkost, chemické faktory jgkou koncentrac&nidel, pH, napti

a frekvence elektrickychifstroji. Nejsou to tedy parametry, kteréimpo ovliviiuji zavisle
proménnou veltinu, ale jsou to dalsi, mnohd¢zko odhalitelné vlivy, které musime brat
v Uvahu pi sestavovani SOP. Kritické parametrgiani odhalime experiment&lipomoci testu
robustnosti parametr Postup Youdenova testu [8] ukazuje tabulka 4&kyni pismeny jsou
ozna&eny nomindlni hodnoty paraméttedy ty hodnoty, jeZ uvadime v SOP. Malymi pisynen
jsou oznaeny alternativni hodnoty, tedy takove, kde byly &im§ poznmeénény nominalni
hodnoty o malou hodnotu. Pokud je parametr kvalit@to rdzu, vyjaime jak nominalni, tak
alternativni hodnoty slown V testu se zkou3eji pozméné objemycasy, navazky, vlivyiz-
nych SarZginidel, osobni vlivy analytika a podo&n

Tabulka 4.2. Tabulka testu robustnosti

Parametry Kombinace
1 2 3 4 5 6 7 8
Ala A A A A a a a a
B/b B B b b B B b b
Clc C c C c C c C c
D/d D D d d d d D D
Ele E e E e e E e E
F/f F f f F F f f F
Glg G g g G g G G g
Vysledky nereni r t u Y% w X y z
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Schéma vypétu testu robustnosti
Va= Yar+t+u+v)—Ya(w+x+y+2)= (A-a)
Vg= Ya(r+t+w+x)—Ya(u+v+y+2z) = (B-Db)
Ve= Ya(r+u+w+y)-Y(t+v+x+z) = (C-c)
Vp= Yar+t+y+2z)—Yau+v+w+x) = (D-d) (4.6)
Ve= Yar+u+x+2)-%t+v+w+y) = (E—e)
Ve= Yar+v+w+2)-Yt+u+x+y) = (F-1)
Ve= Yar+v+x+y)-Ylt+u+w+2) = (G-0Q)

Test robustnosti sgova v testu hypotézy ¢4 V; = 0, pedpokladajici, Ze vSechny kontrasty V
jsou nulové. Vypsteme-li interval spolehlivosti kontrastu

Vi * tl—a/2;7 B
|_1’2 :T

a obsahuje-li vypiteny interval spolehlivosti bod nula, potom je kast statisticky nevyznam-
ny a ne&rici postup je pro dany parametr robustni.

Hodnotu odhadu sénodatné odchylky vyptieme obvyklym zfisobem z osmi gieni:

s:\/%[(r—i)2+ ¥ (XY (4.8)

4.7)

kde X je aritmeticky pimér vSech osmi reni.

Pokud pro¥iujeme testem robustnosti némeZz sedm paramétr miZzeme doplnit soubor
formalnimi parametry, n&pkvalitativnimi, a pracovat s nimi jako s redlnyparametry. tsi
pocet parametr pripada pro BZnou metoduiidkakdy v Uvahu. Véchto ojedirlych piipadech
volime jiny typ kraceného faktorialniho pokusu, og&bchéma pro Youdéw test robustnosti je
vlastrs kraceny faktorialni pokus (1/16) *.2

4.10 Fiklady ke kapitole 4

validace.xls obsahuje Sablonu pro vyget valid&nich paramefr. rozsah, LOD, opakovatel-
nost, robustnost, WEnost; obsahuje Sablonu pro konstrukci re¢nilao dia-
gramu pesnosti a preciznosti (15 duplicitnich tépd
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5 Statistické metody [Fi pripravé a pouzivani referegnich
materiala

Pti zpracovani této kapitoly jsme vychazeli z pubtikkomise pro referémi materialy 1SO
REMCO [9, 10]. Tato kapitola se tyka hlawyroba referenich materiél, pog. certifika-
niho organu, ktery organizuje certifthkd kampd. Omezime se tedy pouze na zakladni principy
odhadu nejistoty homogenity a stability. Tato kalgitheni doprovazeri@Senymi piklady.

5.1 Statistické principy certifikace

5.1.1 Stanoveni nejistoty homogenity

Experimentalni schéma je jednoduchéz¥ime hodnotu dané vlastnosti ve vybranych vzorcich
(pocet vzorki je a), kazdy vzorek opakujemekiat ( O <1, a>). Experimentalni matici vyhod-
notime analyzou rozptylu (ANOVA) a vypitame smirodatnou odchylku mezi vzorky (tzv.
mezibantkovou smdrodatnou odchylku), ., ktera je mirou sloZky nejistoty refetgiho
materialu odpovidajici nehomogenit

Vztahy pro vypdet jsou nasledujici:

primérnéd hodnota ptiu opakovani reni, n:

Ne=——| > ———|, (5.1)
a- 1 i3
ni
i=1
smerodatna odchylka,s:
va :\/MSmezi B IvlSuvnir , (52)
nO

smerodatna odchylka opakovatelnosti mezi analyzami. (tmitrobanékova snérodatna od-

chylka), s:
Sr :\/ MSJvnitf . (53)

Hodnoty pfimérnych soudta ¢tverai odchylek, MQe; @ MSuni, Ziskame z analyzy rozptylu
(viz nasledujici fiklad).

Prikladem vyhodnoceni takto organizovaného pokusu §ida pevzata z ISO Guide 35 [cit. 9,
ptiloha B3]. Data jsou uvedena v tabulce 5.1.
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Tabulka 5.1. Stanoveni homogenity chromu ve vzgidy (obsah Cr v mg kb

Vzorek Vysledek 1 Vysledek 2 Vysledek 3

1 121,30 128,74 119,91
2 120,87 121,32 119,24
3 122,44 122,96 123,45
4 117,60 119,66 118,96
5 110,65 112,24 110,29
6 117,29 120,79 121,42
7 115,27 121,45 117,48
8 118,96 123,78 123,29
9 118,67 116,67 114,58
10 126,24 123,51 126,20
11 128,65 122,02 121,93
12 126,54 124,72 123,14
13 122,61 128,48 126,20
14 118,95 123,82 118,11
15 118,74 118,23 117,38
16 119,74 121,78 121,01
17 121,21 123,28 116,38
18 129,30 124,10 122,02
19 136,81 129,80 128,47
20 127,81 117,66 122,90

Analyza rozptylu poskytla nasledujici vysledky:

Zdroj variability SS Stupré volnosti MS F F krit
mezi vzorky 1037,315 19 54,59553 6,63 1,85
mezi analyzami 329,1557 40 8,228892 — -
celkem 1366,471 59 - - -

Vypoétena hodnota F jeé&si nez kriticka, takZze vzorek vykazuje nehomogenitypaitena
hodnota p= 3, s je

s :\/54,55593; 8,228892 3,9:mg kg .

Hodnota srrodatné odchylky opakovatelnostipss

Sopax =1/ 8,228892= 2,8 mg kg' .
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5.1.2 Stanoveni nejistoty stability

Pri stanoveni dlouhodobé stability refe¢afho materialu (RM) a odpovidajici nejistoty postu-
pujeme tak, Ze #fime hodnotu vlastnosti RM v zavislosti na doPokud linearni zavislost
vlastnosti natase nevykazuje vyznamnou hodnotusrice (t-test), potom nejistota odpovida-
jici dlouhodobé stabibitje dana rovnici

Us =S - t, (5.4)

ve které s je nejistota odpovidajici dlouhodobé stabjld, je snérodatnd odchylka sémice,
t je exspir&ni doba (shelf life).

Ptiklad pro stanoveni dlouhodobé stability a jejiistely je ogt prevzat z ISO Guide 35
[cit. 9], priloha B5.

Experimentalni data jsou uvedena v tabulce 5.2.
Tabulka 5.2. Stabilitni studie pro vzorekdy a obsah chromu

Cas, mésice  wg,, mg kg*

0 97,76
12 101,23
24 102,14
36 97,72

Linearni regrese vysledkpredchozi tabulky poskytla tyto vysledky:

Parametr Hodnota Nejistota
usek, Iy 99,594 2,362484815
smernice, b 0,006583333 0,105233438

T-Test nepotvrdil vyznamnost hodnoty &mice, tudiZz se da konstatovat, Ze po dobu 3§iain
je dany RM stabilni. Nejistota odpovidajici dloubbd stabili¢ je

Us = 0,105 - 36 = 3,78 mg Kg

Stabilitni studie se musi prowgdoii raznych teplotach. Potom postupujeme tzv. isochronnim
postupem, ktery je patrny z obrazku 5.1. V jedmgth intervalech &ime hodnoty vlastnosti
pii vSech teplotach za podminek opakovatelnogitemz p@éatky dikich stabilitnich studii se
liSi v zavislosti na tepleét
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Mésice 0 6 12 18 24 30
Pl -20°C
p 0°C
p| +20°C
p| +40°C

Obr. 5.1. Schéma isochronniho postufiwstabilitni studii

5.2 Pouziti certifikovanych refererénich materiala
Stanoveni pravdivosti &eni

Pravdivost mifeni se provadi porovnanim gomérné hodnoty nagtenych vysledi
s certifikovanou hodnotou. ieme postupovat dvojim &gobem:

— postupem, ktery je uveden v Metodickém ligt3, EURACHEMCR [2],
— vypoitem vygznosti (viz kapitolu Validace #iiicich postug, str. 47), ve kterém uva-
Zujeme nejistotu CRM a opakovatelnosifitiho postupu.

5.3 Hiklady ke kapitole 5

homogenita.xls obsahuje Sablonu pro test homogenity refargro materialu (max. 20 vzakk
5 opakovani)
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6 Mezilaboratorni porovnani

Vysledek analytického #teni je vZzdy dan hodnotoudiené vekiny (latkové mnoZzstvi, kon-
centrace analytu, obsah analytu ve vzorkudislyggsnou nejistotou. Spolehlivost vysledku samo-
ziejmé zavisi na spra¥nodhadnuté nejistét V souvislosti se spolehlivosti vysledku a jejich
interpretacemi vyvstava cetada otazek:

a) Je laboratokompetentni a demonstrovala schopnost poskyt@aeislivé vysledky?
b) MuZeme vysledikm laboratde divérovat?

Podle normy ISO/IEC 17025 [cit. 11] je jednim zésph1 prokazovani technické épobilosti
laboratde (tast v mezilaboratornim porovnani. Mezilaboratormiognani by nilo odpowdéet
na dw zakladni otazky:

1. Jsou mé vysledky spolehlivé?
2. Je mnou odhadnuta nejistota vysledkjafelna?

Oddily 6.1 a 6.2 se tykaji kvantitativnich zkouSe#dil 6.3 pojednava o zkouSkéch kvalitativ-
nich.

6.1 Norma ISO 13528

Norma ISO 13528 [cit. 12] se tyka statistickéhoayhoceni zkouSeni #pobilosti (PT). V této
ptirucce se budeme zabyvat pouze statistickymi naskteji¢ se v PT pouZivaji.

Hlavnimi body zmigné normy jsou:

1. Ureni vztazné (fitazené) hodnoty charakteristiky vzorku pro PT
2. Ureni nejistoty hodnoty charakteristiky

3. Ureni snérodatné odchylky pro vyhodnocovani PT

4. Ureni vykonovych statistik, charakterizujiciast laborati v PT

Uréeni vztazné (ffifazené) hodnoty a jeji nejistoty

VztaZznou (pitazenou) hodnotu charakteristikyabeme ziskat ¢kolika zpisoby, z nichZ pouze
nekteré Ize doportit organizatoiim PT. Déle uvedeme jenom dopéené zjisoby:

a) VztaZzna hodnota je definovana @ou) pripravou nag. fednim standardnich rozto-
ki, michanim standardnich roztok dalSich latek, simulujici matrici vzorku. Nejist
vztazné hodnoty se potom odhadne pomoci zakonapagaci nejistot. Postup je po-
psan v Guide to the Expression of Uncertainty ireMegement [13].

b) R pouziti certifikovaného referéniho materiadlu (CRM) je vztaznou hodnotou certifi-
kovana hodnota, nejistotou certifikovana nejistota.

c) R pouziti QCM (Quality Control Material, viz kapito 9) jsou vztazna hodnota a jeji
nejistota pimo dany charakteristikami QCM.
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d) Pokud expertni laboratm stanovuji pro organizatora Piligjusné charakteristiky, potom
vztaZzna hodnota je hodnota dohodnuta expertninoirédfemi (nag. robustni piimer)
a nejistota vzorku pro PT sedita podle vztahu

p 2
u,=1,23 |3 (6.1)
i=1 P

ve kterém p je ptet expertnich laborat y jsou nejistoty vysledkjednotlivych labora-
tofi.

Ur éeni snérodatné odchylky pro vyhodnocovani PT
Smerodatna odchylka s se pro vyhodnocovani PT odhawlfdika zpisoby:
a) s je dana legislativou nebo jinymi poZzadavky,
b) s je utena zkuSenostmi organizatora,
¢) snérodatnou odchylku odhadneme pomoci Horwitzova wrtah
s = 0,02 % (6.2)
ve kterénc je hmotnostni obsah v mgkg

d) z vysledk studie reprodukovatelnosti podle ISO 5725-2 [t#]; sje snEérodatna od-
chylka reprodukovatelnosti.

Uré&eni vykonovych statistik
Doporwené vykonove statistiky jsou nasledujici:
a) rozdil laboratawe, D:
D=x-X (6.3)
kdex je vysledek laborate, X je vztazna hodnota;
b) relativni rozdil laborat@e, D,
Dy, =100 - X=X /X (6.4)

c) zskore z

Z=K—-X /s (6.5)
kde s je srrodatna odchylka dena organizatorem pro vyhodnoceni PT,

d) zetaskére
_ (x=X)

Z R S A
JuZ + u%
kde y je standardni nejistota vysledku labotatoy je standardni nejistota vztazné
hodnoty,
e) disloE,

(6.6)

(x=X)

JUZ+U%

En = (67)
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kde U je rozstena nejistota vysledku labor&o Uy je rozStena nejistota vztazné hod-
noty.

6.2 Harmonizovany protokol IUPAC

Organizace IUPAC (International Union of Pure angbked Chemistry) vydala v roce 2006
doporueni [19] (IUPAC Technical Report), v anglickémémn, The International Harmonized
Protocol for the Proficiency Testing of Analytic@hemistry Laboratories”, ve kterém je po-
drobrg vyswtlena problematika mezilaboratorniho porovnavanitoTinformaci uvadime pro
¢tende, ktegi se podrob& chigji sezndmit s problematikou PT jak z hlediska téckého prove-
deni, tak se Zisoby vyhodnocovani a interpretace.

6.3 Kvalitativni zkouSky

Mezilaboratorni testy se i v oblasti kvalitativimiadyzy musitidit stejnymi pravidly, jakymi se
fidi testy pro kvantitativni stanovenigleré zvlastnosti jsou adazrény v nasledujicich bo-
dech:

— Mezilaboratorni testy jsou organizovany v oblagtkgich koncentraci nebo v oblastech
legislativnich limifi, kde jsou pravgpodobné faleghpositivni a faleS& negativni vy-
sledky.

— Falesr positivni (FP) a fale&nnegativni (FN) vysledky jsou zahrnuty do zpracdvan
pomoci z-skore.

— Ucastnici mezilaboratornich téstusi presentovat vysledky jednozm& v binarnim
vyjadieni (ano/ne, pod limitem/nad limitem).

— Statisticka expertiza vysleidlke povinnou sotasti mezilaboratornich tést

Je dilezité distribuovat vice vzotk s ugitym pomgrem positivnich a negativnich vzdrk
Ucastnici musi znat rozsah nespolehlivosty, (C;) pro danou analyzu, aby mohli sprévn
klasifikovat jednotlivé vzorky.

Tabulka 6.1. Simulované vysledky mezilaboratorrésiu (O — spravna odpa&l; 1 — chybna odpad’)

Vzorek Labl Lab2 Lab3 Lab4

A(+) 0 0 0 1
B(+) 0 0 1 0
C(-) 0 1 0 0
D(-) 0 0 0 1
E() 0 0 0 0
F(-) 0 0 0 0
G(+) 0 0 0 0
H(-) 0 0 1 0
1) 0 0 0 1
I6) 0 0 0 0
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Tabulka 6.1 ukazuje vysledky hypotetického testo gr laboratée. Riklad byl pevzat
Z literatury [15]. Spravna klasifikace je uvedenaavorce u jednotlivych vzoik Kromg kla-
sického zpracovani pomoci z-skére a odvozenyckingé vyhodné posuzovat labor&godle
aspEsnosti positivnich odpadi (% T).

V néasledujici tabulce 6.2 jsou vyieny rekteré parametry posuzovani PT.

Tabulka 6.2. z-Skére a dalSi parametry posuzovani

Lab 1 Lab 2 Lab 3 Lab 4
T, % 100 90 80 70
Sz 0 1 2 3
RSZ =SZNn 0 0,32 0,63 0,95
SZ, % 0 10 20 30
RSZ, % 0 1 2 3
posouzeni vyborné akceptovatelné  akceptovatelné yhosvijici

Velicina SZ je definovana vztahem
Sz=)z (6.8)
ve kterém n je peet vySetovanych vzork. V tabulce 6.1 je pet vzorki n = 10.
Pro veltinu RSZ plati
RSZ = SZA/n (6.9)

Veli¢inu SZ mizeme extrapolovat (normovat) ke sto vZork(n = 100). Z této valiny vypos-
teme podle vztahu (6.9) normovanou el RSZ (%). Tato vetina slouzi k posuzovani
UspEsnosti laboratie podle stejnych pravidel jako v kvantitativni gizal.

Usps3nosti laboratt se posuzuiji podle stejnych pravidel jako v kviatitini analyze.
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7  Kontingenéni tabulky

Pouzivani kontingemich tabulek je nejvice roz8hé gi vyhodnocovani epidemiologickych
studii, tedy v oblasti medicinského vyzkumu.

M¢me dvojroznérny nahodny vektorX = (Y,2 takovy, ZeY muZe nabyvat pouze hodnot
1,2,...,raZhodnot 1, 2, ..., c. Oz&eme pravdpodobnosti

P =P(Y=i,2=) (7.1)
p.=P(Y=0=) § a p,=P(Z= =Y (72)

UvaZujme nyni vy®r o rozsahu n, ve kterém vySe z&ié pravdpodobnosti zagnime cet-
nostmi r). Vysledky nizeme zapsat ve tvaru tzv. kontingentabulky (tabulka 7.1).

Tabulka 7.1. Kontingeimi tabulka pro vyér rozsahu n

Z
Y 2z
1 2 .. c
1 LE] M2 M m
2 1751 177} Mo 17
r Nr1 N2 e Nec N,
2z n, n, . Ne n

Marginalnicetnosti n a n; jsou definovany rovnicemi
n.=>n a n,=>n (7.3)
j i=1
Nejcéastji se v kontingetnich tabulkach testuje hypotézg, e veltiny Y a Z jsou nezavislé.

Pro zamitnuti hypotézy tinusi platit, Ze vypétena hodnota? je wtsi nezx¥ a:(r — 1)(c — 1)}.
Hodnotuy? vypasteme z kontingeni tabulky podle vztahu

Nejjednodussi a n&stji pouzivanou tabulkou v epidemiologickych studijehtzv. ¢tyfpolni
tabulka, ve které valiny Y aZ mohou nabyvat pouze dvou hodnot (viz tabulku 7.2).
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Tabulka 7.2Ctyipolni kontingegini tabulka pro vytr rozsahu n

Z
Y 2z
1 2
1 Ny M2 .
2 1 075 173
2 ni N2 n

Hodnotuy? vypasteme z kontingemi tabulky podle vztahu

2-n (nyny,— n12n21)2 (7.5)
n.n,n,n,

X

Pokud plati, Ze&(® je wtsi nezx¥{ a;1}, zamitneme hypotézu o nezavislosti ¥ieliY a Z. Tento
test je vhodny pro poénnn;/n> 5.
Priklad

U 27 nahod#a vybranych pacieritbylo zji&ovano, zda byly proti @ité chorolé ockovani a jaky ma choroba
prabeh, tj. zda plibéh choroby zavisi nadkovani. Vysledky jsou uvedeny v nasledujici tabulce

Tabulka 7.3. Vysledky experimentu

Prabéh choroby

Oc¢kovani z
lehky t&zky
ano 10 2 12
ne 4 11 15
z 14 13 27

2-97 w = 8,57 x2(0,05;1)= 3,8¢
12 -1514713
Hypotéza H se zamita, tzn.. fibéh choroby zavisha a@kovani.

Ctyipolni kontingegini tabulku nizeme vyuzit také pro odhad nejistoty kvalitativntest.

Ml s

Ky, charakterizované&yipolni tabulkou pro kvalitativni test&itého analytu (tabulka 7.4).

Tabulka 7.4. Kontingeimi tabulka pro kvalitativni test

Realna situace

Diikaz
analyt pf¥itomen  analyt negFitomen
positivni TP FP
negativni FN TN
Vysvétlivky:
TP — skuténé positivni vysledek znamena, Ze vysledek testwogtipni za gedpokladu, Ze analyt je
piitomen
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TN — skuté€né negativni vysledek znamena, Ze vysledek testegativni za pedpokladu, Ze analyt neni

piitomen

FP — faleS# positivni vysledek znamena, Ze vysledek testwgtipni za pedpokladu, Ze analyt neni
piitomen

FN — faleS# negativni vysledek znamena, Ze vysledek testegativni za pedpokladu, Zze analyt
nepitomen

Na zéklad této kontingedni tabulky nizeme charakterizovat &nhlavni charakteristiky testu,
které mohou byt pouZity pro odhad nejistoty vysle&ialitativniho mdticiho postupu.

TP

Citlivost SEN=—— (7.6)
TP +FN
Specifiénost P - N (7.7)
TN +FP
Priklad

Testovano bylo 223 osob néitpmnost wité substance charakterizujici chorobu. Z toho 48& vykazovalo
positivni test, ficemz u 8 osob této skupiny nebyla choroba prokagama zpisobem. Negativni test byl pro-
k&zan u 105 prokazateélzdravych jeding. Vypoitéte citlivost a specifinost testu.

Kontingergéni tabulka pro tentoifklad je zobrazena v tabuice 7.5.

Tabulka 7.5. Kontingetni tabulka pro charakterizaci testu

Choroba
Test z
ano ne
positivni 100 8 108
negativni 10 105 115
z 110 113 223
SEN = 100 _ 0,90¢ SP= 105 _ 0,92¢
100+ 10 105+ 8

Piiklad

Epidemiologicka studie vyrobce testu pro stanoyeaiilatky IgG protiToxoplasma gondii
Testovano 919 prokazatélmdravych jeding (predpoklad), bylo nalezeno 6 positivnich vysledk
Testovano 606 prokazatéltoxikovanych jeding, byly nalezeny 4 negativni vysledky.
Kontingergéni tabulka vypada takto:

Vysledek testu IgG Fitomen IgG nep‘itomen
positivni vysledek 602 6
negativni vysledek 4 913

SEN = 602 = 0,99¢ SP= 913 =0,
602+ 4 913+ 6
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Ctytpolni tabulka se da vyuzit pro porovnani &eypracovaného klinického postupu testovani
ke konfirma&nimu (referetinimu) postupu. Postup je naZea v tabulce 7.6:

Tabulka 7.6. Kontingeni tabulka pro porovnani dvou postup

) Novy postup
Referengni postup - )
positivni vysledek negativni vysledek sowet

positivni vysledek n Ni2 N,
negativni vysledek A 179} M.
souet Ny N> -

Test pro vyznamny rozdil mezi #ima metodami (afeni nulové hypotézy ¢ineni rozdilu)
mizeme provést dima zmsoby.

1. McNemarovym testermy{ test) [16]
2_(|n12 n21| 1)
N

(7.8)
r]12+ n21
Ho plati na hladit vyznamnosti 5 %, je-§* < 3,84.
2. Vypaitem kappa koeficientw [16]
Pro vyp@et koeficientwk potrebujeme znatdkteré veltiny:
Po=(M1+ M)/ N (7.9)
Pe=[(Ny. - Ny) + (2 - Y]/ ? (7.10)
c=PoPe (7.11)
1-p,
Hodnoceni & K<0,20 neshoda
kK 0{0,21-0,40} 3Spatna shoda
kK [0{0,41-0,60} mirna shoda
K [0{0,61-0,80} dobra shoda
K> 0,80 vynikajici shoda
7.1 Hiklady ke kapitole 7
sen_sp.xls obsahuje Sablonu pro vyt parametru citlivosti a spedifiosti klinického

testu

porovnani.xls  obsahuje Sablonu pro porovnani dvou klinickych meto
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8 Viceroznmgérné metody

8.1 Kovarianéni matice a testy hypotéz

Zéakladnim podkladem pro vicero#gmou analyzu je datova matice typux(ip). Radky odpovi-
daji jednotlivym studovanym objekn (n), sloupce jednotlivym zjfvanym znakm p (@i-
znalkim, pozorovanym pro#mnym). Tohoto zn&ni budeme v dalSimudledr® pouZivat.
Datovou experimentélni matici budeme azamatX , pog. Y.

Prvek datové matic&, x;, je hodnotajteho fiznaku [ =1, 2, ..., p) zji$na uiteho prvku
(i=1, 2, ..., n). Vektor datové mati¥ex;, nazvemebrazem

Tak nap. pro datovou matici

1

O N 01 W

7
6
8
0
9

kterd je charakterizovana &wa giznaky, je prvnim obrazem vektri (3 7), patym obrazem
vektorxs (9 9).

Studované objekty byvajitednety (vzorky), udalosti, instituce (labor&jp apod. PouZzivani
statistickych metod vyZaduje, aby byl studovaimpierg rozsahly soubor objekt Vedle
pojmu objekt budeme pouzivat také pojmy jednotkdividuum nebo prvek.

Typickym cilem statistické analyzy je poznani uweasiti objekli, pog. zavislosti meziémito
vlastnostmi. O Gsfrhu zji¥ovani gitom mimo jiné rozhoduje to, jak se pdtlayjadit meti-
telnymi znaky jednotlivé vlastnosti, o které seimdime. Rznorody charakter zkoumanych
proménnych je BZnym jevem ve vSech aplikacich vicer@ne statistické analyzy. Jakdi{p
klad Ize uvést zdznam o kontrole kvality vyrobkegtpkoly o kontrole stavu Zivotniho prost
di, atd. Klasifikace prosmnych a klasifikace objektje velice sloZity problém. V dalsim se
budeme zabyvat zaklady klasifikaci pramych a objekt, které se uplauji pri interpretaci
dat, hlavi z oblasti Zivotniho prostdi a mediciny.

Ptiznaky, nétené velkkiny, mizeme rozdlit podle toho, zda popisuji kvalitativni nebo ktisa
tivni charakteristiky objekt

Nyni si definujeme a objasnime pojem kovatidinmatice. B definici budeme vychazet z jiz
definovane datové matices prvkyx; ( =1, ..., pi =1, ..., n), p je p&et giznak.

Kovariancni matice,S, je potom definovana vztahem (pozor! ve vzorci jspwbrazy, tedy
vektory)

S=—1 3 (x -%)x %) (8.1)
n-1=

(index T je znakem transpozice vektoru nebo matice)
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V Excelu se d& kovarigni matice vypgitat. Vzhledem k tomu, Ze viznych versich se pouZzi-
va jiny jmenovatel ve vztahu pro vyet (bul’ n — 1 nebo n), n&ime se poitat kovariagni
matice sami.

Pro matici

~N o 01w

7
6
8
10
9 9
vypocitame nejprve vektor pméra X (pozor, dohodli jsme se, ze vektory budou sloupové

X: 6
8
takze prvnitddek vektoru piméru odpovida prvnimuffznaku (prvni sloupec datové matice),
druhyiadek druhémuijiznaku.

Kovariartni matice bude mit dv&dky a dva sloupce, bude to tedy vZtiyercova matice.

Prvky na hlavni diagonale se vyiitaji podle vztahu

1 _
S; = 521=n—_1; & -% Y (8.2)
a na vedlejSi diagonale podle vztahu
_ 1< -
Sii’_n_li:l()ﬁi_xi)()ﬁ,‘%,) (8.3)

(to druhg macérku jako index, asi to je Spataidet).
Zkusme spditat kovariagni matici:
s = (1/4)[(3-6j+(5—-6]+(6—-6f+(7—-6]+(9-6§]= 5
S22 = (L4)[(7-8F+ (6-8F+(8-8f+(10-8j+ (9-8f]=2,5
S12=91=(1/4)[(3-6)(7T—-8)+(5-6)(6—8) + (6 —&}K 8) + (7 —6)(10—8) +
+(9-6)9-8)]=25
Kovariartni matice ma tvar:

S 5 2,5
25 25

Zkuste si porovnat tento vypet s vypdtem v Excelu, abyste zjistili, jaky vztah pouzivasv
software. MiZze se liSit ve jmenovateli, Bitlo ma jmenovatel hodnotu 4 (spréymebo 5 (ne-
spravit). Prepaiet je jasny. V Excelu najdete vyt kovariakni matice pod nabidkou Nastro-
je I Analyza dat / Kovariance.

UvaZujme nyni experiment, W¥mzZ je vySetovan vliv jednoho faktoru, n&pA. Datovd matice
X je rozdtlena nak submatic, které odpovidaji k skupinam liSicim sevar faktoru. Nejprve
testujme hypotézu, Ze kovartani submatice se nelisi, tedy

HO:S]_=SZ= :Sk

Pro testovani pouZzijeme test, ktery je obdoboul8ttot/a testu a nazyva se Baxtest.
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Ve vzorcich bude p get prongnnych (giznaki) (p > 1), S, je vnitroskupinova vyérova
kovariartni matice =1, 2, ..., k).

8.2 Boxv test

B =Ci[(n ~ k) In[det(S)] - zk: (n, - 1) In[detS,, )] (8.4)
_ Zk:Sh(nh -1
S (8:5)
_ 2p°+3p-1 & 1, 1
Cp= 1 6(k-1)(p+ 1) [(hzﬂ n, - 1 R (8:6)

Pro testovani platnosti uvedené hypotézy zvolirstotaci kritérium B, které mg rozdsleni.
Hypotéza plati, je-li B §wal(k — 1)p(p + 1)/2].

8.3 Owfeni uplné nezavislosti zkoumanych prognnych

Ve vicerozngrnych Ulohach je vzdyideZité owiit nezavislost prognmnych veltin (priznaki).
Pro toto o¥teni pouzivame tak zvané kritérium K.

Vypoéteme vylrovou korel&ni matici vSech dat (viz Excel, nabidka Nastroje/
/ Analyza dat / Korelace) a vygteme kritérium K:

=-n In detR) (8.7)

ve kterémR je vybirova korel&ni matice v3ech n dat.riPnaky jsou statisticky nezavislé,
pokud K <x’ualp(p — 1)/2].

Analyza rozptylu — jednofaktoriélni, vicerozmérna (p > 1) MANOVA

M¢&me datovou matick, kterou Ize rozdit na k submatic, odpovidajici skupinam, které se lisi
arovni faktoru. V matici je definovan vektor pozeémi x,,; (hO<1,k>; i0<1,n>), ve
kterém R je paet viceroznmirnych individualnich pozorovani v jednotlivych skugch. Slozky
vektoru individualnich pozorovamiy; jsou slozky vektoru pozorovanil{j <1, p >); n =X ny).

Rozklad celkové variability
T=B+E (8.8)

T je matice celkoveé variability daB je matice meziskupinové variability (vliv faktort¥jdici
hledisko);E je matice vnitroskupinové variability (residualni).

Rovnice pro vypdet jednotlivych matic
Skupinové vektory gmera:
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_ 1
Xy == Xy (8.9)

nh i=1
Vybérova skupinova kovarigni maticeSy

1

S = g2 O TXn 0 =X (8.10)
Celkovy vektor piimeéra
x=13n%, (8.11)
Ni=a
MaticeT
T= hii(xhi -X)(x,;, =X)" (8.12)
MaticeB o
Bzzk:nh(ih—i)(ih—i)T (8.13)
MaticeE -
E:hil(nh -1S, (8.14)
Test hypotézy b=y = = .... = ) .
_Nn-kK-p+ -1
= kDp StBE™) (8.15)

Hypotéza plati, jestlize
F<Ri-0(Vy;V2)

kde
y, = (K=Dp(n=k=p) (6.16)
n-2-(k-1p
a V,=n—-k-p+1 (8.17)

a stBE™) je stopa maticBE™, coZ je sotet prvki na hlavni diagonale matice.

8.4 Linearni diskriminaéni analyza

Metody vicerozrérné analyzy (MANOVA, testy hypotéz), které jsme wdsprobirali, byly

v podstat zobecknim znamych metod jednoroZmé statistiky. Téma, kterym se budeme nyni
zabyvat, je typické pro vicerozZmou analyzu. Jedna se limearni diskriminani analyzy
LDA. Analyza LDA je giklad tzv. klasifikace sditelem. To znamena, Ze na zaklazthamé
klasifikace jsme schopni vytyib ,ucici“ algoritmus, ktery ndm potom dovoli klasifikava
neznameé objekty.

Diskriminatni analyza se zabyvé zavislosti jedné kvalitatpmoiménné na #kolika kvantitativ-
nich prondnnych. Kvalitativni prorinna niize gitom nabyvat 8kolika variant. MiZze to byt
nag. lozisko ropy, zdroj material(nag. v archeologii), skupina paciéns danou diagnézou,
atd.
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Zaéneme nejprve sifkladem, ktery siceifrhazi v Uvahu iddka, na kterém si ale vy&lime
z&kladni pojmy a princip diskrimigai analyzy. Jedn& se o r@kehi datové matice na d&v
skupiny, kvalitativni pronna nize nabyvat pouze dvou variant. Jedna se tedy matieni
promgnnou.

Datova maticeX o n objektech je roztena na d¥ ¢asti. Pd@et objekti x (charakterizovanych
p kvantitativnimi vekinami, giznaky), patici do prvni skupiny, je m paiet objekf patici do

druhé skupiny je n Ozn&me si jev ,fislusnost khté skupig” jako A, (h = 1, 2) a dale si
ozna&me symbolenTy, apriorni pravatpodobnostprislusnosti objektu kté skupig. V naSem
jednoduchém fikladu mame tedy dvapriorni pravdpodobnostiy aty, definované jako

Ty = P(A) a Te= P(A)

Jakmile u &kterého objektu zname vysledkyerani, mizeme definovatiposteriorni prave-
podobnostiprislusnosti objektu k dané skupinmAposteriorni pravépodobnoste viast@é pod-
mingna pravépodobnost P(Al X), kterou niiZzeme vypéitat pro kazdy objekt xze znalosti
hustot pravépodobnostii(X) af,(x) podle tzv. Bayesova pravidla:

P(A, (x)=— T ) (8.18)
m, f,(0) + 7, f,(X)
Nabizi se potom jednoduché rozhodovaci pravidldadit objekt do té skupiny, u které je
aposteriorni prawipodobnost fisluSnosti ke skupinvyssi.

Bayesovo pravidlo je jednoduché klasiftké pravidlo, které ovSemipdpoklada znalosti apri-
ornich pravépodobnostim, a znalost hustot praddodobnostif,(x). To zas tak jednoduché
neni.

Jak je to v pirodnich ¥dach obvyklé, budemet@dpokladat, Ze statistické rateni objekf
v prvni skupig je N, (ly; C,), ve druhé skupiN, (Uo; C,), tedy v obou fipadech normalni
s vektorem sednich hodnopy a kovariagnimi maticemiC;. Obec# miaZzeme hustotu pravd
podobnosti vyjatit vztahem:

1
J2(C]

Podle Bayesova rozhodovaciho pravidlgadéme objekt do prvni skupiny, jestlize

f(x)= exp-(x—pu) C™ (x-m)/2) (8.19)

T4f1(X) > Tefy(X),
jinak jej zaadime do druhé skupiny.
Tuto nerovnici nizeme pepsat do tvaru
A ™ (8.20)
f,(x) m,

Predpokladame-li rovnost kovari&mich matic celé datové matieea skupin 1 a 2 (viz Baw
test), nizeme bez odvozentgpsat pedchozi rovnici na tvar

L(X) = -y (8.21)
kdeL(x) je linearni diskriminani funkce
L) =B"x = [( —H2) 'C X (8.22)
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1 T
v=—§BT(M1 +p,) —In=t (8.23)
T

2
Algoritmus vyp@tu LDA pro dw skupiny:

1. Odhadneme apriorni prasgbdobnosti, podle principu neiitosti volimery = 1%, = 0,5.

2. Datovou maticK(n x p) rozélime na d¥ skupiny podle variant kvalitativni pramné.

3. Vypaiteme skupinové vektory vgbovych paimera X, a X, , vybérové kovariatini matice
S; aS, a vylErovou kovariatini matici celé datové matic

4. Owiime shodu vy&rovych kovariagnich matic (Boxv test).

5. Vypoiteme odhad vektor@: b" =(x, —X,)S™.

6. Vypaiteme odhad konstanty ¢ = —%bT(il +X,) = InTs.
T,
7. Peswd¢ime se o spravnosti klasifikace tak, Ze vyberemeod& jeden objekt z prvni
skupiny {ty objekt a vypéteme hodnotu diskrimirai statistiky A:
A =b'x +c (8.24)

Pokud hodnota Abude kladna, je objekt spr&vaaazen do 1. skupiny. To samé provedeme
s jednim nahodnzvolenym objektemijty objekt) z druhé skupiny. V tomtafipact musi byt
hodnota A zaporna. Spravny postup je takto ocenit vSechigktba vypgitat (Einnost dis-
kriminace jako podil spragrzarazenych objekt ke viem objekim. Rik& se tomu resubstitni
postup.

Nyni si zobecnime nés postup pro vice skupin.

8.5 Linearni diskriminaéni analyza pro vice skupin (k > 2)

Algoritmus vyp@tu

1. Vypcoiet vektoni stednich hodnot pro vSechny skupiny, ¥§dvé kovariatni maticeSypro
vSechny skupiny, imeérné kovariagini maticeS a jeji inverze:

k
Zsh(nh _1)
Xy S=1t 8.25
' — (8.25)
2. Odhadt, (nag. pro k = 3, budou vSechny, = 0,33).
3. Vypctet vektorua a konstanty kpro vSechny skupiny

a] =x;S™ (8.26)
_ 1 .
k, =Inn, —Eahxh (8.27)

4. Klasifikace neznamého objektu, popsaného vektgrezorovank diskriminaini skéreW,

v, =aix +k, (8.28)
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Nejvyssi diskriminani skore pro htou skupinu odpovid&azeni objektu do htditly.

PouZzivani programu MS-Excel pr@dly multivariagni analyzy v jednoduché foemijak je

presentovano v tétotipuéce, neni fliS vhodné a vyZzaduje &t8i zkuSenosti s Excelem.
V ptilohachteSenych fikladi uvadime pro multivartai analyzu i vysledky, ziskané progra-
movym souborem XLSTAT, ktery pracuje na pozadi BExc&ento programovy soubor je

s s

programového baliku XLSTAT a jeho aplikacich zigkdh webové strance www.xIstat.com.

8.6 Hiklady ke kapitole 8

multivariacni analyza.xls obsahujgeSeny piklad pro zpracovani dat metodami multivana
analyzy podle kapitoly 8; obsahuje vystup prografius TAT pro
stejnd vstupni data
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9 Pouzivani referegnich materiala p¥i Fizeni kvality
(ISO Guide 80)

ISO/CD Guide 80 Commercial and in-house productémon-certified reference materials,
versetijen 2007 [cit. 17], byl pokusem komise pro refér@nmaterialy ISO/REMCO o vy-
tvoreni pokynu jak fipravovat a charakterizovat refetan materialy prdizeni kvality (QCM).
Na poslednim zasedani ISO/REMC®ervenci 2009 bylo rozhodnuto o pozastaveni pratédo
doby, az bude se &nim pokynu vSeobecny souhlas.

V této @iruéce vyuZzijeme dostupné informace, abychom ukazafinosti Fipravy vnitrolabo-
ratornich matricovych referénich materidl, pouzivanych v laboratith nag. pro tvorbu
regul&nich diagram, pro zjis&ni nekterych valid&nich paramefr (robustnost, opakovatelnost,
reprodukovatelnost) aipmezilaboratornich pokusech.

Pro demonstraci testhomogenity, stability a odhadu nejistoty chardktis referegnich
materiah pouzijeme piklady, které jsou uvedeny v citované versi ISO/Glide 80.

9.1 Homogenita

Homogenita referemiho materialu vyznangnpiispiva k celkové nejistéthodnoty charakteris-
tiky. Mé&fenou veléinu analyzujeme vhodnym dficim postupem. Jakorixlad zvolime testo-
vani homogenity laktdzy v potravinové matrici. \&aky testovani jsou uvedeny v nésledujici
tabulce.

Tabulka 9.1. Vstupni matrice pro test homogenitge opakovani r = 2, hmotnostni obsah
laktozy,w, g/g

Jednotka RM  Opakovani 1 Opakovani 2 Pamér Rozptyl

1 7,98 7,88 7,930 0,00500
2 7,93 7,86 7,895 0,00245
3 7,50 7,61 7,555 0,00605
4 7,28 7,65 7,465 0,06845
5 7,38 7,62 7,500 0,02880
6 7,46 7,51 7,485 0,00125
7 7,48 7,39 7,435 0,00405
8 7,66 7,48 7,570 0,01620
9 7,79 7,51 7,650 0,03920
10 7,42 7,25 7,335 0,01445
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Analyza rozptylu
Vystup z Excelu

Zdroj variabilty ~ SS VSJIL:IFC’)Z‘;I MS F F kit
mezi vzorky 0,67402 9 0,074891 4,029 3,02
mezi analyzami 0,18590 10 0,018590 - -
celkem 0,85992 19 - - -

Vzhledem k tomu, Ze vygtena hodnota F (4,029) jetgi nez pisluSny kvantil F-rozéleni
(3,02), mizeme konstatovat nehomogenitu materialu na 5%rdagiznamnosti.

Mezivybérova (mezi vzorky) skrodatna odchylka,s, se vypdéte podle vztahu

- . (
5 - \/MSmeZ, MS e _ \/0,07489— 0,0185_  ,cq ©.1)
r 2
Smerodatna odchylka opakovatelnostj,.s je dana vztahem
Sopak =+ MS,y = 0,0185¢= 0,136 (9.2)

Nejistota odpovidajici homoged#ije dana ¥tSi hodnou z obou sfrodatnych odchylek, tedy
uhom = 0,168

9.2 Dlouhodoba stabilita

Dlouhodoba stabilita row vyznamg prispiva k celkové nejistéthodnoty charakteristiky
refereriniho materialu. V fipac referetnich material postupujeme takto:

Zmetime charakteristiku wase 0 a poté saset. Pii odhadu vyznamnosti diference hodnot
charakteristiky wase 0 & pouzivame z-test & 2).

Piiklad

Prime&rna hodnota charakteristikydase 0x, = 26,7ug kg*
Nejistota vysledku, ¢& 1,0ug kgt (k = 1)

Prime&rna hodnota charakteristikydaset: x, = 22,8ug kg*
Nejistota vysledku, &= 1,25ug kg (k = 1)

Rozdil, D = 22,8 — 26,7 = -39y kg*

Standardni nejistota rozdilug:u

Up =\/u§+ W =+/F+ 1,28 = 1,6ug kg

Material vykazuje nestabilitu gaset.
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9.3 Pouziti QCM p¥i tvorb € regula¢nich diagrami

Regul&ni diagram (RD) je grafické zobrazeni funkCe f(t), kdet je casovéa funkce nebgislo
pokusu. Vypdéet parametr RD zavisi na typu RD.iPkonstrukci RD pouzivame QCM matri-
coveého typu s matrici podobnoiedpokladanym vzofim.

Regulaini diagram priméru X a rozpéti R nebo snérodatné odchylky s

Z&kladni kostra RD se sklada z centrdlni lipigd ¢ty mezi: horni a spodniarovna mezvVM,
(1 = 20), a horni a spodregulacni mez RM, (4 = 30). Jak centrdlni liniey, tak smdrodatna
odchylka,o, musi bytodhadnutybéhem tzv. trénovaci periody.

Definujme nyni gkteré parametry:
Velicina N je paiet pokus (podskupin) fi trénovaci period n je pd&et neieni v jednom
pokusu, x; jejté meteniv ité podskupitt (j O <1,n>;i 0 <1,N>), X je poskupinovy pimgr.

Odhad stedni hodnoty (centralni linie) , se vypéte podle nasledujiciho vztahu

2%

X = 9.3
N (9.3)
ve kterém
n
2 Xj
x =17 (9.4)
n

Odhadsnerodatné odchylky, s, je dan rovnici:

_[2s
s= N (9.5)
Z(in _X)Z

Odhad srmrodatné odchylky, s, iZzeme péitat i jinym zpisobem, jak je popsano v ISO 8258
[lit. 20].

kde

2R ®

S
N nebo s=

Nc, (n) NG, ) & ()

(9.7)

V téchto vztazich jsousm) a g(n) konstanty, které jsou uvedeny v tabulce 9ie\(pato z lit.
20, tabulka 2).
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Tabulka 9.1. Hodnotydkterych konstant pro vyget paramefr regula&niho diagramu

Pocet méreni v podskupirg, n G d,
2 0,7979 1,128
3 0,8862 1,693
4 0,9213 2,059
5 0,9400 2,326

Centralni linie ma potom hodnofi, varovné a regutai meze jsoux + 2s aX + 3s.

Regul&ni diagram individualnich hodnoX,a pohyblivého rozfii R

V ptipadt tvorby reguléniho diagramu pro #ené jednotlivé hodnoty se jednotlivé meze
pccitaji z pohyblivého rozfii dvou po sob nasledujicich parmeteni v celé trénovaci periéd
Pramérna hodnota rozfti, R, se vypdita podle vztahu

N-1
2R
R = 'Ell_l (9.8)

ve kterém je N p&et individualnich nsteni v trénovaci sérii.

Odhad stedni hodnoty (centralni liniek, je dan rovnici:
2%
N

N

X = (9.9)

Regula&ni meze pro individualni #tieni jsou X + 2,66R, horni regul&ni mez pro pohyblivé
rozpiti, R, je 3,27R.
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11 Seznam zkratek

a.u.

PO nno D

arbitrarni jednotka

koeficient Sikmosti

vychyleni (bias)

koeficient Spiatosti

latkova koncentrace [mof]

kovariance nahodnych véiin &,n

rozptyl

rozptyl zékladniho souboru

nahodna chyba

sttedni (@ekavana) hodnota

stredni (@ekavana) hodnota zékladniho souboru
¢islo E, (mezilaboratorni porovnavani)
Snedecorovo testovaci kritérium

hypotéza (nulova)

pocet Urovni (planovani experimeint
procentové zastoupeni jednotlivych slozeklavé nejistat
Jacobian (kapitola 3)

koeficient roz&eni

interval spolehlivosti (jednostranny)

interval spolehlivosti (oboustranny)

mez detekce

mez stanovitelnosti

vybérovy druhy centralni moment

vybérovy tieti centralni moment

vybérovy ¢étvrty centralni moment

praimérny sowet ctverai (ANOVA)

paiet mereni

pacet opakovani gfeni vzorku (regrese)
pravapodobnost

pravdtpodobnostni (frekvemi) funkce
Poissonovo rozteni

soutova veltina (lineérni regrese)

vytéznost (recovery), rozi (kapitola 1)
reprodukovatelnost

relativni standardni nejistota

vybérova korel&ni matice (kapitola 8)
snérodatna odchylka nahodného ¥fb, vybirova smrodatna odchylka
celkova promnlivost

vybérova kovariatini matice (kapitola 8)
residualni prornlivost (ANOVA)

pronenlivost odpovidajici faktoru P (ANOVA)
residudlni rozptyl kalibrani zavislosti (regrese)
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Sopak,rel
Sy
SEN

SOP
SP

SS

u

u(B)
u(repro)

<< << x
<

)

relativni smérodatna odchylka opakovatelnosti
smerodatna odchylka mezi vzorky (kapitola 5)
citlivost (kapitola 7)

standardni pracovni postup

specitinost (kapitola 7)

sotet ¢tveral (sum of squares) (ANOVA)
standardni nejistota

nejistota vychyleni

nejistota reprodukovatelnosti

rozstena nejistota
vysledek ndteni (kapitola 1)

ita statisticka vaha (regrese)
vahaitého néteni (bivariatni regrese)
vaha nezavislého &eniz (vazena linearni regrese)
100-P% kvantil

aritmeticky ptimér ndhodného vydru
instrumentalni signal

zmefena hodnota signéalu
soutova veltina (ANOVA)
soutova veltina (ANOVA)

hladina vyznamnosti

méfena velkkina
vstupni veléina

korela@ni koeficient

uréitd hodnota $edni hodnoty (nulova hypotéza)
pocet stugi volnosti
je paet stupt volnosti veitateli (kapitola 1)
je paiet stuii volnosti ve jmenovateli (kapitola 1)
smérodatna odchylka zakladniho souboru
zeta-skore (mezilaboratorni porovnavani)
normovana nahodna véla



