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Detekéni schopnost analvtické metody, mez detekce,
mez stanovitelnosti

Charakterizace detekcni schopnosti analytické mérici metody je zejména pro stanoveni nizkych hodnot
vyznamnym znakem analytického mériciho systému. Zabyvime se ji v procesu validace a prirazujeme ji
kK dané konfiguraci mericiho postupu jako dilezitou vykonnostni charakteristiku. Tento metodicky list
shrnuje metodické pristupy pro zjisténi detekcnich schopnosti a zpiisob jejich vypoctu. Upozoriuje, Ze
V této oblasti se lze setkat | V autoritativnich textech jak s odlisnou terminologii tak i odliSnymi pristupy.
Avsak experimentalné a statisticky spravné vyhodnoceni detekcnich schopnosti analytického systému je
zdkladem pro spravnou interpretaci nameérenych vysledkai.

Mez detekce daného analytického postupu chapeme tradi¢né v analytické chemii jako nejmensi hodnotu
obsahu (koncentrace) analytu' (viz pozndmka pod ¢arou na str. 5) ve vzorku, ktera miize byt detekovana,
ale ktera nemusi byt stanovitelna jako exaktni hodnota. Mez detekce ma i obzvlastni vyznam v oblastech
kvalitativni analytiky. Mez detekce je jednou z dulezitych metrologickych charakteristik analytického
stanoveni (nebo i diikazu ¢i priikazu), kterou je ticba se zabyvat v procesu validace metody. Pro potiebu
dvou zakladnich ukolt

a) posouzeni, zdali experimentalni vysledek indikuje pFitomnost ¢i nepfitomnost
analytu a

b) urceni detekéniho a kvantifikaéniho potencialu chemického méticiho procesu,

byly zavadény koncepce a terminologie, které se Casto navzajem liily. SpoleCnym jmenovatelem
problému v této oblasti je skute¢nost, ze pravdépodobnost pozitivni detekce analytu, se neméni skokem
znuly na jednotku, kdyz je pfekrocena urcita mezni hodnota odezvy. Ve svych doporucenich z posledni
doby pouzivaji IUPAC a ISO pro definici detekénich a kvantifikaénich mezi chemického méficiho
procesu statisticky aparat testovani hypotéz podrobné rozpracovany pro oblast chemickych méteni
Curriem [1]. Pfesto vSak neni mozné konstatovat, ze by v soucasné dob¢ existoval v praxi uznavany
jednotny zpusob uvadéni, symboliky a vypoctu detekénich a kvantifikaénich mezi. Z uvedeného je
ziejmé, Ze pii uvadéni meze detekce a ostatnich parametra detekéni schopnosti metody je
bezpodmine¢né nutné, aby laboratof jasné uvedla, jakou konvenci pouzila a jak provedla vlastni vypocet
hodnot.

Definice pojmii, experimentalni pristup

Mez detekce je definovana v ¢lanku 4.18 mezinarodniho metrologického slovniku (VIM) [2] jako
namérena hodnota veliciny ziskand danym postupem méreni, pro kterou je pravdepodobnost
nepravdivého tvrzeni o nepritomnosti slozky v materialu 5, pricemz pravdépodobnost nepravdivého
tvrzeni o jeji pritomnosti je a.

Poznamka 1 IUPAC doporucuje implicitni hodnoty pro o a 3 rovné 0,05.

Poznamka 2 N¢kdy se pouziva zkratka LOD.
Poznamka 3 Termin 'citlivost' se nedoporucuje pouZivat pro 'mez detekce'.

Mezi stanovitelnosti individualniho analytického postupu chapeme nejnizs§i mnozstvi analytu ve
vzorku, které jsme schopni stanovit jako exaktni hodnotu se stanovenou nejistotou. Je to obvykle
nejnizsi bod rozsahu méfeni.

K odhadu hodnoty meze detekce Ize vyuzit nékolika experimentalnich piistupt:
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1. Odhad na zakladé experimentilniho vyhodnoceni variability méreni slepych
vzorki (blankii).

a) Variabilita vyjadiena ve formé smérodatné odchylky mize byt stanovena p¥imou
metodou z opakovanych méreni slepych vzorka nebo vzorkiu s velmi malym
mnoZstvim analytu.

b) Hodnota smérodatné odchylky slepého pokusu (blanku) muize byt stanovena
nepfimo — extrapolaci z dat linearni kalibrac¢ni zavislosti.

2. Mez detekce miiZe byt vazana na hodnotu obsahu (koncentraci analytu) ve vzorku,
ktera v pouZitém detekénim systému vykazuje zvoleny pomér signalu k Sumu.
Tento postup je bézny u téch detekenich systémd, které umoziiuji kontinualni registraci
nulové linie, jako je tomu naptiklad u chromatografickych technik.

U vsech experimentéalnich pfistupd vSak plati, Ze vypocet meze detekce si vyzaduje splnéni urcitych
experimentalnich piedpokladt pfi ziskavani vychozich udajii. Vzorky musi absolvovat vSechny kroky
analytického postupu (tj. pfipravu vzorku i méfeni) a koncentracni trovenn vzorkli (irovenn hodnot
obsahu), ze kterych je odvozovana hodnota meze detekce, se nesmi od predpokladané hodnoty meze
detekce vyznamné liSit. Odvozeni parametri detekéni schopnosti metody nepiimo z parametrt
kalibracni zavislosti naptiklad predpoklada, ze ke kalibraci byly pouzity standardy stejného matricového
sloZeni jako realné vzorky (odpovidajici komutability), coz u mnohych kalibraci splnéno neni. DalSim
predpokladem mozného vyuziti kalibracnich dat ke stanoveni meze detekce je, ze rozsah kalibrace se
dostate¢né blizi svou nejnizsi pouzitou hodnotou obsahu, mnozstvi (koncentrace) mezi detekce a je tedy
opravnéné predpokladat shodnost rozptyld slepého pokusu/blanku a naméfenych kalibraénich dat.
Napiiklad v némecké normé& DIN 32 645 [3] je predpokladem pro vyuziti kalibra¢ni zavislosti
K nepfimému odhadu meze detekce skute¢nost, Ze pomér hodnoty obsahu (koncentrace) nejvyssiho
bodu kalibra¢ni ptimky a kritické arovné (viz dale) neptesahuje 10. Pokud tomu tak neni, je mozno
pouzit pouze ty body kalibrace, které tento pozadavek splnuji. Pokud jich neni dostate¢ny pocet, je nutné
provést dodate€nad métfeni v niz§im rozsahu. Splnéni téchto predpokladii neni Casto v analytické praxi
vénovana dostateCnd pozornost a proto je tieba udaje o detekénich mezich stanovené extrapolaci
z kalibracnich zavislosti hodnotit s nejvyssi opatrnosti, zejména pokud nejsou ovéreny naslednym
experimentem.

Stanoveni meze detekce vychazejici ze smérodatné odchylky vysledkti méfeni slepého vzorku/blanku
je nejcasteji pouzivanym postupem. Pro vypocet meze detekce ymp ze smérodatné odchylky méteni
slepého vzorku/blanku so se v laboratorni praxi Casto stale uziva konvence rozpracovana Kaiserem
Vv minulém stoleti @ pouzivana zejména v oblasti spektroskopickych metod, tedy:

Yup = Yo + 3.5¢

Mez detekce je vypocéitana jako soucet prumérného signalu slepého vzorku (y,) a trojnasobku
smérodatné odchylky slepého pokusu (So). Tento zplisob zabezpeci pro jednotlivé méfeni odliSeni
vzorku od slepého pokusu (blanku) s 99,9% pravdépodobnosti, avSak jak je zfejmé zrozboru
Vv nasledujicim odstavci, 50 % vysledk opakovanych méfeni vzork se skuteénou hodnotou obsahu
(koncentrace analytu) odpovidajici ymp nelze odlisit od slepého vzorku (blanku). Fixni trojnasobek
smérodatné odchylky neni tedy z mnoha diivodii universalni cestou statistického feseni charakterizace
detekénich schopnosti méficiho postupu a v podstaté je metodou nespravnou. Tento postup je vSak stale
V praxi pouzivan, protoze rigorézni vypocet podle statistického modelu uvedeného nize, ktery ovSem
narazi na nedostate¢nou erudici v oblasti statistiky a pocit, Ze takovéto usili neni adekvatni stupni
presnosti, se kterou je mozno hodnoty detekénich schopnosti méficiho systému Vv denni praxi
reprodukovat.

Odhad detekcni schopnosti podle IUPAC a 1SO

Toto pojeti [1,4] vychazi ze statistického testovani hypotéz rizika chyby I. a II. druhu. Pfi interpretaci
méfeni je nezadouci uvadét piitomnost analytu, kdyZ ve skute¢nosti ve vzorku neni (chyba 1. druhu
s pravdépodobnosti a, fale$né pozitivni) a rovnéz neuvadét negativni vysledek, kdyZz vzorek analyt
obsahuje (chyba Il. druhu s pravdépodobnosti B, falesné negativni). Obrazek 1 zndzorfuje situaci pii
méfeni slepého vzorku (blanku) - kiivka A a vzorki s hodnotou obsahu (koncentraci) rovnou kritické
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Obréazek 1: Slepy pokus (A), kriticka uroveil (B) a mez detekce (C)

4

urovni Lc (B) a mezi detekce (C). Je mozno zvolit troven odezvy (¢i koncentrace) P, a prohlasit, Ze
s urcitou pravdépodobnosti (zvoleno o = 0,05) je signal vétsi nez P povazovan za odlisny od slepého
vzorku (blanku). Avsak pro vzorek s primérnou odezvou P je 50 % naméfenych hodnot pod touto
urovni a pravdépodobnost, Ze takovy vzorek bude povazovan za slepy, je 50 % (chyba B ma
pravdépodobnost 0,5). Pro mez detekce je tieba tedy zvolit takovou uroveil odezvy Q, kdy je
pravdépodobnost chyby jednoho i druhého druhu pfijatelna. Pro data s normalnim rozdélenim plati, ze
je-li bod Q zvolen ve vzdalenosti rovné 3,29nasobku smérodatné odchylky, je pravdépodobnost vzniku
chybnych rozhodnuti obou zminénych typu 5 % (p = 0,05). Obdobna je situace pii posuzovani kalibra¢ni
zavislosti.

Z téchto piedstav vychazeji definice jednotlivych parametrd v doporuéeni IUPAC [1]. Kritickou tiroveri
(hodnotu) Lc potiebnou pro hodnoceni vysledku méfeni — analyt ptitomen nebo nepfitomen -
definujeme jako uroven odezvy ¢i ji odpovidajici koncentrace, pro kterou je pravdépodobnost vyskytu
chyby 1. druhu zvolena na uréité trovni (IUPAC doporucuje 5 %; p = 0,05). Pro charakterizaci
vykonnosti mériciho procesu Se pak mezi detekce nebo alternativnim nazvem minimdlni detekovatelnou
(skute¢nou) hodnotou oznacovanou Lp nazyva uroven odezvy ¢i ji odpovidajici hodnoty obsahu,
mnozstvi (koncentrace), pro niz je pravdépodobnost chyby II. druhu 3 zvolena na ur¢ité tirovni (IUPAC
opét doporucuje p = 0,05) pti dané hodnoté Lc uréené zvolenou trovni a (doporuc¢eno IUPAC o = 0,05).
Jednotlivé urovné pravdépodobnosti o a B je mozné definovat se zfetelem na el vyuziti vysledkl
méfeni a charakter stanoveni. Nejjednodussim piipadem je, je-li hodnota smérodatné odchylky slepého
pokusu/blanku znama a data vykazuji normalni rozdéleni a konstantni rozptyl. Pfi zvolené stejné tirovni
pravdépodobnosti

o = = 0,05 plati jednoduché vztahy:

pro kritickou troven Lc = 1,645 oo
a pro mez detekce Lo =3,29 oo

V tomto vztahu je 6o rovno pfimo experimentalni hodnoté smérodatné odchylky slepého pokusu og,
znamé z piedchozich méfeni, nebo hodnoté ogV2 v piipadé parovych méfeni (analyt minus blank)
vzorkll s dodanou minimalni Grovni analytu. V takovém piipadé¢ bude tedy mez detekce rovna
4,65nasobku smérodatné odchylky slepého pokusu (blanku) cs. V praxi chemickych méfeni vSak
hodnotu smérodatné odchylky malokdy zname. Jeji hodnota se Casto méni vlivem napf. zmény
technického stavu pouzité instrumentace. Odhad smérodatné odchylky jsme schopni zjistit
vyhodnocenim opakovaného poc¢tu (doporuCovano nejméné sedm, nejCastéji deset i vice) mefeni
blanku/slepého vzorku. Odvozeni hodnot meze detekce z méfeni blanku/slepych vzorki predpoklada,
ze slepé vzorky zahrnuji vSechny kroky analytického postupu (tj. pfipravu vzorku i méfeni) a ze
statisticka distribuce hodnot blanku/slepého pokusu a vzorkt pfi nizkych hodnotach obsahu
(koncentracich) se vyznamné nelisi a je normalni. Zptisob vypoctu hodnot kritické urovné a meze
stanoveni, tak i nepfimé metody z kalibra¢ni zavislosti. Nutny matematicko-statisticky aparat je pro oba
tyto vypocty soucasti dokumentu IUPAC [1]. Terminologii a statistickym aparatem pro vypocet
charakteristik detek¢ni schopnosti na zakladé¢ statistického testovani hypotéz se téz zabyva fada norem
ISO [4]. PouzZiva vSak zcela odlinou terminologii a pro mnohou bé&Znou analytickou i klinickou
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laboratof je to material té€Zko srozumitelny a nepiehledny. Jednim z nejnovéjsich doporuceni v ramci
tohoto pojeti vyhodnocovani detekénich schopnosti je doporuceni Clinical Laboratory Standard Institute
[5]. Jedna se o material srozumitelné napsany s mnohymi nazornymi piiklady a zejména pocitajici i
s eventualitou, Ze distribuce dat v okoli meze detekce nemusi odpovidat piedpokladu Gaussova
rozdéleni, ktery je u nizkych koncentraci pfinejmensim sporny. Pro kritickou troven pouziva vystizny
termin mez slepého pokusu (limit of blank) vyjadiujici nejvyssi vysledek, ktery jeste¢ indikuje
nepiitomnost analytu. Material 1ze doporucit pro pouziti jak v klinickych tak i analytickych laboratofich,
bohuzel je dostupny, jak to u standardizac¢nich instituci byva, jen nakupem.

Vypocet detekénich schopnosti podle IUPAC a ISO demonstrujeme na ptikladu ptevzatém z normy
DIN 32 645 [3] a to pro metodu vypoctu z hodnot méfeni slepych vzorku (blankt) a uvadime jej na
konci toho Metodického listu. Piiklad na postup vypoctu z dat kalibracni zavislosti 1ze nalézt v téze
normé nebo v normé CSN ISO 11843-2 [4].

Mez detekce ve vztahu k poméru signdlu k Sumu

Jak jsme jiz uvedli, u instrumentalnich technik, u kterych je kontinualné registrovana nulova linie jako
napiiklad u chromatografie, mize byt detekéni schopnost odvozena od koncentrace (nebo mnozstvi)
analytu v davkovaném vzorku, ktery v pouzitém detekénim systému vykazuje zvoleny pomér signalu
k $umu. Pouziva se hodnota poméru 2 az 5, nejéastéji 3. Sumem rozumime amplitudu vychylek zékladni
linie, jejiz frekvence je podobna frekvenci eluovanych pika a je vyhodnocena ze zaznamu trvajiciho
né&kolik §itek piku jak to znazorfiuje obr. 2. Piikladem pouZiti takového postupu je norma CSN P ISO/TS
13530 [6]. Vétsina softwarového vybaveni chromatografickych systémt je schopna pomér S/N
u kazdého piku automaticky vyhodnotit.

Obrazek 2. Vyhodnoceni
poméru signalu k sSumu S/N
S u chromatografické analyzy

b

Cas

QOdezva

Odlisny postup je tfeba zvolit pro stanoveni meze detekce v kvalitativni analyze. Pro kvalitativni méfeni
existuje mezni koncentrace, pod kterou je specifi¢nost analyzy nespolehliva. Ze série méfeni slepych
vzorkt/blanki s dodanou stoupajici urovni (kazdy vzorek méfen desetkrat v ndhodné zvoleném potadi)
lze vyhodnotit kiivku zavislosti podilu pozitivnich (nebo negativnich) vysledki méfeni na hodnotach
obsahu (koncentraci) a z ni pak uréit mezni hodnotu obsahu (koncentraci), pti které se zkouska se stava
nespolehlivou.

Kvantifikacni mez

Pro potieby kvantitativni analyzy definujeme mez stanovitelnosti Lq jako parametr ur¢ujici obvykle
pocatek pracovniho rozsahu metody. Neni definovana statisticky, ale konven¢né jako hodnota obsahu
slozky (koncentrace analytu), pfi které je nejistota stanoveni vyjadiena jako relativni smérodatna
odchylka rovna pfedem uréené hodnoté (doporué¢eni TUPAC 10 %). Pak plati Lo = ko.oo, kde Lo je
mez stanovitelnosti, kq je koeficient, jehoz pfevracena hodnota je rovna zvolené hodnoté relativni
smérodatné odchylky tedy nejcastéji ko = 10 a og je smérodatna odchylka v bodé meze stanovitelnosti.
Pro data snormalni distribuci a s konstantnim rozptylem je smérodatnd odchylka v bodé meze
stanovitelnosti rovna smérodatné odchylce slepého pokusu 6o = o a hodnota meze stanovitelnosti je
pak zhruba trojnasobkem hodnoty meze detekce.
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PRIKLAD

Vypocet detekénich mezi z vysledki méieni slepého vzorku/blanku podle [3]

Stanoveni celkového uhliku ve vodé€ poskytlo tyto hodnoty slepého pokusu (udano jako plocha):
2003, 1901, 2212, 1976, 2279, 1853, 2165, 2108, 2368, 1943.

Z dat byla vypoctena primérna hodnota Y, = 2 081 a hodnota smérodatné odchylky Sg

Zn:(ya,i - ys)z
e 1 (n=10)

V=V, 8yt /i+l (n-1 stupiit volnosti)
m n

kde n je pocet méfeni slepého pokusu, m pocet hodnocenych stanoveni vzorku (obvykle 1) a
t prislusna kriticka hodnota Studentova rozdéleni pro jednostranny test. Pro o = 0,05 je tato hodnota
t9:095 = 1,833. Po dosazeni

Kriticka uroven Yy je dana vztahem

ye = 2412

Z kalibra¢nich idaju je znama hodnota smérnice kalibraéni ptimky b = 9 662 (jednotek plochy-1/mg).
Kritick4 troven koncentrace uhliku je dana vztahem

X, = Se 1,1 (n -1 stupnd volnosti)
b m n
Xc =0,034 mg/l

Pro ptipad, kdy o = B = 0,05, je hodnota meze detekce xp dvojnasobkem hodnoty kritické tirovné
xp = 0,068 mgl/l.

Mez stanovitelnosti Xg - kg'se/b = 10-172/9662 = 0,18 mg/I.

Zpracovali: Z. Plzék a Znéni Metodického listu proslo v roce 2018 revizi. Verze z roku 2011 je naddle
D. Milde platna, byl aktualizovan jen odkaz 5.
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I pfesnéji Feceno méfenou veli¢inou je vlastnost slozky ve vzorku, pojem analyt ma z hlediska méfeni charakter
laboratorniho slangu. Pro zjednoduSeni je pouzivan v tomto textu zazity termin analyt a prezentované uvahy se
vztahuji i na piipady, kdy to, co se méfi, je definovano pouzitou metodou (odkaz 2, ¢lanek. 2.3, poznamka 4).
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