Elvalasztasi moédszerek validalasa

Oktatasi segédanyag miiszeres analitika gyakorlathoz

Osszeallitotta: Gaspar Attila

Sziikséges elGismeret:

» kapillaris elektroforézis (pl. Miszeres analitika gyakorlat részeként), vagy

* nagyhatékonysagi folyadékkromatografia (pl. Miiszeres analitika gyakorlat
részeként), vagy

= gazkromatografia (pl. Miszeres analitika gyakorlat részeként)

Ezen a gyakorlaton az elvalasztastechnikai modszerek validalasi elveit
tanulmanyozzuk. Bar elsdsorban a kapillaris elektroforézis (CE) modszerek
validalasarol lesz szo, de mivel az itt szereplé fogalmak, mddszerek, matematikai
eljarasok altalanosan hasznaltak mas elvalasztasi modszerek esetén is, a kiillonb6zo,
modern kromatografidss modszerek (HPLC, SFC, GC stb.) validalasa is
hasonloképpen torténik.



Elvalasztasi modszerek validalasa

Mint minden analitikai modszernél, igy a kapillaris elektroforézisnél (CE) is a
modszer validalasat. Egy modszer validalasa az a tevékenység, amely rendszerezett
vizsgalatok segitségével bizonyitja, hogy a moddszer teljesitményjellemz6i
kielégitik az analitikai modszerrel szemben tamasztott kovetelményeket. A
validalasi eljaras a modszer olyan teljesitoképességi adatainak meghatarozasat
jelenti, mint a pontossag (precision), helyesség (accuracy), linearitas, kimutasi
hatar vagy a szelektivitas. Rutinszerlien végzett elemzések esetén tovabbi adatokra
van sziikség a sorozatmérések naponkénti reprodukalhatdsagarol (reproducibility),
a zavart{irésérdl (ruggedness) és a mintak stabilitasarol. Egy modszer validalasahoz
hozzatartozik az elvalasztott komponensek valaszfaktorainak meghatarozasa és a
csucstisztasagi vizsgalatok elvégzése is.

1. A validadlas szempontjai (a mérési modszerek teljesitményjellemz6i)

1.1. Szelektivitas

A szelektivitassal azt adjuk meg, hogy az adott elvalasztasi modszer képes-¢ az
Osszes lehetséges meghatdrozandd komponens elvalasztasara/felbontasara zavaro
alkotok jelenlétében. Azt a modszert, amely a meghatdrozandé komponens vagy
komponensek egy csoportjara tokéletesen szelektiv, specifikusnak nevezziik. A
szelektivitds megadasanak bonyolultsdga nagyban fiigg a vizsgalat tipusatol. Ha
példaul a modszert gyodgyszerkomponensek szennyezdinek mennyiségi
meghatarozasara akarjuk hasznalni, akkor a megfelel6 szelektivitas bemutatasa egy
meglehetésen terjedelmes tanulmanynak igérkezik. Ilyenkor sziikséges lenne az
Osszes lehetséges szennyezOanyag egymastol, illetve a fOkomponensektdl valod
felbontasanak megadasa. E meghatarozasoknal a vizsgalandé oldat a fékomponenst
a varhatd koncentracioban, a jelenlevd szennyezoket pedig a Iehetséges
koncentracid-tartomanyokban tartalmazza. Ha példdul egy mintaoldat az adott
fékomponenst (pl. gyogyszerhatéanyagot) 0.5 mg/mL koncentracidban tartalmazza
és a szokasos szennyezési szint 0.1%, akkor a szennyez6 anyagbodl a vizsgalando
oldathoz annyit kell adni, hogy koncentracidja 0.5 ug/mL legyen. Ha az adott
modszert stabilitdsi vizsgalatokhoz kivanjak hasznalni, akkor szandékosan
elbomlasztott oldatokat kell vizsgalni. Ilyenkor az oldatokat savval, laggal kezelik,
magas hémérsékletnek teszik ki vagy erés fény mellett taroljak. Ha a modszert
példaul egy gyogyszervegyiilet tisztasagdnak megallapitdsara akarjak hasznalni,
akkor nagyszamu lehetséges mellék- és koztitermék vizsgalata is sziikséges.

Egy gyogyszervegyiiletet honek (70°C) és erdés fénynek tettek ki néhany napig,
majd az oldatokat nagyteljesitOképességii kromatografias (HPLC) ¢és CE
modszerekkel elemezték, hogy megvizsgalhassak a modszerek szelektivitasat. Az
1. abran e mintak HPLC és CE modszerekkel tortént elemzéseinek eredményét
lathatjuk. Az egyes szennyezbanyagok csucsainak eltéré sorrendisége vilagosan



jelzi a két modszerrel kapott eltérd szelektivitast. A szelektivitas megallapitasa még
nehezebb kirdlis anyagok elvalasztasa soran, amikor a f&6 komponenst el kell
valasztani a szennyezé (masik) enantiomertdl csakugy, mint az Osszes tobbi
lehetséges szennyezotol.
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1. dbra
Egy elbomlasztott gyogyszervegyiilet oldatanak elemzése A, HPLC és B, CE modszerekkel
[1]. (Kortilmények: A: C18 kolonna, metanolos gradiens elucid, pH=t foszfat pufferrel
beallitva, 1 ml/min, 287 nm; B: borsav-tricin-EDTA pufferelektrolit (pH=8.05), 33%
acetonitril, 280 nm, 30 kV.

1.2 Linearitas

A kalibralo gorbe linearitasan azt értjiik, hogy a gérbe adott tartomanyaban, az Un.
linedris tartomanyban, adott megbizhatosaggal egyenesnek tekinthetd. A linearitést
eredményekbdl a legkisebb négyzetek modszerével kiszamitjuk a regresszios
egyenest a komponens koncentracioja fliggvényében. Elényos, ha a modszer az
alkalmazni kivant tartoméanyban linearis, de ez nem feltétleniil kdvetelmény. A
linearitds megallapitdsa az olyan mennyiségi meghatarozasokhoz alapvetd



fontossagu, ahol elvart, hogy a detektor altal szolgaltatott jel egyenesen aranyos

crer

crer

koncentracioval osztva az egyenes meredekségét is megkaphatnank, hiszen a
Lambert-Beer torvény szerint a koncentracio €s az abszorbancia kozott linearis
kapcsolat van. A valdsagban azonban szamos, a késziikhez vagy a mintdhoz
kapcsolodo paraméter e torvénytdl valod eltérést eredményez. A 2. abran egytagi
kalibracios gorbe megrajzolasabol szarmazo, lehetséges hibakat mutatjuk be.
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2. abra

Kalibracios gérbe megrajzolasabol szarmazo hibak

Kalibracios gorbe készitéséhez legalabb 3 standardot kell hasznalni. Idedlis esetben
a standardokra kapott értékek egy egyenesre esnek, a gyakorlatban azonban ezek az
értekek egy kicsit mindig szornak.

A CE-nél a linearis tartomanyt elény0sebb a csucsteriiletek, és nem pedig a
csucsmagassag alapjan szamitani, mivel nagy koncentracioknal elkeriilhetetleniil
kiszélesednek a csticsok. Egy gyogyaszati termék fOkomponens-vizsgalatdhoz a
linearitast (leggyakrabban 5 standard segitségével) a vart mintakoncentracio 50-
150 %-os tartomanyara szoktak meghatarozni. Ez a tartomany altalaban lefedi a
gyartasi folyamatbol kikeriilé termékek lehetséges koncentracioit. Ha a modszer
célja a szennyez6k meghatidrozdsa, akkor a linearitdst a  vart
koncentraciotartomanyban kell megadni.

1.3 Erzékenység

Az analitikai érzékenység (S) fogalmat a kalibralo gorbe/egyenes meredekségével
(azaz az analitikai valaszjelnek a koncentracioé szerinti derivaltjaként, vagy az
egységnyi koncentraciovaltozasra (c,-c;) eso jelvaltozasként (x,-x;)) definialhatjuk:
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(Meg kell jegyezniink, hogy az érzékenység kifejezést (altalanosagban) gyakran
hasznaljuk annak kifejezésére is, hogy egy modszerrel mennyire kis
koncentracidkat/anyagmennyiséget tudunk meghatarozni. Ebben az értelemben
azonban az érzékenység inkdbb a kimutatdsi/meghatdrozasi hatarral van
kapcsolatban.)

1.4 Kimutatasi hatar és meghatarozasi hatar

mint a kiilonb6zé szennyezok meghatarozasahoz. Mig a kimutatasi hatart (LOD,
limit of detection) az alapvonalzaj haromszorosdnak megfelel6 magassagu jelet ado
koncentracioként vagy a standard deviacid haromszorosaként definialjak, addig a
meghatarozasi hatar (LOQ, limit of quantification) azt a legkisebb koncentraciot
jelenti, mely még megfeleld precizitassal és helyességgel meghatarozhato. A
meghatarozasi hatar kiszamitasahoz a precizitas és a helyesség elfogadhato szintjét
is kell megadni, melyek értéke az elemzés céljatol fligg. A precizitdsnak tobbnyire
10 % RSD alatt kell lennie. A LOQ-t sokszor a standard deviacio tizszeresének
veszik. Ezek alapjan a kimutatasi, illetve meghatarozasi hatarok:

LOD = SSD* vagy LOQ = IOSE

ahol,

.....

S az analitikai érzékenység

A LOD/LOQ érték fligg az adott részecske UV-fény elnyeld sajatsagatol, az optikai
uthosztdl (ami CE-nél a kapillaris belsé atmérdjének vehetd) €s az injektalt minta
mennyiségetol.

1.5 Helyességi/visszanyerési vizsgalat

Ez a vizsgalat azért sziikséges, hogy megmutassuk, az adott mddszer a vizsgalt
minta 0sszes komponensének pontos mennyiségi meghatarozasat lehetové teszi.
Egy modszer annal helyesebb, minél kisebb a varhato érték és a valodi érték
kiilonbsége. Ha a mintdban oldékonysagi problémak lépnek f6l, vagy ha egyes
részecskék a minta matrixanyagaval reakcioba/kolcsonhatasba 1épnek, akkor a
visszanyerés alacsony mértékli, a kapott eredmények nem pontosak. A
visszanyerési vizsgalatok soran az anyag (fékomponens vagy szennyezd) ismert
mennyiségét adjuk a vizsgdlandd6 mintdhoz, majd az adott modszerrel
meghatarozott koncentraciojat dsszehasonlitjuk az ismert valodi koncentracioval (a
visszanyerési vizsgalat eredményét szdzalekos alakban adjuk meg). A
szamitasoknal természetesen figyelembe kell venni, hogy a hozzaadott anyagbol
mar eleve tartalmazhat valamennyit a meghatarozand6é minta. Ha példaul 0.1 mg
szennyez0 anyagot adunk egy olyan oldat 100 mL térfogatdhoz, mely 10 mg



fokomponenst tartalmaz 0.1%-nyi szennyezés mellett, és a mérés utan a szennyezés
mértékét 1.1%-nak talaljuk, akkor a visszanyerés megfelel6. Az 1. tablazat két
gyogyszervegyiilet vérplazmaban torténd visszanyerési kisérleteinek eredményeit
foglalja Gssze.

1. tablazat
Desactyldiltiazem és diltiazem visszanyerési adatai vérszérumban [2]

Desactyldiltiazem

Hozzaadott mennyiség 5 10 50 250
(ng/ml)

CE eredmény (ng/ml) 4.87 10.1 50.7 252.9
Diltiazem

Hozzaadott mennyiség 5 10 50 250
(ng/ml)

CE eredmény (ng/ml) 4.77 10.4 47.2 250.8

A helyességet egy (standard) elfogadott modszer vagy tobb eljaras eredményeivel
torténd Osszehasonlitas és/vagy laboratoriumok kozotti korvizsgalat segitségével is
meghatarozhatjuk.

1.6 Precizitas

Ugyanazon mintaoldat injektaldsanak ¢s elemzésének tobbszori megismétlésével
lehet igazolni, hogy a CE késziilék megfeleléen, precizen mikodik. Ha a
hémérséklet és a fesziiltség szabalyzasa megfelelden torténik, akkor azonos
migracios idoket kell kapnunk. Ha az injektald egység megfeleléen miikddik, akkor
a csucsteriiletek nagysaga csak kis mértékben ingadozhat, melynek mértéke
nagyban fligg az elemzés jellegétél. Kis koncentraciok elemzésekor a
csucsteriiletek szorasa 5-20% RSD, mig a fékomponensek elemzésekor 0.5-2%
RSD koriil szokott lenni. A megfeleld precizitas (kis szoras) elérése érdekében
alkalmazhatunk bels6 standardot, vagy hasznaljunk nagyobb mintakoncentraciot. E
vizsgalatokhoz az injektalasokat tobbnyire 6-10-szer ismétlik meg.

Egy moddszer hosszu id6tartamt teljesitOképességét is meg kell vizsgalni, ha a
modszert nagyszami minta nagyon sokszor torténd elemzésére kivanjuk hasznalni.
A desacteyldiltiazem ¢és a diltiazem vérszérumban vald elemzését 600-szor
ismételték meg 3 honap leforgasa alatt. A hosszu idétartamu elemzések soran
meghatarozasi hibak szarmazhatnak a minta parolgasa, illetve a minta és/vagy a
puffer Osszetételének megvaltozasa kovetkeztében. A mintaoldat parolgasatol
szarmaz6 hiba leginkabb bels6 standard hasznalatdval minimalizalhat6. A puffer
puffereket hasznalunk, vagy bizonyos id0kozonként friss pufferoldatokat
hasznalunk (a pufferek cseréjét sok CE késziilék automatikusan elvégzi).

A helyesség és a pontossag fogalmak kozotti kiilonbségek jobb megértését segitik
eld a 3. dbran bemutatott céllovészeti eredmények. Az a, esetben a 16vések nem



helyesek és raadasul még szornak is. A b, esetben a 16vések ugyan nem szdornak, de
nem helyesek: a 16vész jol 16, de a 16vések kovetkezetesen, egy bizonyos iranyba
eltérnek. c, esetben a 16vések helyesek, de szornak: a 16vések atlaga ugyan éppen a
cél kozepében van, az egyes l0vések azonban jelentdsen szornak. d, esetben a
lovések egyarant helyesek és nem szornak (precizek).

0000

3. abra
Példak a helyesség (accuracy) és a precizitas (precision) értelmezéséhez

1.7 A modszer reprodukalhatosaga

A modszer reprodukélhatosagéval azt tudjuk szemléltetni, hogy az adott modszer
sikeresen alkalmazhato kiilonb6z6 alkalmakkor és kiilonboz6 koriilmények kozott.
Az elemzéseket kiilonb6zo szakemberekkel kiilonbozé késziilékeken eltérd
kapillarisokkal és mas-mas laboratoriumokban végeztetik el. A puffer-, minta- és
standardoldatokat kiilonbozd személyekkel készittetik el. Ezen vizsgalatok
elsddleges célja annak demonstralasa, hogy a modszer atvihetd a laboratoriumok és
a meghatarozast végzé személyek kozott és hogy a modszer sikeres alkalmazasa
nem kivan specialis kdriilményeket (szakembert, késziiléket stb.).

Egy kalium meghatarozasara szolgalo modszer validalasakor 10 kalibralo oldatsort
készitettek el és elemeztek (injektaltak) kétszer egymas utan. A kiszamolt
valaszfaktorok szorasa 0.8% RSD-nak adddott. Ezutan 10 mintaoldatot készitettek
¢és elemeztek, ekkor az eredmények szorasa 0.65% RSD volt. Az eredményeket a 2.
tablazat foglalja 0ssze.



2. tablazat
A mintael6készités precizitasa [3]

m%/% K
A minta sorszama 1. injektalas 2. injektalas Atlag
1. 5.69 5.71 5.70
2. 5.74 5.73 5.74
3. 5.80 5.78 5.79
4. 5.73 5.73 5.73
5. 5.72 5.72 5.72
6. 5.66 5.67 5.67
7. 5.74 5.75 5.75
8. 5.71 5.79 5.75
9. 5.70 5.72 5.71
10. 5.77 5.76 5.77
Atlag 5.73 (0.65% RSD)

1.8 A mdédszer zavartiirése

Ez a vizsgalat annak igazolasara iranyul, hogy az adott modszer hogy viseli a
kisebb valtozadsokat a mikodés koriilményeiben. A zavartlrési vizsgalat igy a
modszer  hasznalatanak — validalt rugalmassagat jelenti. Ha  kiilonb6z6
laboratoriumok ugyanazt a moddszert alkalmazzak, akkor elkeriilhetetlentil
jelentkeznek olyan apro eltérések, amelyeknek esetleg szamottevd hatasuk lehet a
modszer teljesitményére. A zavartiirési vizsgalat eredményeibdl az egyes mikodési
paraméterekre kiiszobértékek allapithatok meg. A mddszer zavartlirésének
tanulményozasakor az eldzetesen optimalt és megadott miitkddési paramétereken
vald kis mértékii, szandékos valtoztatasoknak az elvalasztasra gyakorolt hatasat
vizsgaljuk. Példaul, ha két anyag jol elvalaszthatd pH=7.1 és 55 mM foszfatpuffer
alkalmazasakor, vajon elvalnak-e a cstcsok 60 mM-os 6.9-es pH-ju puffer
alkalmazasakor is? A zavartiirési jellemzok hianyaban, a modszertdl valo legkisebb
eltérés esetén is tudomanyos igényességgel kell igazolni a moédszer alkalmazasanak
helyességét. Ha példaul egy zavartiirési vizsgalat azt mutatja, hogy a puffer 45-55
mM koncentracid-tartomanyban valé hasznalatakor a modszer sikeresen
alkalmazhato, akkor a meghatarozast végz6 személynek nem sziikséges hossz 1d6t
eltoltenie a puffer pontos bemérésével annak oldatanak készitésekor.

A zavartlirési vizsgalatokat hagyomanyosan ugy végzik, hogy az egyes mikddési
paramétereket kiilon-kiilon, elére meghatarozott tartomanyokon beliil értékelik ki.
Egy masik megkozelitésnél a zavartiirési vizsgalatokat statisztikai alapon végzik, a
kiilonb6z6 paraméterek megvaltoztatasanak hatasat egyidejlileg kovetik nyomon.
Ilyenkor ugy végeznek el egy bizonyos hosszusagu sorozatelemzést, hogy az egyes
miikddési paramétereket véletlenszerien valtoztatjak meg a vizsgalt tartomanyon
belil. A miikodési feltételek Osszes kombinacidjara kiszamoljak a modszer
teljesitOképességi adatait (felbontast, érzékenységet, cstucshatékonysagot, stb.).
Ezeket az adatokat statisztikusan feldolgozva, a konfidenciaintervallumokat
megadva, megallapithatok a kiiszobértékek az egyes miikdodési paraméterekre.



A zavartlrést el0szor altalaban a modszerfejleszté laboratdrium vizsgalja meg, még
az el6tt, hogy mas laboratoriumok kdzremiikddésére sor keriilne.

1.9 Keresztvalidalas

Keresztvalidalaskor egy mérési modszerrel (pl. CE-vel) kapott precizitds és
helyességi adatokat hasonlitjuk Ossze egy masik modszerrel (pl. HPLC) kapott
adatokkal.

1.10 Oldatstabilitas

Kisérleteket sziikséges végezni annak megallapitasara, hogy a minta-, standard- és
reagensoldatok meddig tarthatok el. Az -eltarthatdsag megszabja a tarolas
korilményeit (pl.: eltarthaté 10 napig, dvjuk fénytdl, taroljuk hiitészekrényben,
iivegedényben, stb.). Az eltarthatosag meghatarozasa alapveté fontossagu annak
igazolasadhoz, hogy a minta, a pufferelektrolit vagy a standard nem bomlik el, mig
az elemzés meg nem torténik.

CE-nél a pufferoldatokbol felhasznalt mennyiség kicsi és ezen oldatok
eltarthatosaga is sokszor legalabb 3 honap. Az eltarthatosagi adatokat tigy kapjak,
hogy egy frissen készitett pufferoldatot adott hosszisagu ideig tarolnak az eldirt
tarolasi koriilmények mellett, majd egy mintaoldatot a tarolt és egy frissen készitett
puffer segitségével elemeznek meg. Ha nincs lényeges eltérés a kapott eredmények
kozott, akkor a régi puffer még hasznalhat6. Hasonloképpen kell eljarni a minta- és
a kalibralo oldatok esetén is. A 4. abran bemutatott elektroferogramok cefuroxim
antibiotikum oldatbeli stabilitasat szemléltetik.

2. Valaszfaktorok

Egy minta minden egyes mennyiségileg meghatarozandd komponenséhez
valaszfaktort (Rf) kell megallapitani, mellyel az adott komponens pontosan
meghatarozhato. (Az egyes komponensek eltéré UV-elnyeld sajatsagai miatt a
csucsteriilet-szazalékos 0sszetétel nem ad pontos képet az minta dsszetételérol.)

ahol
¢; az i-edik komponens koncentracidja
Aj az i-edik komponens jelteriilete

CE-nél az adatkezelés eltér a HPLC-nél szokasostol, mivel CE-nél az elvald
csucsok kiilonbozo sebességekkel haladnak keresztiil a detektorablakon. Emiatt
csak ugy tudjuk Osszehasonlitani az elemzés soran elvalasztott csticsokat, ha azok
tertiletét elosztjuk a megfelelé migraciods idokkel.
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4. abra
Cefuroxim antibiotikum oldatbeli stabilitasanak vizsgalata CE modszerrel (puffer: 20 mM
foszfat, pH:9.2, 25 kV, 270 nm)

Altalaban, ha egy szennyezére kapott valaszfaktor (Rf) 80-120%-a a fékomponens
valaszfaktoranak, akkor a valaszfaktorok egyenlonek vehetdk, és a fokomponens
valaszfaktora hasznalhatd a szennyezOd anyag mennyiségének kiszamitasahoz. A
valaszfaktorok nagyobb eltérése esetén a szennyezOkhdz is kiilon valaszfaktort kell
hasznalni.
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A HPLC-vel nyert valaszfaktorok nem vihet6k at kozvetleniil a CE-vel kapott
csucsokra és viszont, mivel a részecskék ionos formaja eltérhet a két modszer
esetén, mar pedig a toltés kis valtozasa is jelentésen megvaltoztathatja a részecske
UV elnyelését, és ezzel egyiitt a valaszfaktort.

3. Cstcstisztasagi vizsgalat

Az elektroforetikus elemzéseknél (mint ahogy mas elvalasztasi modszereknél is) az
egyik legfontosabb kérdés mindig az, hogy vajon a kapott csucs egy vagy tobb
komponensnek felel-e meg. A mindségi elemzéseknél a rejtett szennyezddések
meghamisitjak az eredményt, illetve ha egy csucsban egy komponens rejtve marad,
akkor lényeges informaciok vesznek el.

A csucstisztasagi vizsgalatoknal tehat azt kell megallapitanunk, hogy az adott csucs
tiszta-e, vagy esetleg szennyezOdést tartalmaz. Ennek megallapitdsa a cstcs
elucioja soran kapott spektrumok osszehasonlitdsa alapjan torténik. Altalaban
csucsonként 3 spektrumot hasznalnak a tisztasag megallapitasahoz. Két spektrumot
a csucs két inflexids pontjanal, egy spektrumot a cstcs tetdpontjan (maximuman)
szoktak felvenni. (Ha azonban sziikség van ra, akkor a tisztasagvizsgalat tobb
pontban is, akar a cstics dsszes pontjaban felvett spektrum alapjan is torténhet.)

Ha ez a harom spektrum nem egyforma, akkor a csucs spektralis szennyezddést
tartalmaz, melyet egy vagy tobb komponens okoz, vagy esetleg hattérabszorpcio
eredménye. Meg kell még jegyezniink, hogy ha a spektrumok megegyeznek, attol a
csucsok még tartalmazhatnak szennyezddést. Ez leginkabb akkor fordulhat eld, ha
a szennyezd komponens fényelnyelése kicsi a fékomponens elnyeléséhez képest,
vagy a szennyezOk ¢és a fOkomponens spektrumai kozel azonosak. A
hattérabszorpcid a pufferrendszer megvaltoztatasaval csdkkenthetd.

A csucstisztasagi diagram a harom spektrumot normalizalt és egymassal fedésbe
hozott formaban tartalmazza. A tisztasidgi faktor a spektrumalakzatok
hasonlosaganak mértéke. A csucstisztasag megallapitisa a spektrumok vizualis
Osszehasonlitasa alapjan meglehetésen hosszadalmas eljaras lenne, raadasul
automatizalt ilizemmodnal nem alkalmazhato. A spektrumok automatizalt
Osszehasonlitasa kiilonféle statisztikai modszerekkel torténhet. A legtobb
elektroferogram kiértékeld programnal egyetlen parancs kiadasaval matematikai
modszerekkel torténik két spektrum Osszehasonlitdsa, a program kiszdmolja a
spektrumok hasonlosagi fokat, azaz a tisztasagi faktort is, amely a

kovetkezoképpen adhaté meg:
10° : x 3 - M
T
n n

tisztasagifaktor=
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Az X és y a két spektrumon az azonos hullamhosszon mért abszorbancia értékek, n
az adatpontok szama. A 0 tisztasagi faktor azt jelzi, hogy egyaltalan nincs
hasonlosdg a két spektrum kozott, mig az 1000-es érték a teljes azonossagrol
arulkodik. Altalaban ha a tisztasagi faktor 990-nél nagyobb, akkor szinte
bizonyosra vehetjiik a cstcs szennyez0déstdl valdo mentességét, mig 900 és 990
kozotti értékek esetén az eredményeket dvatosan kell kezelni. A 900 alatti értékek
a spektrumok egyértelmi kiilonbozdségét jelzik.

A csucstisztasagi vizsgalatok csak alapvonal-alapvonal (BB) cstcsokra végezhetok
el. Ha a csiucsok nem az alapvonalrdl indulnak, akkor a csucstisztasag
megallapitasa komplikaltabb, mert mindegyik cstics a szomszédjat is tartalmazza
kis mértékii szennyezddésként. Egy cstcs tisztasdganak megitéléséhez tobbfajta
modszert is hasznalhatunk, melyek koziil a két leggyakoribb

» aspektrumok normalizalasa,
= két vagy tobb hullamhosszon kapott abszorbancia értékek aranyanak
abrazolasa az id6 fliggvényében.

Tisztasagi faktor
764

Tisztasagi faktor
999

A
200 ' I I 400 200 ' ' I 400
Hullimhossz (nm) Hullamhossz (nm)

Szennyezett Tiszta

csucs csucs
A

7,6 7.8 8,0 8:2 8:4
1dé (perc)
S. abra

A csucsok tisztasaganak ellenérzése egymasra vetitett spektrumok segitségével
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Kiegészités a mérési eredmények eloszlasanak statisztikai jellemzéséhez

A valddi érték és a mérési eredmény kozotti kapcsolat megvilagitasara vezették be
a mérési hiba fogalmat. Az analitikai kémiai mérések soran fellépd mérési hiba
kétféle - az Gn. modszeres (szisztematikus) és az un. véletlen - hiba
Osszegezodéseként adodik. A véletlen hibak a mérések korlatozott pontossagabol
erednek. A véletlen hiba mértéke a mérések tobbszori ismétlésével csokkenheto. A
modszeres hiba a mérési hiba egy allandd aranyu része (allandé hiba). Ez a hiba
nem csokkenthetd a mérések tobbszori ismétlésével. A modszeres hiba
megallapitasahoz standardokat kell elemezni, ily modon a késdbbi elemzések
korrigalhatok.

Tegyitik fel, hogy egy mérési sor eredményeit (pl. parhuzamos spektrofotometrias
méréseket, lasd 3. tablazat) csak véletlen hiba terhel, és abrazoljuk a mérési
adatoknak 12 el6re meghatdrozott intervallumra es6 gyakorisagat (lasd 4. tablazat).
A parhuzamos mérési eredmények grafikus eloszlasi  diagramjanak
megrajzolasaval informaciot nyerhetiink a mérési eredmények eloszlasarol (lasd 6.
abra).

3. tablazat
Egy mintaoldat 15 ismétléssel kapott eredményei (abszorbancia értékek) spektrofotometrias
meghatarozas soran

Mérés Erték Meérés Erték
1. 0,3410 9. 0,3430
2. 0,3350 10. 0,3420
3. 0,3470 11. 0,3560
4. 0,3590 12. 0,3500
5. 0,3530 13. 0,3630
6. 0,3460 14. 0,3530
7. 0,3470 15. 0,3480
8. 0,3460

4. tablazat
Meérési eredmények eloszlasi gyakorisaga (mérési adatokat lasd a 3. tablazatban)
Tartomany Gyakorisag Relativ gyakorisag (%)
0,3300-0,3333 0 0
0,3333-0,3367 1 6,67
0,3367-0,3400 0 0
0,3400-0,3433 3 20,00
0,3433-0,3467 2 13,33
0,3467-0,3500 4 26,67
0,3500-0,3533 2 13,33
0,3533-0,3567 1 6,67
0,3567-0,3600 1 6,67
0,3600-0,3633 1 6,67
0,3633-0,3667 0 0
0,3667-0,3700 0 0
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Gyakorisag

0.33 0.34 0.35 0.36

Mérési eredmény

6. dbra
A 3. tablazatban szereplé mérési adatok eloszlasi diagramja és az elméleti Gauss-féle
eloszlast reprezentald gorbe

Ha a mérések szdmat a végtelenségig noveljiik, az intervallumok nagysagat pedig
ezzel parhuzamosan csokkentjiik, akkor egy harang alaka eloszlasi gorbét kapunk,
amelyet Gauss- vagy normalis eloszlasu gorbének neveznek. A Gauss-féle eloszlas
matematikailag a kovetkezOképpen fejezheto ki:

_(x=p)?
e 202

f(x)=
)=

ahol

f(x) a normalis eloszlas eloszlasfiiggvénye
M a mérések atlaga

x az adott mérési eredmény (valtozo)

A mérési adatok szorodasat az atlag érték koriil a standard deviacié (0) és annak
négyzete a variancia (0°) irja le (7. abra). Mivel azonban a valosagban csak véges
szami méréseket tudunk elvégezni, az atlagot ¢és a standard devidciot meg kell
becsiilniink. A becsiilt paramétereket tartalmazé Gauss-féle eloszlas ily médon a
kovetkez6képpen alakul:
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_(x-x)°
252

1
e
S~/ 2Tt

f(x) =

ahol
s a standard deviaciod becsiilt (legval6sziniibb) értéke
X az atlag becsiilt (legvalosziniibb) érteke

Gyakorisag, f(x)

p=30 p—o  p pta pt3a
Mérési eredmény

7. dbra
A Gauss-féle eloszlas valdsziniiségi striiségfliggvénye (u: az atlag, 0: a standard deviacio)

A mérés legvalosziniibb értékéiil az n mérési adat X szdmtani kdzepét fogadjuk el:
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A standard deviacio mellett a mérési pontok szorasanak jellemzésére gyakran
hasznaljak a relativ standard deviaciot (s,):

s,(%) =100
X

A standard hiban az n mérés atlaganak atlagos hibajat értjiik:

Az analitikus célja a valodi érték minél jobb becslése. Azt mar megallapitottuk,
hogy ha nem lép fel modszeres hiba, akkor a mintaatlaggal becsiiljiik a valodi
értéket. Azt is tudjuk mar, hogyha normalis eloszlasunak tekinthetd a mérési
eredményiink, akkor a mintaatlaggal torténd becslés "jo" becslés lesz. Kihasznalva
azonban azt a feltételezést, hogy az eredmény eloszlasa normalis, ennél tobbet is
tehetiink, meg tudunk adni egy intervallumot (megbizhatosagi- vagy
konfidenciaintervallumot) az atlag érték koriil, amelyben adott valoszinliséggel (1-
o) ott lesz a keresett valodi érték. A konfidenciaintervallum kiszamitdsahoz a
Student-eloszlas t-értéke a mérések szama (n-1) és a valodsziniliségi szint (1-0)
alapjan meghatarozhatd, vagy tablazatokbol kikereshetd. Az atlagra vonatkozo
konfidencia-intervallum:

Vagyis, ha a mérési eredményekrdl feltételezhetd, hogy normalis eloszlasu,
tovabba, hogy nem terheli moddszeres hiba, akkor statisztikai szempontbdl a
parhuzamos mérések eredményeként egy

X + Ax
intervallumot kell megadni, és azt allithatjuk, hogy 1-0 valdszintiséggel ezen

intervallumban helyezkedik el a keresett valodi érték (az intervallum megadaskor
fel kell tiintetni O és n értékét is).

16



Hivatkozott és felhasznalt irodalom:

(1]
(2]

(3]

J.Bullock: Capillary Electrophoresis purity method for the novel metal chelator TMT-
NCS, J.Pharm.Biomed.Anal. 14 (1996) 845-854.

C.Coors, H.G.Schulz, F.Stache: Development and validation of bioanalytical method
for the quantitation of diltiazem and desacetyldiltiazem in plasma by capillary zone
electrophoresis, J.Chromatogr. A, 717 (1995) 235-243.

K.D.Altria, T.Wood, R.Kitscha, R.A.Mcntosh: Validation of a -capillary
electrophoresis method for the determination of potassium counter-ion levels in an
acidic drug salt, J.Pharm.Biomed.Analysis, 13 (1995) 33-38.

K.D.Altria: Analysis of pharmaceuticals by capillary electrophoresis, Vieweg,
Wiesbaden, 1998.

O.Matthias: Statistics and computer application in analytical chemistry, Wiley-VCH,
Weinheim, 1999

Dombi A. ¢és tsai.: Javaslat az analitikai kémidban hasznélatos mindségbiztositasi
fogalmak nevezéktanahoz, Magy. Kém. Folyoirat, 1995, 5, 213-215

17



Feladatok

1. feladat

Rajzolja meg a kalibracids diagramokat a tablazatban szerepld adatok (mind a
csucsteriilet, mind a csticsmagassag értékek) alapjan.

Onalléan vagy a gyakorlatvezetd segitségével MS Excel programmal is dbrézolja a
kalibracios pontokat, illesszenek a pontokra egyenest/gorbét, adja meg a
korrelacios egyiitthato értékét és az egyenes/gorbe egyenletét. A megfeleld diagram

cyey

tg=53,485; tc=86,667).

Koncentracié (mg/L) 2 5 10 25 50
Csticsteriilet 5,870 14,237 41,716 102,756 193,107
Cslicsmagassag 64,698 136,053 367,266 811,463 1403,31
2. feladat

Az el6z6 méréshez kapcsolodoan megadjuk vakoldat 15 parhuzamos mérésével
kapott csucsteriiletértékeket. Szamolja ki a mérések atlagat, a standard deviaciot, az
analitikai érzékenységet, a kimutatasi hatart s a meghatarozasi hatart.

Mérési adatok (csUcsterilet)

0.643 0.658 0.659

0.698 0.640 0.664

0.643 0.646 0.646

0.671 0.676 0.631

0.685 0.685 0.673
3. feladat

Adja meg az 1. tablazatdban szerepld vizsgédlat helyességi/visszanyerési
eredményeit (szazalékos értékekben).

4. feladat

Egy minta kromatografids elemzésé¢hez 15 ismételt mérést végeztek, az adott
komponensre kapott abszorbancia értékeket a 3. tablazat tartalmazza. Adja meg a
mérések atlagat, szorasat (standard devidciot), szorasnégyzetet (varianciat), a
relativ standard deviaciot, a standard hibat és a konfidencia-intervallumot (a
Student-féle eloszlas t értéke 95%-os valoszinliség (0=0.05) és 14 szabadsagi fok
(f=n-1) esetén 2.145).

5. feladat

Egy minta 9 ismételt elemzésekor kapott elektroferogramjat mutatjuk be a 7. abran.
Az abrarol leolvashatok egyik komponens (ceftriaxon) migraciés idoi és
csucsteriiletei. Adja meg a komponens migraciés idejének és csucsteriiletének

rrrrrr
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6. feladat

3 kiilonb6z6 cefalosporin antibiotikum (migracids idejiik sorrendjében: ceftazidim,
cefotaxim ¢és  cefuroxim) CE elvélasztasdhoz a  puffer optimalis
foszfatkoncentraciojat 40 mM-nak talaltuk. A 8. abrdn  bemutatott
elektroferogramok alapjan vizsgalja meg, milyen hatassal van a puffer
komponensek migracios idejére. A szazalékos eltéréseket abrazolja grafikusan is
egy komponens esetén.

7. feladat

A 4. dbran bemutatott elektroferogramok alapjan szemléltesse grafikusan a vizsgalt
komponens stabilitasat (abrazolja a fokomponensre kapott csucsteriileteket az
oldatkészitéstol eltelt id6 fliggvényében.) A komponens hany szazaléka bomlott el
2 nap elteltével?

8. feladat

Szamolja ki harom antibiotikum (ceftazidim, cefotaxim és cefuroxim)
valaszfaktorat optimalt koriilmények kozott végzett elemzésekre (40 mM foszfat
puffer). Hasznalja a 8. abran megtalalhat6 adatokat!

9. feladat

Ertelmezze egy csucstisztasagi vizsgalatnak a 9. abran bemutatott diagramjait és
eredményeit.
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