Primena
dizajniranja eksperimenata
U razvoju metoda

Optimizacija analitickin metoda
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Zasto RSM?

e Implementacija ispravnog eksperimentalnog
dizajna pruza informacije o:
e svim interakcijama koje postoje izmedu analiziranih
promenljivih/uslova,

e promenljivim/uslovima koje imaju najveci uticaj na
rezultat,

e uslovima eksperimenta koji obezbeduju najbolji rezultat

e Jasna vizuelna prezentacija ovih informacija
pomaze da se bolje razume sistem eksperimenta
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e RSM je vrlo efikasan - za ispitivanje velikog
broja promenljivih dovoljan je mali broj testiranja

e UkljuCuje metodologiju za kvantifikaciju greske |
Zza minimizovanje uticaja slucajnih gresaka

e Pruza dobru statistiCku podlogu za validaciju
metoda

e RSM je jednostavan za korisCenje

e softver generise kombinacije promenljivih za koje
treba sprovesti eksperiment i obezbeduje potrebne
statistiCke analize




Sta je RSM?

e Skup matematickih i statistiCkih tehnika

e koji se koristi za konstrukciju empirijskin modela na osnovu
eksperimentalnih podataka koris¢enjem linearnih ili polinomijalnin
funkcija

e Kkoji se moze Kkoristiti za bilo koju vrstu optimizacije - u tehnoloskom
procesu, npr. uklanjanje arsena iz vode za pice, ili u analitiCkom
metodu

e Primena RSM ukljuCuje
definisanje prostora eksperimenta - izbor nezavisnih promenljivih +
kodiranje njihovih limita
izbor dizajna i generisanje matrice eksperimenta

modelovanje - statistiCka analiza dobijenih eksperimentalnih
podataka

ocena adekvatnosti modela

odredivanje optimalne vrednosti za svaku od posmatranih
promenljivih




Definisanje eksperimenta
| 1IZbor dizajna

e Dizajn koji Ce se koristiti zavisi od:
e broja promenljivih koje treba da
Ispitujete
e izabranog broja nivoa

e broja testova koje hocCete da radite.

e Neki od standardnih dizajnova su:
e full factorial dizajn, 2 promenljive
e full factorial dizajn, 3 promenljive
e Box-Behnken dizajn, 3 promenljive




Determinacija polibromovani bifenili, i polihlorovani
naftaleni u uzorcima sedimenta:

5 potencijalno znacajnih parametera za GC/MS .
izabrana su 3 nivoa za svaki od parametara, npr.

EV: 01 105 20 V
ET: 4 19 34 ms
IST: 150 200 250 °C

|zabran je dizajn sa 12 kombinacija minimalnih i
maksimalnih nivoa, plus 3 ponavljanja centralne tacke.

V. Yusa et al., Analytica Chimica Acta 557 (2006) 304-313




Optimizacija GC/MS metode

Za optimizaciju koraka mikrotalasne ekstrakcije u
pripremi uzorka, koriscen je drugaciji dizajn

Centralni kompozitni dizajn. PBB—S(

e 3 promenljive, 3 nivoa

e Dodatne centralne tacke 100
Promenljive:

e vreme digestije

e temperatura digestije

e zapremina uzorka

Na niskoj temperaturi, vreme ekstrakcije prakticno nema
uticaj na odziv

Na visokoj temperaturi, vreme ekstrakcije ima znacajan
uticaj

V. Yus a et al. / Analytica Chimica Acta 557 (2006) 304—-313




util

Optimizacija se izvodi simultano po vise kriterijuma
Koris¢enjem faktorskog dizajna sa dva nivoa:

e temperature,

e trajanja ekstrakcije i

e koliCine natrijum hlorida koje
se dodaje u uzorke vode
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Neki aniliti su imali kvadratni, a
ne linearne jednacine

Dodali su centralni kompozitni dizajn, i kombinovali ga sa
faktorskim dizajnom.

Optimalni uslovi (koji odgovaraju najvecim "recoveries"):
60°C, u trajanju od 30 min, bez dodate soli.

F. Bianchi et al. J. Chromatogr. A 975 (2002) 113—121




Razvoj metoda

|dentifikacija zahteva metoda i ispitivanje razliCitih opcija:
e koja vrsta matrice uzoraka ¢e biti analizirana?
e Kkoji su ciljni aniliti vase analize?
e koje su granice detekcije?

|zbor odgovaraju¢eg metoda na osnovu:

e zahtevane osetljivosti

e potrebnog vremena

e isplativosti

e mogucnosti vase laboratorije

Optimizacija metoda
Validacija metoda

e pokazati da metod zadovoljava zeljene kriterijume
e odredivanje granica detekcije, procedure kontrole kvaliteta.




~Notimizaci oda

e Koris¢enjem RSM moguce je optimizovati metode za
pojedinacan cil;.

e Takode je moguce definisati funkciju zelje kako bi se
metod optimizovao za vise ciljeva odjednom, sto je
narocCito korisno za visestruke analite.

e Moze se koristiti bilo koji kriterijum koji se moze
kvantifikovati, npr:
e Povecati osetljivost metoda za anilit X ili Y
e UCiniti metod robusnijim
e Smanijiti vreme potrebno za analizu
o Smela.njiti koliCinu opasnih ili skupih reagenasa koji se koriste u
analizi




Validacija metoda

e Proces koriscenja RSM optimizacije obezbeduje
iInformacije i statistike vezane za:
e interakcije promenljivih
e promenljive koje su od najveceg znacaja za rezultat
analize
e nivo greske u analizi

Sto je bolje vase znanje o tome koje promenljive

Imaju najveci uticaj na vase analize, lakse Ce biti
napraviti logicnu kontrolu kvaliteta.

Hvala na paznji.




Review: Response surface methodology (RSM)
as a tool for optimization in analytical chemistry

Analytes Samples Analytical technigue

Objective of the study

Organochlorines and pyrethroids Tea GC

R-Timolol and other impurities 5-Timolol maleate HPLC

Anthragquinones and bianthrones Herbal medicine  Micellar electrokinetic
chromatography

Organomercury compounds and Hg(ll) Seawater LC-MIP OES
Methyl tert-butyl ether, teri-butyl Groundwater GC-MS

alcohol, benzene, toluene,
ethylbenzene and xylene isomers

Optimizing a method based on matrix solid-phase
dispersion and gas chromatography for the
determination of multi-residue pesticides

Finding the optimal chromatographic condition for the
simultaneous determination of analytes

Developing a chromatography method for the analysis
of anthraquinones and bianthrones in rhubarb crude
drugs

Developing a method for determination of these
SpECies

Developing a method for the simultaneous
determination of these substances

M.A. Bezerra et al., Talanta 76 (2008) 965-977




