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	Vedlegg til: 
PS 24 Validering av kvantitative analyser

	Recovery og matrikseffekter, praktisk utførelse («sett ABC»)


Sett A: matriks tilsatt analytt og ISTD etter prøveopparbeiding, to konsentrasjonsnivåer, 6 replikater
· Helst: blank matriks uten analytten. Hvis dette ikke er mulig, bruk matriks med så lav konsentrasjon som mulig å finne. Konsentrasjonen må trekkes fra ved utregning.

Sett B: matriks tilsatt analytt og ISTD før prøveopparbeiding, to konsentrasjonsnivåer, 6 replikater

· Blank matriks (samme som i sett A) spikes med analytt

· Ved å øke antall replikater til 10 stk. får man intra-assay samtidig (
Sett C: analytt løst i løsningsmiddel (f.eks. 50/50 MeOH/H2O), uten opparbeiding, to konsentrasjonsnivåer, 6 replikater
Utførelse

Utførelse er beskrevet for et sluttvolum på 100 µl og re-løsning i 50/50 MeOH/H2O («50/50»).

Sett A

· Blank matriks opparbeides uten ISTD, 6 replikater for hvert nivå, totalt 12 stk.

· Re-løses i totalt 200 µl:

· 100 µl av 50/50 level 1 (6 stk.) og level 2 (6 stk.), 50/50 er den samme som i sett C!

· 100 µl ISTD

Sett B

· Spiket blank matriks i level 1 og 2 opparbeides med ISTD, 6 replikater av hver

· Re-løses i 

· 200 µl vanlig 50/50-reløsning (200 µl for å få ISTD «fortynnet» likt som i sett A)

Sett C

· 100 µl 50/50 level 1 og 2 (6 stk. av hver) tilsettes rett i oppsamlingsplate (uten opparbeiding)

· Pluss 100 µl ISTD 

Level 1 og 2: velg to ønskede nivåer av analytten. Hvis «blank» matriks inneholder analytt måles denne på forhånd (2-3 replikater) slik at man kan justere konsentrasjonen man spiker til, for å få ønsket nivå.

Konsentrasjonen til slutt for alle tre sett skal være lik. Hvis startvolum av sett B er større enn 100 µl, må dette tas hensyns til (pga. oppkonsentrering av analytt).

· Eksempel: Sett B opparbeides med 300 µl. 50/50-løsningen må da ha 3 ganger så høy konsentrasjonen som spiket matriks i sett B, fordi de 300 µl dampes inn og re-løses i 200 µl totalt. Sett A og C blir fortynnet 1:2 fordi det tilsettes 100 µl ISTD ved re-løsning, så konsentrasjonen her blir halvparten av utgangspunktet. 

· Eksempel med tall: Startkonsentrasjon i sett B er «1» i et uttak på 300 µl. Etter inndamping og re-løsning i 200 µl er konsentrasjonen «1,5». Hvis konsentrasjonen i sett A og C (50/50-løsningen) er 3 ganger så høy som i sett B («3»), blir denne fortynnet til «1,5» ved tilsetting av 100 µl ISTD. 1,5=1,5 (
· For ISTD: startkonsentrasjon for eksempel «2», tilsatt 100 µl før prøveopparbeiding i sett B. Re-løses i 200 µl, konsentrasjonen blir da «1». Samme ISTD-bruksløsning brukes i sett A og C, konsentrasjonen på «2» blir også her fortynnet til «1» fordi det re-løses/brukes 100 µl ISTD pluss 100 µl 50/50.

Kalibratorer: opparbeides på vanlig måte, men husk å re-løse i 200 µl for å få ISTD-konsentrasjonen lik!

For å finne evt. analyttkonsentrasjon i «blank» matriks: vanlig opparbeidet «blank» matriks tas med 4-6 ganger i samme serie som settene analyseres, men husk å re-løse i 200 µl pga. ISTD-konsentrasjonen.

Volum blank matriks man trenger:

· 2-3 replikater på forhånd for å vite ca. konsentrasjon hvis ikke matriks er helt blank

· sett A: 6 replikater x 2 nivå

· sett B: 6 replikater x 2 nivå

· i tillegg 4 replikater x 2 for intra-assay (n=10)

· Obs her skal det spikes, se an konsentrasjon/volum på mellomfortynningen, evt. om man ønsker å bruke for eksempel 5 ml målekolbe

· Dersom analytt er løst i organisk løsningsmiddel, prøv å tilsette så lite volum analyttløsninger som mulig for å unngå felling av matriks

· Evt. 4-6 replikater i samme serien for å bestemme konsentrasjonen hvis ikke matriks er helt blank.

· Totalt 24 replikater, 32 replikater med intra-assay, 40 replikater hvis ikke blank matriks

Beregning
Bruk konsentrasjon (hvil kalibrator er opparbeidet i samme serie som settene settes opp i) eller areal analytt/areal ISTD.
Recovery beregnes ved 
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Matriks effekt beregnes ved 
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Fratrekk av konsentrasjon i blank matriks:

[image: image4.wmf]%

100

)

(

[%]

×

-

=

C

sett

blank

A

sett

ME


Recovery beregnes med sett A og B som begge inneholder blank matriks, derfor er det ikke nødvendig å justere for evt. analyttkonsentrasjon ved beregning av recovery.
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