MASTER EN TECNICAS EXPERIMENTALES EN QUiMlCA POR LA UNIVERSITAT DE VALENCIA

MODULO 11. Asignatura: LABORATORIO DE Calibracion y tratamiento de datos
PROFESOR/ES: Salvador Sagrado Vives. DEPARTAMENTO: Quimica Analitica

[ Guia de practica (Casos practicos de calibracion univariante) ]

Anexos:

I. Registro (de datos, resultados previos):

II. Variables (Nomenclatura, Programacion, Informe)
III. Criterios (algunos, recomendaciones)

IV. Caso Practico (Informacion, Registro, Informe)...
V. Caso Practico (Informacion, Registro, Informe)...
VI. Protocolo (Software, Resultados)... modelo

modelo
modelo

Mirar por vuestra cuenta para realizar las
tareas evaluables
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MODULO II. Asignatura: LABORATORIO DE Calibracion y tratamiento de datos
PROFESOR/ES: Salvador Sagrado Vives. DEPARTAMENTO: Quimica Analitica

SOFTWARE:

- Nivel bésico: Rutina -> EXCEL

- Nivel medio: Rutina/Investigacion->: SPSS, STATGRAPHICS...
- Nivel avanzado: Investigacién avanzada -> MATLAB

FICHEROS: 4|, Material Etemo
Alumnos
/ DatosM Mirar por vuestra cuenta para
RCOO1. Guizs realizar las tareas evaluables
Material
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Registro (de datos, resultados previos): EXCEL®, RC001.xls
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MODULO 11. Asignatura: LABORATORIO DE Calibracion y tratamiento de datos
PROFESOR/ES: Salvador Sagrado Vives. DEPARTAMENTO: Quimica Analitica

[ Tarea. Evaluacion preliminar Calibracion (I+D) ]
RCO001 (Desbloq.. Duplicar);

_Protocolo-Evaluacion preliminar (EXCEL)

COMENTARIOS

1 | Abrir Registro_Calibracion

RC001.xls

PROTOCOLO
\DatosM
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2 | Copiar Hoja RC001 (desbloqueado,
duplicar)...; Acceder a la copia ...(2)
Renombrar como (Tarea)

Edicion/Mover o copiar hoja/
Crear una copia/ Aceptar
2-click nombre...

3 | R2<0.995 (R? = 0.9797) Causas:
- ¢Andmalo?, 4, 2.990, éréplica/nc=4?

- Gréfico y vs. x

- Gréfico RSD(y) vs. x, Tabla

- Vector y' . (RSD similar al resto)
Visualizar réplicas Réplic,a y’4; ( staca) -> Protocolosi [p2]
- Eliminar replica y’,; (R? = 0.9848) - Borrar y’4, deshacer
- Eliminar fila x = 4 (R2 = 0.9912) - Quitar fila x = 4
- Eliminar fila x= 6 (R? = 0.9968 > 0.995) - Quitar filax = 6 deshacer
4 | - ¢éNo linealidad? =0.9822 > R? lineal), Gréfico ajuste polinomial
b, < by; ib, despreciable? => b, = 0? IC (by) incluye a 0 .. Anexo 111

Sin x=4 y x=6, (R2 = 0.997 ~ R? lineal), OLS
5 | éHeterocedasticidad? s(y) variable, s(y) =
cte (hast: ), eliminar x>5,

Eliminar x=4, (R? = 0.9966 > 0.995), OLS

Grafico s(y) vs. X
- Quitar filas x > 5y x = 4
OM(x)=0.5; MATLAB: fom([1 5])
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Conclusiones provisionales-Recomendaciones:

x [1-5], precaucion OM (x) = 0.5, (limite; RSD (y) elevado) ... Anexo II
Sugerencias:

«x[0.5-5], OM(x) = 1%, Nc=n=6

* Aumentar Ar (ej. a conc. bajas, donde RSD (y) >)... rutina?

Otras consideraciones: Alcance adecuado?...

* log(5/0.5) = 1... entero (Anexo II) ; OM (x) = 1
0.5 x 10 veces” = 5 (10 veces” = "1 orden mag.”); OM(x) = 1
MATLAB: fom([0.5 5]); OM (x) = 1
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Lab, I+D
(Research lab.) —

Lab. de ensayo
(Testing lab.)

I1+D | Pre-validacion | Validacion Rutina
1
.. Relacion Método
Lab. E}ahbr;'zc\c}n—A\cancc Acreditado
intervalo conc.)
(ENAC)

* Disefios experimentales ... N, Vi,
* Criterios (de aceptacion) ... R2, e
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MODULO 11. Asignatura: LABORATORIO DE Calibracion y tratamiento de datos
PROFESOR/ES: Salvador Sagrado Vives. DEPARTAMENTO: Quimica Analitica

Registro (de datos, resultados previos): EXCEL®, RC001.XIs  Escenarios
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Validaci de modelos

Anexos:

I. Registro (de datos, resultados previos)

idacion de II. Variables (Nomenclatura, Programacion, Informe)

® III. Criterios (algunos, recomendaciones)

CP1a|1v, caso Practico (Informacion, Registro, Informe)... modelo
CP1b | V. Caso Practico (Informacion, Registro, Informe)... modelo
T VI. Protocolo (Software, resultados)... modelo
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CP1a

Anexo IV. Caso practico 1a (resuelto, modelo)
Analisi lidacién prelimil (1+D) de un modelo de

calibracién univariante, simulando la situacion a emplear en la

fase de rutina (sin réplicas), correspondiente a un método para
determinar la concentracion de tolueno en una muestra de agua
potable o residual izad di Cr afia de gases
(Purga y trampa). En principio no cabe esperar que las muestras

C i i de con excepcion de
muestras contaminadas con vertidos industriales de

disolventes.

Datos de calibracién de un método instrumental (GC). El registro RC001
contiene la siguiente informacion (til: x = conc. de toueno (ng.ml!)
correspondientes a patrones de calibracidn preparados fortificando

muestras de agua (cuya concentracion se asume despreciable, por

debajo del limite de cuantificacion prefijado en 0.05 ng.mi-1) y Media(y)

(en este caso coincide con la senal a la tnica réplica obtenida a cada

nc). Otros estadisticos no pueden calcularse al no existir réplicas.

a) Validar el modelo.

b) Predecir y caracterizar la conc. de tolueno para una muestra cuya

sefial es igual a 30 (UA) si esta ha sido obtenida con 1, 3, 5y 7 réplicas. 9
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CP1a RUTINA ... disefio usual

Tarea. Hoja Cpla - copia-Modelo RC001.
Evaluar la perdida de informacion

Cpla Calbracion Medialy), Mr=1

nc X ¥ Comentarios
1 0 0.34 Blanco incluide
2 1 216
3 2 5.20
4 s 11.35
5 10 21.20
6 20 40.068

Prediccion 30

Lg= 005

... iOJO!: Pegado especial / valores 10
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CP1a RUTINA ... disefio usual

Regisiro de catbracin: Aooot
X3

= ¥
B v i o
Nr=1, No=n= Nc=6 l
|
—
oy [RE— s L e
b= 0BD b= e 'y = 19835 + 0.8231
—_ 45000
et T v
e Eencons i
o 10000 —
e s oLs WS
| dsefio expandido: todos kos valores x,. y ) Media 0 _147101 000 3 - — . RN
450007 A= 09995
preod
I — oo
S
ICN: El ogueo pusds alterar Ics ardis 3000
o
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% [ Tarea. Evaluacion preliminar Calibracién (CP1a) l

3.- Se empleara el Registro RC001 (programado en EXCEL®) | Se emplean parte de los
Planteamiento | y STATGRAPHICS®. criterios del Anexo IIT

(a) Validacion parcial del modelo Evaluacion de linealidad

- Grafico media(y) vs. x (Reg. Lineal y polinomial, 7= 6) | (exploracion grafica)

- Gréfico e vs. § (Reg. Lineal, n=6) Evaluacion de anémalos
oLS (exploracion gréfica)

- Estadisticos de Reg. lineal (7 = 6) Evaluacién de
estadisticos/test
Evaluacion de linealidad via
ab)

Parte del informe (planificacién)
Ejecucion: CP1ab.sf3

-> Protocolos1 [p3-8]

Guia: Ver anexo Informe, p 9-11 (aspectos clave, sombreados):
Resto del Informe:
Mirar por vuestra cuenta para realizar las tareas evaluables
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1.2. Caracterizacion de las predicciones

Esquema: calibracion externa
No>2 patrones

s.=suma e?/No-2

[ Nr’
Muestra: | media(yy) = s(yy) g
Disefio:
No (ej. Nc)

X
x-est. = (media(yy) - &) / b;

b

-

0 se emplea en rutina

S(x-est) = s/b.[(1/Nr" )+(1/ Noy+(media(yy,)-mediay))* | (b;2. suma(x -media(x))]*
V2 IQx-€st)) = & gys no2 - SHESY);

[Ref. 1], algoritmo MATLAB: CALuniv.m
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MODULO II. Asignatura: LABORATORIO DE Calibracion y tratamiento de datos
PROFESOR/ES: Salvador Sagrado Vives. DEPARTAMENTO: Quimica Analitica

CP1a | [ Tarea. Predicciones/caracterizacion (CP1a) ]

3.- Se empleara el Registro RC001 (programado en EXCEL®) | Se emplean parte
Planteamiento | y STATGRAPHICS®. criterios del Anexo
) Validacién par modelo
- Grafico media(y) vs. x (Reg. Lineal y polinomial, /7= 6)
- Gréfico e vs. § (Reg. Lineal, 7= 6)
- Estadisticos de Reg. lineal (7 = 6) va e
1.2 estadi: s/test
Caracterizacién Estadisticos de Reg. polinomial (7 = 6) Evaluacion de linealidad via
de Parte del 1qb,)
predicciones (RN
(planificacién) = (b) Interpolacién de la sefial 30 en el modelo para (Vr’ =
| 1357

-> Protocolos1 [p7-8, 15]

Guia: Ver anexo Informe, p 11

Resto del Informe:

Mirar por vuestra cuenta para realizar las tareas evaluables
NOTA: Para CP1b, interpolacion idéntica
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Relacién indirecta:

- Identidad (No ef. interferencia)
(selectividad/especificidad)
. - Exactitud (veracidad, error; MRC
ibracién- —— ¢disponible?, ¢éENAC?)
dacin Relacion directa: o Recuperacion (fortificacion,
- Lp(by, otros est., cENAC?) ¢blanco de muestra? / muestra)
- Lo(by, otros est., ‘eleccion practica’)
- Intervalo (conc.), ([Ly— Alcance/dilucién],
linealidad-(validacion modelo)

Calib. -> Resultado

Calib. -> b, (otros estad
Al — Validacién | de métodos 15
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CP1b

Anexo V. Caso practico 1b (resuelto, modelo)
libracién univariante,

Orden | nc x Y replicas)| z .
T T 1T o o4 o3| 04 030 0: todo deI' caso practico
2 |2 1 21| 22 23] 210 210 es patrén).

3 3 2 5 54 52 H

4 4 5 " 113 117 11.40 l (GC) EI regIStro
s | 5 1w | 214 207 715 = conc. de toueno
L] [} 20 418 392 404 3810 40.00 racién preparados

g 7 ion se asume
despreciable) e Y’ = &reas de pico (UA), replicadas. Calculo de otros
estadisticos (vectores) a partir de estos datos: Media(y), s, s?,
alibracién w=1/s? (variable de ponderacién), RSD(y) (%) y x2.

jakescy a) Validar el modelo.

b) Predecir y caracterizar la conc. de tolueno para una muestra cuya
sefial es igual a 30 (UA) si esta ha sido obtenida con 1, 3,5y 7
réplicas.

c) Verificar el limite de cuantificacion del método L,

En el Informe incluir sugerencias sobre aspectos de validacion del
método relativos a su calibracion y el disefio de los patrones
(concentraciones, réplicas) para la calibracion del método en rutina
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CP1b

Tarea. Aplicacion modelo (CP1b) ]
3.- Se empleara el Registro RCO01 (programado en Se emplean parte de los

Planteamiento | EXCEL®) y STATGRAPHICS® criterios del Anexo ITI
(a) Validacion parcial del m Evaluacion de

Parte del
informe
(planificacion)
Evaluacién de dad
(exploraci6 )
e anémalos y
WLS sticidad (exploracion
lineal ponderada (1= 6) e estadisticos
polinomial ponderada (17 = 6) e linealidad via
Infor

Mirar po'r vuestra guenca para realizar las tareas evaluables

- Protocolos1 [p9-13]

6n de la sefial 30 en el mode
onderada) para (V' = 1,3, 5, 7)

“1 (0 Estimack’)niae”L0 >
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CP1b
8.- Empleo de | El cuadro CP1b-5-5 muestra la estimacion inicial con los | Ver Anexo al
los resultados | datos disponibles del limite de cuantificacion. Se Informe
de calibracién | emplean 2 criterios: Criterios de la
ref. [6]
- El primero (L, = k, 5,/ b, ), se basa en el valor &, =
10 (lo que concuerda con un nivel de imprecisién del
10%), desviacién estandar del blanco (s, ~ 0.055;
Parte del Registro RC001) y la pendiente (b, ~ 2; Registro Anexo
informe RCO01). RC001.ls, Hojas CP1b informe (p.
(aplicaciéon 17 de Guia)
R modelo) - El segundo se estima (visualmente), como la
alibracién- concentracion asociada a una imprecision (RSD(y) =
con 10%; Grafico del Registro RC001).

ne

RSD(y) vs. x

- Otro criterios (menos empleados)
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[ Tarea. Predicciones/aplicacion (CP1c) ]

Caso practico 1c

pl do el del lidado del caso practico 1b, estimar la
recuperacion del método (consistente con 2002/657/EC):
Datos: El alcance del método es hasta 400 ng.ml . La diluciéon méaxima
es 20 (criterio ENAC).
Se preparan blancos de muestras fortificados a 3 nc de tolueno (0.5, 8 y
20 ng.mlt). Las sefiales se interpolan en el modelo de calibrado
validado. -
a) Predecir y caracterizar la conc. | |} .2 e 1;‘53 T

[ 8 1z r)
5 Macca| m | 4120 928 310 4301 4022 3897

b) Calcular la Recuperacion del iooz0)
método a los 3 nc y su RSD%

. WLS ... OLS (comparar)

7% o
RCOOLXIS | omn o oo v o supony e "SR
Hoja CP1c H i 5 08 sk s
L e e TSR, I T2 0m s ses
2 1 1 o am
pc__nc  Meda(Fec) s(Rec] RSDMed | ! 1m0 o g s
IS B 0201 28] & Pa— S -
2 8 9988 53 53 oz 8 tem s 3w 10r
3 2 95.66 38 40 & oz & w2 osm  sw 102
s 2 8 e 7 3w 9
72 8 se 1m 3 9158
s 2 e v sm  am s
Adaptado del apartado 3.1.2.1 (2002/657/EC) a 3 e —RR
NOTA W3 B Bk ha iz @
0 3 @® w0 mm 4z ww 20|
5 3 @ w0 oma 4w wen
PR w2 wn s %
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1.4. Protocolos de Ca

Escenarios
Calibraci
2
Lab. I+D & -
( lab.) Preparacion del calibrado
publicados | [ (8 ihariad)

Lab. de ensayo 0 ’
(Testing lab.)

I+D | Pre-validacion | Validacion . Rutina
1
Método
) Acreditado
revia: (ENAC}

- Alcance; Capacidad de dilucion —— OMXx)
- Muestras (... ¢sin analito?, éef. matriz?) <= (Composicion patrones, matriz) o4
- ¢Investigar intervalo (lineal) méximo? ------ »(I+D)
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Fortificacion* de muestra sin plaguicidas (< Lg),
aplicando el método (trituracion, doble extraccion ...).

Alcance ccion .
Los extractos se,congelan para futuras re-calibraciones

Analito (Muestra)
i *Fortificacion con mezclas de plaguicidas del alcance
y=Area "
(CG/MS/MS /
. trampa iones)
Garantiza selectividad*, @
poca influencia matriz) calibra

Técnica 4
(método)

Dilucion R
muestra Complejos
(< Lo) (interferencias,
Mas matriz)
Conc. (muestra): robable \
esperable, min, max, conc. bajas

x=Conc. plaguicida

(VP = Valor paramétrico) é:/zv?x.&/. | (mgkg) fruta
ca L.Max.Alcance
Preparacién — 5, Practico: 4.5

Patrones calib.

L5<0.05/ OMx) 2 05;

MATLAB: fom([.05 .25]) Coste

22

- Ver casos en hoja PNT Calibracién de métodos, Ver otros casos en Material (.pdf)
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Ej. Calculos relativos al disefio de calibrados (relativos a otros
aspectos del método)

Ly~ 0.05
OM(x) min = 0.5=> 0.05 . 5 = 0.25 (Lim. max. Cal.)
Intervalo Cal. : 0.05-0.25

Dil. : 20 (max.) fjando el alcance

E = 25% (limite)

Alcance max. ~ Lim. max. Cal. * Dil. / (1+E/100)|= 0.25 .20/ 1.25 =4

60.25 .20/ 1.10 = 4.54 ~ 4.5 (asume E exp. < 10%)

(NOTA: Muestra (o Material de referencia) de conc. 4.5 y si error +10% entra

dentro del calibrado a la maxima dilucion permitida pues su conc. seria 0.2475. )N i
MATLAB-

calculadora

Calibrado (equiespaciado): 0.05, 0.10, 0.15, 0.20, 0.25 (Nc = 5)

Sugerencia: afadir el nc 0.30 6 0.075 (no equiespaciado, mejor control de la zona
baja de conc.), tal que Nc = 6

- Ver otros casos en Material (.pdf)

MASTER EN TECNICAS EXPERIMENTALES EN QUIMICA POR LA UNIVERSITAT DE VALENCIA

MODULO II. Asignatura: LABORATORIO DE Calibracion y tratamiento de datos
PROFESOR/ES: Salvador Sagrado Vives. DEPARTAMENTO: Quimica Analitica

Escenarios
Calibraci

Relaciones Calibra

I

Lab. I+D

Nd

<@

s (x-est), u(x-est) ~ IC(x-est)

(

lab.)

é
publicados

Lab. de ensayo
(Testing lab.)

... una fuente de incertidumbre més

I+D | Pre-validacion | Validacion | . Rutina

Ref. 6

.. u/(calibracion) incluida

Dep de
predicciones UR .
a partir del Precisién intermedia (equipo, analista, dias) ee- A
i Método
calibrado “T""""’“" Veracidad (Reco £) Acreditado
— — (ENAC)
k-.|s, +| 7 +U,
p e ( / B Nr'] i 24
I
2




MASTER EN TECNICAS EXPERIMENTALES EN QUiMlCA POR LA UNIVERSITAT DE VALENCIA

MODULO 11. Asignatura: LABORATORIO DE Calibracion y tratamiento de datos
PROFESOR/ES: Salvador Sagrado Vives.  DEPARTAMENTO: Quimica Analitica

Informacion adicional

Otros ejemplos # CP1a practica, tareas RCO01.Xls
CPib P.9-13
Otros modelos # OLS, WLS MLE P.16-20
Algoritmos (MATLAB) # Residuales cros-validados Regldemo.m

asico (CALuniv.m) Intervalos de confianza conjunta (4,y )  P.21-22 4

Otros criterios # s,..., /G, Articulos (Ej. M. Meloun et al. Talanta, 2002, 57, 721-
740)

Otros criterios - L., L, Estimacion L, L, (IUPAC via MLE) P.16-20
Intervalo lineal, identidad, i i 0 i 20

exactiud (verscidad y precisin | EStimacion de intervalo lineal maximo

intermedia) (Ref. [6], EURACHEM, ICH, 2002/657/EC, etc.)

- Calibracion con distintos Ac (y/o nc)

- Comparacién entre calibrados (comparacion b,)
- Método de adicidn estandar (comparacion b,)

- Patrén interno (Sefial/Sefial PI)

Otras situaciones - Calibrados con u(x) y u(y) (BLS) P.21-22
- Método de adicidn estandar (8, ., 7G, .

pracion-
certidumbre
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Test1: Eres responsable de calibrar un método de analisis y
emitir un Informe. Decide (en caso de duda: ):

1. éCual de los siguientes aspectos fijarias en primer lugar?

2, éQué pr te haria

la regresion OLS?
3. &Qué parametro afectara a los resultados (muestras)?

4. éQué informacion técnica condicionara la calibracién?

Abreviaturas Enviar un e-mail a sagrado@uv.es con los resuliados
conc.= concentracion Tarea evaluable
nc= nivel de conc
Algoritmo OLS: Ordinary least squares, minimos cuadrados (ordinario)
Variables (escalares) (vectores)
Nc : Nimero total de nc e : residuales
nc: fndice de nc (desde 1 a Nc)
Nr: Namero de réplicas (independientes) para cada nc
Nr’ : Nimero de réplicas (independientes) de muestra
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Tareas entregables (maximo 1 mes): 1 obligatoria, el resto optativas
(suben la nota de tarea o examen)

1. Escribe un Protocolo (equivalente al de SPSS Anexo VI-Guia) para
STATGRAPHICS®

2. Escribe un Informe para el caso del Anexo VI. (equivalente al aplicado en
los casos CP1ay CP1b) con los resultados de STATGRAPHICS®

3. Crea un Registro-EXCEL (con el modelo de RC001.xIs) para disefiar patrones
de calibracién a partir de informacién previa sobre Ly, alcance y dilucién y
OM(x) (aplicarlo a algiin ejemplo de PNT Calibracién de métodos)

4. Crea un algoritmo-MATLAB (partiendo de CALuniv.m) para establecer la
relacién Calibracién y Ly y Recuperacion

5. Investigacion: Simula unos datos de calibracion tal que R2 > 0.995 pero
presente alguno de los problemas sugeridos en el Anexo III-Guia

Enviar un e-mail a sagrado@uv.es con las
Tareas evaluables 27




