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I. Validarea metodelor analitice folosind
analiza de regresie
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The evaluation and validation of analytical metbods and instruments require
comparison studies using samples of raw material for testing the accuracy and
precision. Traditionally, in analytical chemistry the correlation coefficient “r”
is calculated and equality is tested with the parameters of the linear model. In
this paper the results from ordinary least squares method were compared with.
a new regression procedure that takes into account the errors in both variables
(metheds). After a discussion of the properties of the regression procedures,
recomandation are given for carrying out a method comparison study. The
robust behaviour of the regression procedure proposed is demonstrated by
differeat sata sets.

Masuririle analitice sunt de o importantd vitala in multe domenii de activitate incluzénd
diagnosticarea si tratarea diferitelor boli, protectia mediului, producerea i comercializarea unor materiale
utile yi sigure si, nu o ultimul, rAnd performanta multor studii gtiinfifice. De aceea, datele plovcnllc din
misurdri chimice sau fizico-chimice trebuie s3 fie reale, adicd si fie, inainte de toate, exacte §i precise.

In general, validarea unei metode noi sau a unei metode imbunatatite (pret, timp de analizi, ugurin{a
in executie etc.) trebuie si asigure integritatea gi calitatea metodei respective din punctul de vedere al
preciziei, exactitdtii, limitei de detectie, limitei de determinare, selectivitate, domeniul de liniaritate §i nu
in ultimul rand transferabilitatea metodei [1-3]. Adesea, in acest scop rezultatele unui numar mare de
probe pe un domeniv larg de concentrafie sunt analizate fie cu ajutorul téstului-¢ pe perechl fie folosind
analiza de regresie. Analiza de regresie este metoda stansuca preferata in asifel de cazurl pertru ci, spre
deosebire de testul ¢, este mai putin resmctxva i in acela$1 timp fumlzeaza 6 mai mare cantitate de
wformatie {4,5]. o '

Consideratii teoretice

Analiza de regresie obisnuita

- Pentru a putea aplica analiza de regresie in vederea vahdam unei metode noi sau a unei metode
imbunatalite, probe de concentrafii diferite ale speciei chnmce de interes sunt analizate atit cu metoda
propusd, cit $i cu o metoda standard sau de referinti caractenzata prin performante ridicate §i recunoscute.
Daci se reprezintd grafic rezultatele obtinute cu metoda testata fata de cele obfinute cu metoda standard
sau de referinfd se asteaptd obtinerea unei linii dreapte cu o panti care si nu difere semnificativ de unitate
si cu o interceptie care sd nu difere semnificativ de zero. O pantd cu valoarea diferita semnificativ de unu
indica o eroare proportionald (de exemplu interferente sau efecte de matrice), iar ¢ interceptie diferita
scinnificatlv de zero ndica o eroare constanta (de exemplu probleme privind fondul) Pentru estimarea
pantei (a;) si a interceptiel (ao) in cazul unui astfel de model linjar (1) se foloseste metoda celor mai mici
patrate obiynuitd (MCMMPO).
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Testarea semnificatiei diferentelor fafd de 1 pentru pant gi fatd de O pentru inte: veptic se realizeazi
fie prin verificarea includerii lui 1 in intervalul de ineredere al pantei, a; £ {yp .7 5y, §: respectiva luiOin
intervalul de incredere al mtm:cp&:el &t tm - zs.o. fie aplxcﬁnd testul t pentru paatd (2) @1 respectiv

unercepgm (3),
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unde:
a, §i a; reprezinti valorile estimate ale interceptiei i ale pantei;
o - este nivelul de semnificatie pentru un test bilateral;
n- rcprezmta numarul datejor folosite pentra comparare;
tas2.n 2 - TEPrezinti valoarea tabelatd a lui t pentru un test bilateral cu n-2 grade « - Lihertate;
t - este valoarea calculati care trebuic comparati cu valoarca tabelatd;
A‘al §i 8, - Teprezintd dcvn;iastandaxd apanlex $1 respecuv a mterceppel §i se ce culeazd cu ajutorul

expresiei (4) §i respectiv (5). S
‘“*]§==” | 4)
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E ' X; reprezmta o valoare individuald; x este valoarea medie a valonlor X, iars represz ;.oaterea standard a
;- reziduurilor §i se calculeaza cu a;utoml expresiei. (6}.
.

qurmz g | ©
S = ‘ e 2 » .

unde } rcprezmté valoarea estimati (calculati) a luiy;, folosind ecuatia (1).

1Yn general, metoda celor mai mici pitrate m forima obisnum poate fi folosii* numai dacd sunt
" ‘indeplinite urmitoarele conditii: o

' 1) variabila mdependmixpomﬁmisuratifﬁime.

2) erorile (y;-y;) sunt indepeudenle i normal distribuite cu medn zero, iar varian a s este constanti

' (cazul homoscedastic).
' In practicd, tnsi, aceste restriciii sunt foarte rar fitflnite. Multe metode analitice rcalizeazi rezullate

heteroscedastice cu coeficientul de variafie mai degrabi constant decfit cu varianfa ccnstantid aga cum o
cere metoda celor mai mici pétrate obignuit. Totugi, in asemenea cazuri, cand se compari doud metode
analitice, cea mai mare problemi o constituie faptul ci ambele metode sunt afectate de erori. De aceea
- metoda celor mai mici pétrate devine maphcabﬂa §i trebuie folosite metode de regresie care tin cont de
erorile de masurare mmfesmte ‘in cadrul ambelor metode analitice compmate [6-8}.

» Unnondsoﬂnndcremne e -

' Atunci ‘cénd se compard - doul metode analmce dcoarecc ambele sunt afectzte de erori, intr-o
" miisurd mai mic# san mai mare, practic este indiferent care este x si care este y. Adicd, se poate scrie la fel
" de bine: fie y=f(x), fie x = f(y). Intr-o asemenea situafic, apare astfel, mult mai intelept sd se considere
forma generali a unei drepte mdaxi de relam (7) san (8)

ax+by+c==~0 ' » M

sau: . :
»f(gc.,y) =ax+by+c ; ' ; t)]
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In acest caz, distanta oricarui punct (x; y;) la dreapta rcdata prm ecuatia (7) va avea urmitoarea
expresie: .

Ao (ax;+ by, +c?) | ©).
i @+ b?

Problema de ajustare rezultati poate fi definiti prin expresia (10):

8 = 2 (ax +by,+(:)2 min ' | (10)

a+b,_l

Conditia de minimum a lui S conduce la sistemul cu ecuatii normale rezultal din anularea
detivatelor in raport cu a,b si respecuv c. Considernd M(x) =0, M(y) = 0 si respectiv c=0 se obtine
urmatoarea ecuatie:

MY -MGx) P g_g an
M (xy) S Ta T
* Se observi cd raportul a/b in ecuatia (11) reprezinté panta ecuatiei liniare rezultati din (7).

Q2
o

y=mx+n (12) .

M) -M@xY

Dupi substituirea lui m in écua 11) si consxderﬁnd
p fia (11) s M)

= w se obfine ecuatia
patratica (13), : : :

m?-wm-1=0 ' ‘ (13)
a carei valoare pozitivd m permite calcularea lui n in ecuatia (12) dacd se consideri, in plus, valoarea
centrului de greutate a Iui X si y ce trebuie s satisfacd, de asemenea, ecuatia dreptei (12), adica,

Yy =mx+y - mX ‘ ‘ (14)

Compardnd ecuatiile (7) §i (12) se identifici ugor ¢ = -nb si a = -mb, iar daci se considerd ¢ = 1,
rezulta imediat valoarea Iui a ¢i b, parametrii de regresie ai dreptei scrisd in forma cea mai generala aga
cum se arati in ecuatiile (7) si (8). Astfel, devine pos1b11a compararea metodele analitice considerand fie
raportul a/b sau b/z (ecuatiile sunt simetrice), fie direct: ‘valorile acestora. Considerénd acestea din urma se
obseserva ci in cazul ideal, cind cele douid metode rcahzeaza practic rezultate identice, a §i b vor avea
aceeasi valoare absolutd. In caz contrar, cu cit diferenta dintre a §i b va fi mai mare cu atit cele doua
metode vor fi mai diferite in ceea ce priveste rezultatele ob;mute Testarea diferentei semnificative dintre
cei doi coeficienti a §i b se poate realiza folosind analiza de variangi informa;ionali bazata pe energia

informationali, E = z pZ [9, 10] fn acest caz, 1poteza de mll este ech1valenta cu urmaitoarea 1poteza
P . .

H*: p, = py, iar probabilititile p se calculeaza cu ajutorul relatiilor (15).

a b ’
| Po = o Si respectiv pb =3 (
Asa cum s-a aritat [9,10] »ip'oft'eza de nul se reduce practic la testarea egalitatii E = ¢, unde,
L . , C Raept
in acest caz, E = 1/2 reprezinti energia informationali teoretici, € = it reprezinta energia
' ‘ a+

informationali empiricd. Dacd E = ¢, rezulti ci nu existd o diferentd statisticd semnificativi intre cei doi
coeficieni a §i b considerati in valoare absolutd, iar dimpotrivd daci E # € atunci se poate aprecia ci a si b
difera semnificativ, adicd, astfel spus, cele doud metode testate sunt semnificativ diferite din punctul de
vedere al rezultatelor furnizate.
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Rezultate gi discutii

Pentru a ilustra modul de aplicare al analizei de regresie, precum i avantajele algoritmului propus
in aceastd lucrare privind validarea (compararea) metodelor analitice, se fac referiri la trei cazuri
mediatizate pe larg in literatura de specialitate. Primul caz (exemplul 1) [5] se referd la compararea unei
metode gravimetrice (MG), deci o metodi absoluti foarte exacti §i foarte precisd, cu o metodi
electrochimica folosind un electrod membrani ion selectiv (EMIS), adicd o metoda instraumentali relativi, -
mai putin precisé §i exactd. Rezultatele privind determinarea sulfurii (mg) sunt prezentate ia tabelul 1.

Al doilea caz (exemplul 2) [5] se referd la determinarea plumbului n sucul de fructe (ppb) prints->
metodd potentiometricd de analizi prin striping (MPS) folosind un electrod de lucru din carbon sticlos $1
prin tehnica de absorbtie atomica fard flaciri (MAA). Diferenta dintre rezultatele obtinute cu cele doua
- metode (tabelul 1) a fost testatd folosind analiza de regresie obignuita. Ultimul caz discutat [11] se referd la
compararea rezultatelor obfinute la determinarea mercurnlui (ppm) in probe reziduale solide prin
spectrometrie de absorb{ie atomica folosind doud metode de dezagregare, dezagregzrea in cuptor cu
microunde (I) §i respectiv dezagregarea in baie de apa (II). Rezultatele sunt prezentate, de asemenea, 1
tabelul 1.

In tabelul 2 sunt prezentate rezultatele de regresie obtinute folosind metoda celor mai mici patrate
obisnuita considerdnd ca metodd standard pentru primul exemplu metoda gravimetrica, iar pentru
exemplul al doilea s-a considerat ca metoda de referintd metoda de absorbfie atomici; in exemplui al
treilea metoda de dezagregare in cuptor cu microunde a fost aleasi ca abscisa.

DATELE ANALIZATE PRIVIND C.I(’)alt\,/lefl’lzliAREA METODEL DR ANALITICE
Exemplul 1 » Exemplul 2 * Exemplul 3 |
MG EMIS _ MPS MAA O (an
105 108 35 35 732 5,48
16 312 70 75 15,8 13,0
113 132 80 75 4,60 3,29
0,0 3,0 80 80 9,04 6,84
108 106 120 125 7,16 6.00 ;
11 11 200 205 6,80 5,84 f
141 128 T220 205 9,90 14,3 ,
11 12 200 215 28,7 18,8
182 160 250 240
118 128 330 350

In acelagi tabel este redati, de asemenea, valoarea coeficientului de corelafie, r i a coeficientulni de
determinare R”. Analiza intervalelor de incredere pentru parametrii de regresie, interceptie si respectiv
pantd, nu indicd o diferen{d semnificativd intre metodele comparate in cazul primelor doui exemple
discutate, deoarece intercepfiile §i respectiv pantele sunt incluse in intervalele de incredere
corespunzatoare unui nivel de semnificafie a = 0,05. Pentru exemplul 3, practic intervalul de incredere al
pantei nu include valoarea ideald 1. Rezultd, asadar, ci in acest caz cele doui metode de dezagregare
comparate diferd semnificativ. O analizd atentd a datelor (incluzind, de asernenea, valoarea coeficientului
de determinare, R?* = 78,75%) ilustreazd prezenta erorilor proportionale introduse de metoda de

dezagregare cu microunde.
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Tabelul 2
REZULTATELE DE REGRESIE OBTINUTE FOLOSIND METODA CELOR MAI MICI PATRATE
PENTRU CELE TREI EXEMPLE DISCUTATE

Parametru} statistic Exemplu} 1 . Exempiul 2 Exemplul 3
r 0,9682 0,945 10,8874
R2 0,9404 - 0,9891 0,7875
3, 4,4837 -+ 3,8667 2,2791
a, 0,9629 70,9634 0,6193
s - 16,726 10,567 2,7171
Sa0 8,6939 - - 7 16,6431 1,7529
Sa1 0,0857 0,0358 0,1313
5ty n2 . Sao 4,48+20,12 3,87415,34 2,2844,31
attypna . Sal 0,96:0,20 0,96+0,08 0,620,32

Rezultatele objinute aplicand noul algoritm de regresie care iau in considerare erorile manifestate in
ambele metode comparate sunt prezentate in tabelul 3. Avand in vedere simetria algoritrului putem
considera fie y ca functie de x (y=f(x)) sau x ca functie de y (x=f(y)) fari ca semmﬁca;m rezultatului final
53 se schimbe.

Examinarea rezultatelor din tabelul 3 indici o diferentd nesemnificativd fntre metodele analitice
discutate in exemplul 1 $i respectiv'exemplul 2 deoarece E = ¢ = 0,500. Referindu-ne la exemplul 3,
deoarece E # & (E=0,500 si £ = 0,520) trebuie sd se admitd ci cele dou metode de dezagregare comparate
nu conduc la rezultate statistic identice., Trebu,l,? subliniat, cd, desi, rezultatele obfinute cu noul algoritm

. discutat in aceasti lucrare sunt asemandtoare cu cele furnizate de metoda celor mai mici pétrate obignuita,
fotusi, aceasta nu se intdmpla ntotdeauna. Astfel, daci se'inverseazi rolul metodelor comparate, adicd se
schimbi axele, rezultatele obtinute sunt total diferite. De exemplu, dacd se fac referiri la exemplul 3,
alegand de data aceasta ca metodd de referintd metoda de dezagregare in baia de apa se obfine pentru
interceptie valoarea a, = 0,41, iar pentru panta valoarea a; = 0,79.

Tabelul 3 -
REZULTATELE OBTINUTE APLICAND NOUL ALGORITM DE REGRESIE PENTRU DATELE DIN
TABELUL 1 PRIVIND COMPARAREA METODELOR ANALITICE

Parametrul de regresie Exemplul 1 Exemplul 2 Exemplul 3
y = mx+n
. -4,802 3,182 . 3,856
b 4,767 -3,286 ’ -5,770
¢ g 1,0 : e 1,00 1,0
m ’ 1,007 . 0969 0,668
n -2097 3,043 1,733
E 0,500 , 0,500 0,500
€ 0,500 0,500 0,520
x =m*y+n* e g
4,767 -3,286 -5,770
b -4,802 3,182 3,856
c 1,0 ) 1,0 1,0
m* : 0,993 1,032 -~ 1,496
n* 2082 -3,142 -2,593
E 0,500 10,500 0,500
g 0,500 0,500 0,520
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Concluzii

Un nou algoritm de regresie care ia In comsiderare erorile manifestate in ambele metode saun
procedee de analizd comparate a fost discutat §i raportat la tehnica de regresie obisnuita bazatd pe metoda
celor mai mici patrate. Este evident, c& in studiile privind compararea metodelor analitice cind erorile se
manifestd n ambele variabile (metode), metoda celor mai mici pétrate poate conduce la estimafii eronate
ale parametrilor de regresie §i in mod implicit la decizii false privind performantele metodei testate.
Rezultatele obfinute cu noul algoritm de regresie sunt mult mai relevante, iar testarea djferenei
semnificative dintre metode prin compararea coeficientilor de regresie cu ajutorul analizei de v%n;é
mforma;lonala pare a fi, de asemenea, mult mai oblcctxva ,
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