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Neste Guia...

Este guia destina-se aos usuarios avangados, administradores do sistema e as
pessoas responsaveis por validar o Agilent OpenLab CDS. Contém informacgdes de
referéncia sobre os principios de célculo e algoritmos do Data Analysis.

Use este guia para verificar a funcionalidade do sistema em relagdo a suas
especificagbes de requisitos de usuario e para definir e executar as tarefas de
validagéo do sistema definidas em seu plano de validagédo. Os seguintes recursos
contém informagdes adicionais.

+ Parainformagdes de tarefas especificas do contexto ("Como Fazer"),
referéncias a Interface do Usuario e ajuda para solugédo de problemas: OpenlLab
Help & Learning.

+ Para detalhes sobre a instalacao do sistema e preparacao do local: Guia de
Requisitos do Openlab CDS, Guia da Estagdo de Trabalho do Openlab CDS ou
Guia do Cliente e AIC do OpenlLab CDS.

1 Preparagao do Sinal

Este capitulo descreve como o sinal pode ser preparado, por exemplo, através da
subtragdo do branco, antes de ser integrado.

2 Integragao com o Integrador ChemStation

Este capitulo descreve os conceitos e algoritmos de integrador do integrador
ChemStation no Openlab CDS.

3 Integragao com o Integrador do EZChrom

Este capitulo contém a descrigao de eventos de integragao EZChrom.
4 Identificagao do pico

Este capitulo descreve os conceitos de identificagdo do pico.

5 Calibragao

Este capitulo contém detalhes sobre calculos utilizados no processo de
calibragéo.
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6 Quantificagao

Este capitulo descreve como os compostos sdo quantificados e explica os
calculos utilizados na quantificagéo.

7 Analise Espectral UV

Este capitulo descreve os conceitos de verificagdao de impureza e a confirmagéo
da identidade do composto com base na analise espectral UV.

8 Espectrometria de Massas

Este capitulo descreve o célculo de pureza da amostra com base em
espectrometria de massas.

9 System Suitability

Este capitulo descreve o que o OpenLab CDS pode fazer para avaliar o
desempenho do instrumento analitico e do método analitico.
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1 Preparagao do Sinal

Suavizagdo de Sinal 8

Abordagem geral 8
Detalhes do algoritmo 9

Subtragdo doBranco 11

Este capitulo descreve como o sinal pode ser preparado, por exemplo, através da
subtragéo do branco, antes de ser integrado.

Este capitulo descreve como o sinal pode ser preparado antes de ser integrado.

NOTA Quando as configuragdes de suavizag&o e subtragcdo do branco sdo usadas para

processar dados, o sistema realizara a suavizagao primeiro e depois a subtragdo
do branco com os sinais suavizados.
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1 Preparagao do Sinal

Suavizagao de Sinal

Abordagem geral

Suposigoes

Todos os algoritmos de suavizagao consideram que os dados séo dados
equidistantes. Os dados ndo equidistantes s&o transformados em dados
equidistantes, aplicando uma interpolacao spline e através de reamostragem
dos dados usando a menor diferenga de tempo nos dados ndo equidistantes.

Suavizagao - algoritmo de base

Todos os algoritmos de suavizagdo aplicam uma janela de tamanho 2m+17
preenchida com coeficientes de suavizagdo, usando a seguinte abordagem:

X' @ = Txi+)) al)

j=m

onde

a Matriz de coeficientes de suavizagao

X' Sinal suavizado

m Numero par especificando a metade da largura da janela de

suavizagao

Essa abordagem conduz a um numero impar 2m+7 para o tamanho total da
janela.
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1 Preparagao do Sinal

Tratamento das bordas

Uma vez que é suposto os coeficientes de suavizagéo estarem normalizados, as
bordas precisam de uma consideragao especial.

Para filtragem por Média mével e Gaussiana, a janela é reduzida na borda direita
ou esquerda e os coeficientes séo recalculados para chegarem a uma soma
total de 1 (normalizacao).

Para Savitzy-Golay, o tratamento é mais complicado. E preciso preservar as
propriedades de filtragem Savitzy-Golay também perto das bordas do sinal.
Consulte "Detalhes do algoritmo" na pagina 9.

Detalhes do algoritmo

Meédia movel

A Média movel é o algoritmo de suavizagdo mais simples. Todos os coeficientes
sao calculados da seguinte forma:

a(i) = 5=L5i = [-mm]

onde

a Matriz de coeficientes de suavizagdo

m NUmero par especificando a metade da largura da janela de

suavizagao

Isso indica que a fungéo de suavizagédo possui uma forma retangular. Esse tipo
de suavizagéo também é chamado de média boxcar.
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Preparagao do Sinal

Gaussiana

A suavizagdo Gaussiana usa coeficientes obtidos da distribuicdo normal Gauss.
Dado o numero 2m+7 como tamanho da janela, o desvio padrédo o da
distribuicdo normal é calculado da seguinte forma:

Os coeficientes individuais sdo computados da seguinte forma:

a'[x}-e"?"?|=:i-|-mm|
Em uma segunda etapa, os coeficientes sdo normalizados de modo que a soma
seja 1:

a'@®
ZJ 'r-a- :D

-z

==

Savitzky-Golay

Os coeficientes para a suavizagdo Savitzky-Golay sdo calculados a fim de
garantir que a area sob a fungédo permanega inalterada. O calculo dos
coeficientes baseia-se no artigo General Least-Squares Smoothing and

Differentiation by the Convolution (Savitzky-Golay) Method de Gorry (1990)'.

Esse calculo garante que as propriedades de preservagao da area de suavizagao
Savitzky-Golay também sejam validas nos limites do sinal.

T Gorry, PA., 1990. General Least-Squares Smoothing and Differentiation by the Convolution

(Savitzky-Golay) Method. Analytical Chemistry 62, 570-573
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1 Preparagao do Sinal

Subtracao do Branco

Ao analisar uma amostra, o sinal obtido pode ser causado por analitos, bem
como por solventes de diluicdo, fases moveis, aditivos, etc. Utilize a subtragédo do
branco para receber um cromatograma limpo, apenas com contribuicdo dos
analitos.

Os sinais em branco podem ter origem em:
* um branco de amostra em uma sequéncia
« um branco de amostra fora da sequéncia (por exemplo, uma corrida uUnica)

0 novo sinal é calculado através da subtragao do sinal em branco:
Sinal novo = sinal da amostra - sinal em branco
Para cromatogramas extraidos usando um comprimento de onda especifico:

Sinal novo = sinal da amostra no comprimento de onda - sinal em branco no
comprimento de onda

Se um branco e uma amostra apresentarem taxas de dados diferentes, a taxa de
dados do branco sera ajustada. Os pontos de dados sdo removidos ou criados
por interpolacao spline.

Se o tempo de corrida da amostra for maior do que o tempo de corrida do
branco, o novo sinal contera pontos de dados corrigidos e ndo corrigidos.
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2 Integragao com o Integrador ChemStation

O que é integracdo? 13
O que a integragao faz? 13
Capacidades do integrador 14

Os algoritmos do integrador 15
Visdogeral 15

Definir a linha de base inicial 16
Rastrear a linha de base 17

Alocar a linha de base 18

Definigdo dos termos 19

Principio da operagdo 20

Reconhecimento do pico 21
Largura do pico 22

Filtros de reconhecimento do pico 23
Agrupamento 24

0 algoritmo de reconhecimento do pico 25
Picos unidos 26

Ombros 27

Construgdo da linha de base padrdo 28
Cddigos da linha de base 29

Medigao da area do pico 32
Determinagdo da area 33

Unidades e fatores de conversdo 34
Alocagéo dalinha de base 35

Modos de corregéo da linha de base 35
Razao pico-vale 37

Tangente Skim 38

Modos tangente skim 42

Eventos de Integragdo 46

Eventos de integragdo padrdo: Eventos iniciais 46
Eventos de integragdo padrao: Eventos de tempo 51
Eventos de integragdo avangados 63

Este capitulo descreve os conceitos e algoritmos de integrador do integrador
ChemStation no Openlab CDS.
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Integragao com o Integrador ChemStation

O que € integragao?

A integracgao localiza os picos em um sinal e calcula o seus tamanhos.

Aintegracdo é um passo necessario para:
+ identificagéo

+ calibracédo

+ quantificagéo

O que aintegragao faz?

Quando um sinal é integrado, o software:

+ identifica um tempo inicial e um tempo final para cada pico

* encontra o apice de cada pico, que €, o tempo de retengao/migragao,
+ constréi uma linha de base e

+ calcula a area, altura, largura do pico e simetria para cada pico.

Este processo é controlado pelos parametros chamados eventos de integracao.
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2 Integragao com o Integrador ChemStation

Capacidades do integrador

Os algoritmos do integrador incluem as seguintes capacidades chave:

a habilidade de definir tabelas de evento de integracao individual para cada
sinal cromatografico se varios sinais ou mais de um detector for utilizado

integracéo grafica manual dos cromatogramas exigindo interpretacédo
humana

comentario dos resultados de integracao

definigdes do pardmetro do integrador para definir ou modificar as
configuragbes basicas do integrador para a rejeigéo por area, largura do pico,
slope sensitivity, detecgdo de ombro, corregao de linha de base e detecgéo da
tangente skim frontal/da cauda

pardmetros de controle de linha de base, tais como forgar linha de base, linha
de base e todos os vales, linha de base no proximo vale, ajustar retorno de
linha de base a partir do final do pico atual, ponto de linha de base mais
provavel a partir de um intervalo de tempo

controle da somatéria de drea
reconhecimento de pico negativo
deteccao da definigdo do pico do solvente

controle do integrador comanda os intervalos de tempo de retengéo definidos
para a operacdo do integrador

alocacao do ombro do pico através da utilizagdo de célculos derivativos
secundarios
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2 Integragao com o Integrador ChemStation

Os algoritmos do integrador

Visao geral

Para integrar um cromatograma, o integrador...
define a linha de base inicial,

rastreia e atualiza a linha de base continuamente,
identifica o tempo inicial para um pico,

encontra o apice de cada pico,

identifica o tempo final para um pico,

constréi uma linha de base e

N o o b WON =

calcula a drea, altura, largura do pico e simetria para cada pico.

Este processo é controlado pelos eventos de integragdo. Os eventos mais
importantes sao o slope sensitivity inicial, largura do pico, modo de ombros,
rejeicdo por area e rejeicdo por altura. O software lhe permite definir valores
iniciais para estes e outros eventos. Os valores iniciais tém efeito no inicio do
cromatograma.

Na maioria dos casos, 0s eventos iniciais dardo bons resultados de integragéo
para o cromatograma inteiro mas pode haver vezes em que vocé deseja mais
controle sobre o progresso de uma integragao.

O software Ihe permite controlar como uma integragao € realizada lhe
habilitando a programar novos eventos de integragdo em momentos
apropriados no cromatograma.
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2 Integragao com o Integrador ChemStation

Definir a linha de base inicial

Pontos cardinais

apice do pico

ponto de inflexdo ponto de inflexdo

ponto da linha de base ponto da linha de base

coordenada horizontal
do tempo decorrido

Figura 1 Pontos cardinais

Definir a linha de base inicial

Como as condig¢des da linha de base variam de acordo com o aplicativo e com o
hardware detector, o integrador utiliza os parametros dos eventos de integragao
e do arquivo de dados para otimizar a linha de base.

Antes de o integrador poder integrar 0s picos, ele deve estabelecer um ponto da
linha de base. No inicio da analise, o integrador estabelece um nivel da linha de
base inicial tomando o primeiro ponto de dados como uma tentativa do ponto da
linha de base. Ele entdo tenta redefinir este ponto da linha de base inicial na
meédia do sinal de entrada. Se o integrador nao obtiver um ponto da linha de base
inicial redefinido, ele retera o primeiro ponto de dados como um potencial ponto
da linha de base inicial.

Identificar os pontos cardinais de um pico

O integrador determina que um pico pode estar iniciando quando os potenciais
pontos da linha de base ficam fora do envelope da linha de base e a curvatura da
linha de base excede um certo valor como determinado pelo pardmetro do slope
sensitivity do integrador. Se esta condi¢do continuar, o integrador reconhece que
ele esta na subida de um pico e o pico é processado.
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2 Integragao com o Integrador ChemStation

Inicial
1 Slope e curvatura dentro do limite: continua rastreando a linha de base.
2 Slope e curvatura acima do limite: possibilidade de um pico.

3 Slope mantém-se acima do limite: pico reconhecido, ponto do inicio do pico
definido.

4 Curvatura torna-se negativa: ponto de inflexdo frontal definido.

Apice
1 O slope passa pelo zero e torna-se negativo: apice do pico, ponto do apice
definido.

2 Curvatura torna-se positiva: ponto de inflexdo traseiro definido.

Final

1 Slope e curvatura dentro do limite: aproximando-se do final do pico.
2 Slope e curvatura mantém-se dentro do limite: do final do pico definido.
3 Ointegrador retorna para 0 modo de rastreamento da linha de base.

Rastrear a linha de base

O integrador experimenta os dados digitais em um determinado intervalo pela
largura inicial ou pela largura calculada do pico, enquanto a execucéo progride.
Ele considera cada ponto de dados como um potencial ponto da linha de base.

O integrador determina um envelope da linha de basedo slope da linha de base,

usando um algoritmo de rastreamento da linha de base no qual o slope é

determinado pelo primeiro derivado e a curvatura pelo segundo derivado.

O envelope da linha de base pode ser visualizado como um cone com a sua

ponta no ponto de dados atual. Os niveis superior e inferior de aceitagdo do cone

sdo:

+ +ascendente + curvatura + tendéncia da linha de base devem ser mais
baixas que o nivel de threshold;

+ -ascendente - curvatura - tendéncia da linha de base devem ser mais
positivas (por exemplo, menos negativas) que o nivel de threshold.

Como os pontos de dados séo aceitos, o cone se move para frente até que
ocorra uma erupgao.
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2 Integragao com o Integrador ChemStation

Para ser aceito como um ponto da linha de base, o ponto de dados deve
satisfazer as seguintes condigdes:

+ deve estar entre o envelope da linha de base definida;

+ acurvatura da linha de base no ponto de dados (determinada pelos filtros
derivados) deve estar abaixo de um valor critico, como determinado pela
configuragdo atual do slope sensitivity.

O ponto da linha de base inicial, estabelecido no inicio da andlise é entdo
continuamente redefinido, em um intervalo determinado pela largura do pico,
para a média de movimento dos pontos de dados que estéo entre o envelope da
linha de base por um periodo determinado pela largura do pico. O integrador
rastreia e redefine periodicamente a linha de base para compensar o desvio até
gue seja detectada uma subida do pico.

Alocar a linha de base

O integrador aloca a linha de base cromatografica durante a andlise a uma
frequéncia determinada pelo valor da largura do pico. Quando o integrador tiver
experimentado um certo nimero de pontos de dados, ele redefine a linha de
base a partir do ponto da linha de base inicial para o ponto da linha de base atual.
O integrador continua a rastrear a linha de base pelo proximo conjunto de pontos
de dados e redefine a linha de base novamente. Este processo continua até que
o integrador identifique o inicio de um pico.

Ponto de dados tempo inicial ponto atual

L it
Largura de pico - - -]
esperada T

fae———» 2T

e > 9T redefinir linha
oT de base
f———»f

Figura2  Linhade base

No inicio do processo de integracao, o primeiro ponto de dados € utilizado. Esse
ponto da linha de base é redefinido periodicamente conforme mostrado na
figura (consulte Figura 2 na pagina 18).
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2 Integragao com o Integrador ChemStation

As dreas sdo somadas por um tempo T (largura do pico esperada). Este tempo
ndo pode nunca ser menos que um ponto de dados. Isto continua desde que
exista condicao da linha de base agora. O slope e a curvatura também sao
obtidos. Se o slope e a curvatura forem menores que o threshold, duas areas
somadas sao unidas e comparadas com a linha de base anterior. Se o novo valor
for menor que a linha de base anterior, o novo valor substitui imediatamente o
antigo. Se o novo valor for maior que o valor anterior, ele € armazenado como
uma tentativa de nova linha de base e é confirmado se mais um valor satisfizer o
critério de nivelamento do slope e da curvatura. Esta Ultima limitagéo né&o fica
ativa se 0s picos negativos forem permitidos. Durante a linha de base, deve ser
feita uma verificagéo para examinar solventes de ascenséo rapida. Eles podem
ser muito rapidos para a detecgdo do movimento ascendente. (No momento que
0 movimento ascendente é confirmado, o critério do solvente pode ja ndo ser
valido.) No primeiro tempo através do primeiro ponto de dados estd a linha de
base. E substituido pela média 2 T se o sinal estiver na base. A linha de base é
entdo redefinida a cada T (consulte Figura 2 na pagina 18).

Definicao dos termos

Pico do Solvente

O pico do solvente, que geralmente é um pico muito grande de nenhuma
importancia analitica, ndo esta normalmente integrado. No entanto, quando
picos pequenos de interesse analitico ficam proximos ao pico de solvente, por
exemplo, na cauda do pico de solvente, condigbes de integragao especiais
podem ser definidas para calcular suas areas corretas para a contribui¢cdo da
cauda do pico de solvente.

Ombro (frente, traseira)

Os ombros ocorrem quando dois picos ficam tdo préoximos que nao existe
nenhum vale entre ele e eles ndo séo resolvidos. Os ombros podem ocorrer na
extremidade dianteira (frontal) do pico ou na extremidade traseira(posterior) do
pico. Quando os ombros sao detectados, eles podem ser integrados pela
tangente skim ou pelas quedas da linha de base.

Inclinagao

A'inclinacao de um pico, que denota a alteragéo de concentracdo do
componente pelo tempo, é usada para determinar o inicio, o épice e o fim de um
pico.
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2 Integragao com o Integrador ChemStation

Principio da operacao

| Parametros iniciais

.

Definir linha de base
inicial

Rastreamento da

linha de base \
Rastrear e restabelecer
linha de base
Nao +

Inicio do grupo do pico?

Sim

Deteccio de grupo

y

Detectar pontos do pico

Néo *

Detectar linha de base?

Sim
Y

| Fim do grupo do pico

Avaliacdo do grupo

y

| Construir picos

‘ Detectar skimmers

,

Armazenar picos na
Tabela de Picos

Calcular estatisticas de
<«— | pico

Figura3  Diagrama do fluxo do integrador
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2 Integragao com o Integrador ChemStation

Reconhecimento do pico

O integrador utiliza varias ferramentas para reconhecer e caracterizar um pico:

+ "Largura do pico"' na pagina 22
"Filtros de reconhecimento do pico" na pagina 23

« "Agrupamento’ na pagina 24

+ 'O algoritmo de reconhecimento do pico" ha pagina 25
"Picos unidos" na pagina 26

* "Ombros" na pagina 27

+ "Construgao da linha de base padrao" na pagina 28
"Cdédigos da linha de base" na pagina 29
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Largura do pico

Durante a integracéao, a largura do pico é calculada a partir da drea e altura do
pico ajustadas:

Largura = drea ajustada/altura ajustada

ou se os pontos de inflexdo estiverem disponiveis a partir da largura entre os
pontos de inflexao.

Ps Pe

I linha de base

Figura4  Calculo da largura do pico

Na figura acima, a drea total A, € a soma das dreas do inicio do pico (Ps) até o
final do pico (Pe), ajustado para a linha de base. Fs € o slope frontal no ponto de
inflexdo, Rs é o slope traseiro no ponto de inflexao.

A largura do pico controla a habilidade do integrador para distinguir picos de
ruidos da linha de base. Para obter um bom desempenho, a largura do pico deve
ser definida préxima a largura do pico cromatografico atual.

Existem trés formas da largura do pico ser alterada:

+ antes do processo de integragéo, € possivel especificar a largura inicial do
pico;

+ durante o processo de integragao, o integrador atualiza automaticamente a

largura do pico como necessario para manter uma boa correspondéncia com
os filtros de reconhecimento do pico;

« durante o processo de integragao, é possivel redefinir ou modificar a largura
do pico utilizando um evento de tempo programado.
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Filtros de reconhecimento do pico

O integrador tem trés filtros de reconhecimento do pico que utiliza para
reconhecer os picos detectando alteragdes no slope e na curvatura dentro de um
conjunto de pontos de dados contiguos. Estes filtros contém o primeiro derivado
(para medir o slope) e o segundo derivado (para medir a curvatura) dos pontos
de dados a serem examinados pelo integrador.

Para proporcionar resultados confidveis, o pico deve conter, pelo menos, dez
pontos de dados.

Os filtros de reconhecimento séo:
Filtro1  Slope (curvatura) de dois (trés) pontos de dados contiguos

Filtro 2  Slope de quatro pontos de dados contiguos e curvatura de trés pontos de dados
nao contiguos

Filtro 3  Slope de oito pontos de dados contiguos e curvatura de trés pontos de dados
ndo contiguos

O filtro atual utilizado é determinado pela configuracdo da largura do pico. Por
exemplo, no inicio de uma analise, o Filtro 1 pode ser utilizado. Se a largura do
pico aumentar durante a analise, o filtro é alterado primeiro para o Filtro 2 e, em
seguida, para o filtro 3. Para obter um bom desempenho nos filtros de
reconhecimento, a largura do pico deve ser definida préxima a largura do pico
cromatografico atual. Durante a execucao, o integrador atualiza a largura do pico
COMo necessario para otimizar a integragao.

O integrador calcula a largura atualizada do pico de formas diferentes,
dependendo da técnica do instrumento.

Para dados LC, o calculo padrao da largura do pico utiliza um calculo composto:

0,3 * (Ponto de inflexdo direito - Ponto de inflexdo esquerdo) + 0,7 *
Area/Altura

Para dados GC, o calculo padrdo da largura do pico utiliza area/altura. Este
calculo ndo superestima a largura quando estéo unidos acima do ponto de altura
média.

Em certos tipos de analises, por exemplo, analises isotérmicas GC e isocraticas
LC, os picos tornam-se significativamente mais amplos durante o progresso da
andlise. Para compensar isso, o integrador atualiza automaticamente a largura
do pico enquanto o pico é ampliado durante uma andlise. Ele faz isso
automaticamente a menos que a atualizagédo tenha sido desativada com o
evento de tempo da largura de pico fixa.
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A atualizacdo da largura do pico é medida da seguinte forma:

0,75 * (largura do pico existente) + 0,25 * (largura do pico atual)

Agrupamento

0 agrupamento € meio pelo qual o integrador mantém picos ampliados dentro
do intervalo eficaz dos filtros de reconhecimento do pico de forma a manter uma
boa seletividade.

O integrador ndo pode continuar a aumentar a largura do pico indefinidamente
para picos ampliados. Eventualmente, os picos tornar-se-iam tdo amplos que
eles ndo poderiam ser vistos pelos filtros de reconhecimento do pico. Para
superar esta limitagéo, o integrador agrupa os pontos de dados, estreitando o
pico de forma eficaz enquanto mantém a mesma darea.

Quando os dados sdo agrupados, os pontos de dados sé&o agrupados em dois,
elevados para o poder de agrupamento, por exemplo, ndo agrupado = 1x,
agrupado uma vez = 2x, agrupado duas vezes = 4x etc.

O agrupamento é baseado no intervalo de dados e na largura do pico.
O integrador utiliza esses parametros para definir o fator de agrupamento para
dar o numero apropriado de pontos de dados (consulte Tabela 1 na pagina 24).

0 agrupamento é efetuado de dois em dois baseado na largura do pico esperada
ou experimentada. O algoritmo de agrupamento esta resumido em Tabela 1 na
pagina 24.

Tabela1  Critério de agrupamento

Largura de pico esperada Filtro(s) utilizado(s) Agrupamento realizado
0-10 pontos de dados Primeiro Nenhum

8 - 16 pontos de dados Segundo Nenhum

12 - 24 pontos de dados Terceiro Nenhum

16 - 32 pontos de dados Segundo Uma vez

24 - 48 pontos de dados Terceiro Uma vez

32 - 96 pontos de dados Terceiro, segundo Duas vezes

64 - 192 pontos de dados Terceiro, segundo Trés vezes
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O algoritmo de reconhecimento do pico

O integrador identifica o inicio do pico com um ponto de linha de base
determinado pelo algoritmo de reconhecimento do pico. O algoritmo de
reconhecimento do pico primeiro compara as saidas do s filtros de
reconhecimento do pico com o valor do slope sensitivity inicial, para aumentar
ou diminuir o slope de subida. O integrador declara que o ponto no qual o valor
do acumulador de slope de subida é 215 indica que um pico comecou.

Inicio do pico

Em Tabela 2 na pagina 25 a largura esperada do pico determina que valores da
curvatura e slope do filtro sdo comparados com o Slope sensitivity. Por exemplo,
guando a largura esperada do pico é pequena, os nimeros do Filtro 1 sdo
adicionados ao acumulador de slope de subida. Se a largura esperada do pico
aumentar, entdo 0s numeros para o Filtro 2, e eventualmente para o Filtro 3, sao
utilizados.

Quando o valor do acumulador de slope de subida é 215, o algoritmo reconhece
gue um pico pode estar iniciando.

Tabela2 Valores adicionais para o acumulador de movimento ascendente

Filtro derivado 1 - 3 saidas contra o slope sensitivity Filtro 1 Filtro 2 Filtro 3
Slope > Slope sensitivity +8 +5 +3
Curvatura > Slope sensitivity +0 +2 +1
Slope < (-) Slope sensitivity -8 -5 -3
Slope < [Slope Sensitivity| -4 -2 -1
Curvatura < (-) Slope sensitivity -0 -2 -1
Final do pico

Em Tabela 3 na pagina 26 a largura esperada do pico determina que valores da
curvatura e slope do filtro sGo comparados com o Slope sensitivity. Por exemplo,
guando a largura do pico esperada é pequena, os numeros do Filtro 1 sdo
adicionados ao acumulador de slope de descida. Se a largura esperada do pico
aumentar, entao 0s numeros para o Filtro 2, e eventualmente para o Filtro 3, sé@o
utilizados.

Quando o valor do acumulador de descida de slope é 215, o algoritmo reconhece
gue um pico pode estar terminando.
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Reconhecimento do pico

Tabela3  Valores adicionais para o acumulador de movimento de slope de descida

Filtro derivado 1 - 3 saidas contra o slope sensitivity Filtro 1 Filtro 2 Filtro 3
Slope < (-) Slope sensitivity +8 +5 +3
Curvatura < (-) Slope sensitivity +0 +2 +1
Slope > Slope sensitivity -11 -7 -4
Slope > |Slope Sensitivity| -28 -18 -11
Curvatura > Slope sensitivity -0 -2 -1

O algoritmo do apice do pico

O apice do pico é reconhecido pelo ponto mais alto no cromatograma
construindo um ajuste parabdlico que passa pelos pontos de dados mais altos.

Picos unidos

Os picos unidos acontecem guando um novo pico comega antes do final do pico
ser encontrado. A figura ilustra como o integrador lida com picos unidos.

Ponto de vale

Figura5  Picos unidos

O integrador processa 0s picos unidos da seguinte forma:
1 ele soma a area do primeiro pico até o ponto do vale.

2 no ponto do vale, a somatdria do primeiro pico termina e a somatéria para
0 segundo pico € iniciada.

3 quando o integrador localiza o final do segundo pico, a somatéria da area
para. Este processo pode ser visualizado ao separar 0s picos unidos tragando
uma perpendicular a partir do ponto do vale entre os dois picos.
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Ombros

Os ombros séo picos néo resolvidos na extremidade frontal ou traseira de um
pico maior. Quando um ombro esta presente, ndo existe nenhum vale verdadeiro
no sentido de slope negativo seguido de slope positivo. Um pico pode ter varios
ombros frontais e/ou traseiros.

15,550

15,410
15,690

Figura6  Ombros do pico

Os ombros sdo detectados a partir da curvatura do pico como dado pela
segundo derivada. Quando a curvatura vai a zero, o integrador identifica um
ponto de inflexdo, tais como pontos a e b em Figura 6 na pagina 27.

+ Um potencial ombro frontal existe quando um segundo ponto de inflexdo é
detectado antes do apice do pico. Se um ombro for confirmado, o inicio do
ponto do ombro é definido no ponto maximo de curvatura positiva da
inflexdo.

« Um potencial ombro traseiro existe quando um segundo ponto de inflex&o é
detectado antes do final do pico ou do vale. Se um ombro for confirmado, o
inicio do ponto do ombro é definido no ponto minimo de inclinagdo apds o
apice do pico.

O tempo de retengéo é determinado a partir do ponto do ombro de maxima
curvatura. Com um evento de integragado programado, o integrador pode
também calcular as areas do ombro como picos normais com linhas de queda
nos pontos do pico do ombro de inflexao.

A drea do ombro é subtraida do pico principal.

Os ombros do pico podem ser tratados como picos normais pela utilizagdo de
um evento de tempo do integrador.
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Construcao da linha de base padrao

Apos qualquer pico cluster estar completo e a linha de base ser encontrada, o
integrador solicita o algoritmo de alocacao da linha de base para alocar a linha
de base utilizando a técnica "pegs-and-thread". Ela utiliza as corregdes da area
trapezoidal e altura proporcional para normalizar e manter a linha de base o mais
baixo possivel. As entradas para o algoritmo de alocacéo da linha de base
também incluem os pardmetros do método e dos arquivos de dados que
identificam o detector e o aplicativo que o integrador utiliza para otimizar o seu
cdlculo.

No caso mais simples, o integrador constréi a linha de base como uma série de
segmentos de linha reta entre:

* oinicio da linha de base,
* inicio do pico, vale, pontos finais,
+ alinha de base do pico.

Marcas de verificacdo

Linha de base
Figura7  Construgao da linha de base padrao
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Cadigos da linha de base

Nos resultados de integragdo de um relatorio, a cada pico € atribuido um codigo
de dois, trés ou quatro caracteres que descreve como a linha de base do sinal foi

desenhada.

Tabela4  Cédigo de quatro caracteres

Primeiro caractere

Linha de base noinicio  Linha de base no fim

Segundo caractere

Terceiro caractere

Indicador de erro/pico

Quarto caractere

Tipo de pico

Os codigos da linha de base estéo incluidos na tabela Resultados de Injegdo e em
todos os modelos de relatério padréo.

Resultados da Injecdo

Ficos | Resumo
o # - Nome

1

2
3
4

Figura8  Resultados da injecdo

VB
BB
BB

BB

Cédigo LB

Descrigdo do sinal
DAD1A,Sig=272.0,16.0 Ref=350.0,20.0
DAD1A,Sig=272.0,16.0 Ref=380.0,20.0
DADLA,Sig=272.0,16.0 Ref=330.0,200

DADLA,Sig=272.0,16.0 Ref=350.0,200

Sinal: DAD1A,Sig=272.0,16.0 Ref=380.0,20.0
RT [min] Tipo |Largura [min] Area
1,867 VB 0,56 450,53
2,447 BB 0,50 398,11
2,979 BB 0,68 417,49
4479 BB 0,47 377,73
Soma 1643,86

Figura9  Exemplo: Tabela do relatério resumido de area

Referéncia para o Data Analysis

RT {min)
1,867
2,447
2,979

4479

Area
450,530
398,110
417,487

377,735

Altura
86,95
58,47
69,91
55,73

Areath Altura
27,407
24,218
25,397

22,979

Area%
2741
24 22
25,40
22,98

86,947
58,473
69,913

55,727
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Caracteres 1e 2

O primeiro caractere descreve a linha de base no inicio do pico e o segundo
caractere descreve a linha de base no fim do pico.

O pico comegou ou parou na linha de base.

O pico comegou ou parou enquanto a linha de base estava penetrada.
O pico comegou ou parou com uma queda de linha de base no vale.
O pico comegou ou parou em uma linha de base horizontal forgada.
O pico comegou ou parou em um ponto forgado.

O pico foi integrado manualmente.

A atribuigdo do pico foi desfeita.

Sinais adicionais podem também ser anexados (em ordem de precedéncia).

Caractere 3

O terceiro caractere descreve um indicador de erro ou pico:

Aintegracao foi interrompida. Por exemplo, devido aos eventos de integragdo

LIGAR/DESLIGAR ou devido ao fim do tempo de corrida do sinal.
O pico estava distorcido (forma do pico incorreta).

O pico é um pico normal.
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Caractere 4

O quarto caractere descreve o tipo de pico. E mostrado apenas em associacéo a
eventos de integracao forgados ou se a integragao manual tiver sido acionada.
Por exemplo, vocé usa um evento de integragdo para definir um pico do solvente
ou usa a integragdo manual para corrigir a linha de base ou excluir um pico.

O pico € um pico do solvente.

=2

O pico € um pico negativo.

-+

O pico € um pico de somatoria de area.
Pico tangente skim (skim padrao).
Pico tangente skim (modo skim exponencial antigo).

Pico tangente skim (modo skim exponencial novo).

3 m x +

Pico definido pela linha de base manual.

=}

Pico negativo definido pela linha de base manual.

—

Pico tangente skim definido pela linha de base manual.

Pico tangente skim (skim exponencial) definido pela linha de base manual.
O pico é um pico recalculado.

Pico definido por uma tangente de ombro frontal.

Pico definido por uma tangente de ombro traseiro.

Pico definido por uma queda de linha de ombro frontal.

Pico definido por uma queda de linha de ombro traseiro.

C O M T -+« O X

O pico nao foi atribuido.
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Medicao da area do pico

A etapa final da integragédo do pico determina a area final do pico.

BB

| |

Figura10 A medicao da area para picos de linha de base para linha de base

No caso de um pico simples e isolado, a drea do pico é determinada pela area
acumulada acima da linha de base entre o comeco e o fim do pico.
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Determinacgao da area

A drea que o integrador calcula durante a integragéo é determinada como se
segue;

+ para os picos de linha de base para linha de base (BB), a drea acima da linha
de base entre o inicio e o fim do pico e, como na Figura 10 na pagina 32;

+ para picos vale para vale (VV), a drea acima da linha de base, segmentada
com linhas de queda verticais a partir dos pontos do vale, como em Figura 11
na pagina 33;

vV

Figura11 Medigao da area para picos de vale para vale

+ para picos tangentes (T), a drea acima da linha de base redefinida;

+ para picos do solvente (S), a drea acima da extensado horizontal a partir do
ponto da linha de base encontrada por ultimo e abaixo da linha de base de
redefinigdo dada aos picos tangentes (T). Um pico do solvente pode
aumentar muito devagar para ser reconhecido ou pode haver um grupo de
picos na execugao que vocé acha que deve ser tratado como um solvente
com um conjunto de riders. Isto geralmente envolve um grupo de picos unido
onde o primeiro € muito maior que os outros. O tratamento simples de queda
de linha de base iria exagerar 0s picos posteriores porque eles estdo na
verdade na cauda do primeiro. Ao forgar o primeiro pico a ser reconhecido
como um solvente, o resto do grupo € retirado da cauda;
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+ picos negativos que ocorrem abaixo da linha de base tém uma drea positiva,
como mostrado em Figura 12 na pagina 34.

Area total da zona - Area abaixo da linha de base = Area da linha de base corrigida

Figura 12 Medigao da area para picos negativos

Unidades e fatores de conversao

Externamente, os dados contém um conjunto de pontos de dados, eles podem
ser dados amostrados ou integrados. No caso de dados integrados, casa ponto
de dados corresponde a uma area que € expressa por Altura x Tempo. No caso
de dados amostrados, cada ponto de dados corresponde a uma altura.

Portanto, no caso de dados integrados, a altura € uma grandeza calculada,
obtida dividindo a area pelo tempo decorrido desde o ponto de dados anterior.
No caso de dados amostrados, a area é calculada multiplicando os dados pelo
tempo decorrido desde o ponto de dados anterior.

O célculo de integracéo faz uso de ambas as grandezas. As unidades tratadas
internamente no integrador sao: resposta do detector x segundos para a area e
resposta do detector como altura. Isto é feito para fornecer uma base comum
para o truncamento inteiro quando necessario. As medigbes de tempo, drea e
altura sdo relatadas em unidades fisicas reais, independentemente de como elas
sao medidas, calculadas e armazenadas no software.
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Alocacao da linha de base

Modos de corregao da linha de base

Varios modos de corregéo da linha de base estado disponiveis em OpenLab CDS.
Eles sdo descritos nas sec¢des a seguir.

Modo de corregao da linha de base: Classico

Uma penetragao ocorre quando o sinal cai abaixo da linha de base construida
(ponto a em Figura 13 na pagina 35).

T/

Figura 13 Penetracao da linha de base

Se ocorrer uma penetragao de linha de base, aquela parte da linha de base pode
ser reconstruida, como mostrada pelos pontos b em Figura 13 na pagina 35.

E possivel utilizar os seguintes modos de correcéo para remover todas as
penetracdes da linha de base:

Sem penetragao
+ Avancado
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Modo de corregao da linha de base: Sem penetragao

Quando esta opgéo € selecionada, cada grupo do pico é procurado para as
penetracdes da linha de base. Se as penetragdes forem encontradas, os pontos
inicial e/ou final do pico séo alterados até que néo exista nenhuma penetragéo.

Modo de corregéo da linha de base Classico Modo de correcéo da linha de base Sem
penetragao

0O modo de corregao da linha de base Sem penetragao ndo esta disponivel para
picos de solventes, com seus picos menores e ombros.

Modo de corregao da linha de base: Avangado

No modo de correcéo da linha de base, o integrador tenta aperfeigoar o inicio e 0
final de um pico, restabelecendo a linha de base para um grupo de picos e
remove a penetracdo de linha de base (consulte "Modo de corregéo da linha de
base: Sem penetracdo’ na pagina 36). Em varios casos, a corregéo de linha de
base avangada oferece uma linha de base mais estavel, que é menos
dependente do slope sensitivity.
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Razao pico-vale

A razao pico-vale é uma medida de qualidade, indicando quéo bem o pico esta
separado de outros picos de substancia. Este parametro especificado pelo
usuario € um componente do modo avancado de rastreamento da linha de base.
E usado para decidir se dois picos que ndo apresentam separacéo da linha de
base séo separados usando uma queda de linha ou uma linha de base no vale.
O integrador calcula a razéo entre a altura corrigida pela linha de base do pico
secundario e a altura corrigida pela linha de base do vale. Quando a raz&o pico
vale € menor que o valor especificado, uma linha de queda é usada, caso
contrario, uma linha de base é desenhada a partir da linha de base do inicio do
primeiro pico até o vale e a partir do vale até a linha de base no final do segundo
pico (compare "Modo de corregéo da linha de base: Sem penetragdo’ na

pdgina 36 com Figura 14 na pagina 37).

H1 H2
Hv

Figura 14 Razéao pico vale

A razao pico-vale € calculada usando as seguintes equacgdes;
H1zH2, Razé&o pico vale = H2/Hv

e

H1 < H2, Raz&o pico vale= H1/Hv

Figura 15 na pagina 38 exibe como o valor especificado pelo usudrio da razdo
pico vale afeta as linhas de base.
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18,529 18,529

19,060 19,060
Razéo pico vale inferior Razdo pico vale superior
ao valor es_pecificado ao valor especificado
pelo usuario pelo usuario

Figura 15 Efeito da razéo pico vale nas linhas de base

Tangente Skim

A tangente skim é uma forma de linha de base construida para picos
encontrados na zona ascendente ou descendente de um pico. O pré-requisito €
gue os dois picos ndo estejam separados pela linha de base.

As figuras a seguir ilustram o principio do tangente skim:

— —_—

Figura 16  Picos sem skim, separados por uma queda de linha
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— —_—

Figura17 Skimming de cauda

/\

— —_—

Figura 18 Skimming frontal

Critério de skim

O seguinte critério determina se uma linha skim é utilizada para calcular a area
de um pico secundario eluindo na extremidade frontal ou traseira de um pico
principal:

+ Raz&o altura skim (Razao skim altura frente ou Razao skim altura cauda)
+ Razéo skim/vale

A razdo skim altura é a razdo da altura corrigida pela linha de base de um pico
principal (Hp na figura abaixo) para a altura corrigida pela linha de base de um
pico secundario (Hc). Para fazer o skim do pico secundario, utilize um valor mais
baixo que esta razao. Para desabilitar o skim exponencial ao longo da execugéo,
é possivel definir este parametro para um valor alto ou para zero.

A raz&o skim/vale é a razao da altura do pico secundario acima da linha de base
(Hc na figura abaixo) a altura do vale acima da linha de base (Hv). Para fazer o
skim do pico secundario, utilize um valor maior que esta razao.
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Se um desses critérios ndo for cumprido para um conjunto de picos secundarios
na cauda do pico principal, todos os picos secundarios apés o Ultimo pico
secundario que cumpriu ambos 0s critérios ndo recebem mais skim, mas
utilizam uma queda de linha de base

Este critério ndo é utilizado se um evento de tempo para um exponencial estiver
ativo ou se um pico principal for um pico secundario. O codigo da linha de base
entre o pico principal e o pico secundario deve ser de tipo Vale (consulte'Cédigos
da linha de base" na pagina 29).

Hv: Altura do vale = 6,6

Figura 19 Exemplo para calcular os valores de critério do skim

Razao skim/altura = Hp/Hc

Raz&o skim/vale = Hc/Hv

onde

Hp Altura corrigida pela linha de base do pico principal
Hv Altura do vale acima da linha de base

Hc Altura corrigida pela linha de base do pico secundério

Skimming de  Para utilizar o skimming de cauda, vocé deve definir os parametros da seguinte
cauda forma:

+ Razdo skim alturanacauda =85/48=1,77

Nos eventos de integragéo, utilize um valor < 1,77.
* Razado skim/vale=48/6,6=7,3

Nos eventos de integragao, utilize um valor > 7,3.
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Skimming Com o skimming frontal, o primeiro pico é o pico secundario e o segundo é o
frontal pico principal. Dessa forma, para utilizar o skimming frontal, vocé deve definir os
pardmetros da seguinte forma:

* Razao de altura skim cauda =48 /85 = 0,56

Nos eventos de integragao, utilize um valor < 0,56.
+ Razao skim/vale=85/6,6 =129

Nos eventos de integracgao, utilize um valor > 12,9.
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Modos tangente skim

Quando o tangente skim é habilitado, estdo disponiveis quatro modelos para
calcular dreas do pico adequadas:

Curva exponencial
Novo skim exponencial
Skim de linha reta

Célculos combinados de linha exponencial e reta para melhor se adequar
(skims padrao)

Curva exponencial

O modelo skim desenha uma curva utilizando um exponencial através do inicio e
final de um pico secundario. A curva passa embaixo de cada pico secundario
que siga o pico principal; a area embaixo da curva skim é subtraida do pico
secundario e adicionada ao pico principal.

Skim de linha reta

14,296 14,357

14,144

Ajuste da curva exponencial /

Linha de base do pico atual

Figura20 Skim exponencial
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Nova curva exponencial

0O modelo skim desenha uma curva utilizando uma equagao exponencial para
aproximar a extremidade frontal ou traseira do pico principal. A curva passa
embaixo de um ou mais picos que sigam o pico principal (picos menores). A drea
embaixo da curva skim é subtraida dos picos menores e adicionada ao pico
principal. E possivel fazer skim em mais de um pico secundario utilizando o
mesmo modelo exponencial; todos 0s picos apds o primeiro pico secundario sao
separados pelas quedas de linhas de base, comegando no final do primeiro pico
secundario, e sdo deixados apenas na curva de skim.

Pico Pai/principal 14,296 14,357

Picos filhos/secundarios \ VCQ
/ 4

Linhas de queda

Curva skim exponencial

Linha de base do pico pai

Figura21 Novo skim exponencial
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Skim de linha reta

0O modelo skim desenha uma linha reta pelo inicio e final de um pico secundario.
A altura do inicio do pico secundario é corrigida para o slope do pico principal. A
area embaixo da linha reta é subtraida dos picos menores e adicionada ao pico
principal.

Skim de linha reta

14.296 14,357

14,144

Skim de linha reta /

Linha de base do pico atual

Figura22 Skim de linha reta

Skims padrdo

0O método padrdo é uma combinacgao dos calculos da linha exponencial e reta
para melhor se adequar.

Atroca de um calculo exponencial para um calculo linear é executado de forma a
eliminar descontinuidades bruscas de alturas ou areas.

+ Quando o sinal estiver bem acima da linha de base, o célculo de ajuste da
cauda é exponencial.

* Quando o sinal estiver dentro do envelope de linha de base, o céalculo de
ajuste e cauda é uma linha reta.

Os célculos de combinagéo sdo relatados como tangente skim exponencial ou
reto.
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Calculo da curva exponencial para skims

A seguinte equacédo é utilizada para calcular um skim exponencial:

Hp(tr) = Ho *exp (- B* [tr-tol) + A* tg + C

onde
Hb Altura do skim exponencial no tempo tg
Ho Altura (acima da linha de base) do inicio de um skim
exponencial
B Fator de decaimento da fungdo exponencial
to Tempo correspondente ao inicio de um skim exponencial
tr Tempo de retencéo
A Inclinag&o da linha de base de um pico pai
C Offset da linha de base de um pico pai
13,934

14,296 14,357

Figura 23 Valores utilizados para calcular um skim exponencial
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Eventos de Integracéo

Os eventos de integragao disponiveis sdo divididos nos grupos a seguir:

+ Os eventos de integragao iniciais séo aqueles que se aplicam no inicio da
integracéo. E possivel encontra-los como valores padrdo no né Padréo da
secéo Eventos de Integragdo no método de processamento. Estes eventos
ndo podem ser excluidos, mas vocé pode alterar os valores.

+ Os eventos de tempo acontecem apos o inicio da integragdo. Os eventos de
tempo podem alterar o valor de um evento inicial ou podem ativar ou
desativar parametros de integracao adicionais. Eles podem ser adicionados
no no Padrao da secéo Eventos de Integragao no método de processamento.

+ Os eventos de integragao que sempre se aplicam a todos os sinais podem
ser configurados no n6 Avangado da secéo Eventos de integragao.

Eventos de integracao padrao: Eventos iniciais

Slope Define o valor da inclinagéo do sinal que é usado para identificar os pontos inicial
sensitivity e final de um pico durante a integragéo.

Vocé pode definir os valores especificamente para um determinado sinal ou
globalmente para todos os sinais.

Quando a inclinagao do sinal excede o valor de Slope Sensitivity, um ponto inicial
do pico é estabelecido; quando a inclinagao do sinal diminui abaixo do valor de
Slope Sensitivity, um ponto final do pico é estabelecido.

Largurado Controla a seletividade do integrador para distinguir picos de ruidos da linha de
pico base. Vocé especifica a largura do pico em unidades de tempo que
correspondem a largura do pico a meia altura do primeiro pico esperado
(excluindo o pico de solvente).

O integrador atualiza a largura do pico quando necessario durante a execugao
para otimizar a integragao:

Os ruidos podem ser interpretados como picos se a largura inicial do pico for
muito baixa. Se picos amplos e estreitos estiverem misturados, vocé pode
decidir utilizar eventos de tempo de execugéo programados para ajustar a
largura do pico de determinados picos. Por vezes os picos tornam-se
significativamente mais amplos durante o progresso da analise, por exemplo,
em analises isotérmicas GC e isocraticas LC. Para compensar isso, o integrador
atualiza automaticamente a largura do pico enquanto o pico é ampliado durante
uma analise, a menos que seja desabilitado com um evento de tempo.
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A atualizacdo da largura do pico é medida da seguinte forma:
0,75 x (largura do pico existente) + 0,25 x (largura do pico atual)
Define a drea do menor pico de interesse.

Quaisquer picos que tiverem dreas menores que a area minima nio sdo
relatados: O integrador rejeita quaisquer picos que sejam menores que o valor da
Rejei¢ao por area depois da corregao de linha de base. O valor da Rejeigao por
area deve ser maior ou igual a zero.

A Rejeigao por area € ignorada durante a integragao manual.

Define a drea% do menor pico de interesse.

Quaisquer picos que tiverem dreas% menores que a area% minima nao sao
relatados. O integrador rejeita quaisquer picos com uma area% menor do que o
valor informado apds a correcado de linha de base.

Insira a area% do menor pico esperado. Vocé pode obter essas informacoes ao
integrar primeiramente o arquivo de dados com a drea e a rejeicao por altura
definida para 0 (zero). Use a coluna Area% nos resultados de integracdo para
selecionar um valor minimo adequado.

Se um pico que ndo estiver integrado devido a uma baixa de area% for um pico
tangente, ele sera unido ao pico principal.

=
-
-
=
el

I}

411,005
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Se o pico principal for inferior ao threshold de drea%, mas o pico tangente estiver
acima do threshold, o pico principal € mantido, uma vez que o calculo do pico
tangente e a construcao de linha de base seriam baseados em um pico excluido.

11.005 34

10.94 10.95 10.96 10.97 10.98 0.99 11 11.01 11.02 11.03 11.04 11.056
Rejeicdo por  Define a altura do menor pico de interesse.

altura ) . . - -
Quaisquer picos que tenham alturas menores que a altura minima nao serdo

relatados: O integrador rejeita quaisquer picos que sejam menores que o valor de
Rejeicao por altura apds a corregéo de linha de base.

A Rejeigao por altura € ignorada durante a integragdo manual.

Modo de Define o método inicial de detectar ombros nos picos.

b
ombros Vocé pode optar por:

Desligado Os ombros ndo sao detectados.
Linha de base de queda Os ombros sédo integrados com uma queda de linha.
Linha de base tangente Os ombros séo integrados com uma linha de base tangente.

Esta configuragdo define como a aplicagéo lida com os picos que nao sdo
separados pela linha de base. Para obter mais informag&es sobre "tangente
skim", consulte "Tangente Skim" na pagina 38. Se utilizar uma linha de base
tangente, € possivel escolher entre modos diferentes (consulte "Modos tangente
skim" na pagina 42).
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Escolher a largura do pico

Escolha a configuragao que fornega filtragem suficiente para prevenir que ruidos
sejam confundidos com picos sem distorcer as informacgdes no sinal.

+ Para escolher uma largura inicial do pico apropriada para um pico unico de
interesse, utilize a largura do tempo do pico como a base como referéncia.

+ Para escolher uma largura inicial do pico adequada quando existem varios
picos de interesse, defina a largura inicial do pico para um valor igual ou
menor que a largura do pico mais estreito para obter uma seletividade ideal
do pico.

Rejeicao por altura e largura do pico

A largura do pico e a rejei¢ao por altura sdo muito importantes no processo de
integracdo. Vocé pode alcancar diferentes resultados alterando esses valores.

+ Aumente a rejeicdo por altura e a largura do pico onde componentes
relativamente dominantes devem ser detectados e quantificados em um
ambiente de alto ruido. Uma largura do pico aumentada melhora a filtragem
de ruido e uma rejeicao por altura aumentada garante que ruidos aleatérios
sejam ignorados.

« Diminua a rejeigao por altura e a largura do pico para detectar e quantificar
componentes de rastreamento, aqueles cujas alturas se aproximam do ruido
em si. A diminuigdo da largura do pico diminui a filtragem do sinal enquanto a
diminuicdo da rejeicao por altura garante que 0s picos pequenos nao sejam
rejeitados por ndo terem altura suficiente.

* Quando uma analise contém picos com varias larguras, ajuste a largura do

piCO para 0s picos mais estreitos e reduza a rejeicéo por altura para garantir
gue 0s picos mais amplos nao sejam ignorados pela sua altura reduzida.

Ajustar a integragao

Geralmente é Util alterar os valores de slope sensitivity, largura do pico, rejei¢cdo
por altura e rejeigao por drea para personalizar a integragéo. A figura abaixo
mostra como estes pardmetros afetam a integragédo de cinco picos em um sinal.
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Largura do pico

Pico 1
Pico 2
Pico 3
Pico 4
Pico 5
Pico 6
Pico 7

Integragao com o Integrador ChemStation

________ Rejeicdo por altura

Linha de base

1

/

Figura 24 Utilizando eventos iniciais

Um pico é integrado apenas quando os quatro parametros de integragéo forem
cumpridos. Ao utilizar a largura do pico para o pico 3, a rejei¢ao por area e slope
sensitivity mostradas, apenas os picos 1, 3 e 7 sdo integrados.

€ integrado assim que os quatro parametros de integragéo sejam cumpridos.

é rejeitado porque a area esta abaixo do valor definido da rejeicdo por area.

€ integrado assim que os quatro parametros de integragéo sejam cumpridos.

nao € integrado porque a altura do pico esta abaixo da rejei¢do por altura.

é rejeitado porque a area esta abaixo do valor definido da rejeicdo por area.

ndo é integrado; a filtragem e o agrupamento tornam o pico invisivel.

€ integrado.

Tabela5 Valores de rejei¢ao por altura e area

Parametro de integracdo  Pico 1 Pico 2
Rejei¢éo por altura Acima Acima
Rejeicéo por drea Acima Abaixo
Pico integrado Sim Nao
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Pico 3
Acima
Acima

Sim

Pico 4
Abaixo
Abaixo

Nao

Pico 5
Acima
Abaixo

Nao

Pico 7
Acima
Acima

Sim
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Eventos de integracao padrao: Eventos de tempo

Openlab CDS oferece um conjunto de eventos de tempo que permitem uma
escolha entre os modos do integrador da definicao da linha de base do algoritmo
interno e a definigdo do usuario. Estes eventos de tempo podem ser usados para
personalizar a construcao da linha de base do sinal quando a construgéo padrao
ndo é apropriada. Por exemplo: o usuario pode criar um novo tipo de evento de
somatoria de drea (consulte Fatia da somatoria de drea) que n&o altera os
resultados da SomatériaArea padréo. Estes eventos podem ser Uteis para dreas
do pico da somatdria final e para corrigir aberragdes da linha de base de curto e
longo prazo.

Vocé pode definir os valores especificamente para um determinado sinal ou
globalmente para todos os sinais.

Rejeicdao por  Consulte Eventos iniciais ("Eventos de integragdo padrao: Eventos iniciais" na
drea pagina 46).

Somatdriade Define pontos (Ligado/Desligado) entre os quais o integrador soma as dreas.

area N . N . . , , ,
O tempo de retencao/migragao de um pico criado com somatoria de area € uma

média dos tempos inicial e final. Se a Somatoéria de area ligada de um evento
ocorrer apos o inicio de um pico, mas antes do apice, o pico inteiro € incluido na
somatoria. Se ocorrer apds o apice do pico, mas antes do final do pico, o pico é
truncado e a somatdria de area comeca imediatamente.

Soma de area ligada

Soma de area

desligada Soma de area

desligada

Figura 25 Evento Somatdria de area ligada ap6s o apice do pico, mas antes do final do pico

Se a Somatoria de area desligada de um evento ocorrer apds o inicio de um pico,
mas antes do apice, a somatoria de drea é terminada imediatamente. O ponto no
sinal onde isto ocorre se torna um ponto de vale. Se um evento Somatéria de area
desligada ocorrer depois do apice, o evento é adiado até o final do pico.
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Soma de area
desligada

Soma de
area

! Soma de area  Soma de
ligada

desligada area ligada

Figura26 Evento Somatdria de area desligada apés o inicio do pico, mas antes do apice

Fatiada O evento permite definir intervalos consecutivos para somatoria de area sem
somatoriade nenhuma perda em drea ou intervalos de tempo.

area . L. , ,
Este evento é similar ao evento Somatodria de area. No entanto, com este evento é

possivel definir intervalos de somatoéria de area contiguos sem nenhuma perda
nos intervalos de tempo e nas areas integradas do pico. Um pico é dividido no
ponto onde vocé define este evento; a somatdria de drea comeca e termina
exatamente onde os intervalos Fatia da somatdria de area sdo especificados.

O tempo de retencéo do pico da fatia da somatdria de drea é o meio do intervalo
de tempo da fatia. O tempo de retengéo néo € alterado com identificagédo ou
recalibragdo. Ele pode somente ser alterado ligeiramente, uma vez que o
integrador comega apenas a tomar os pontos de dados com o evento inicial da
fatia da somatoria de drea e termina com o evento final da fatia da somatdria de
area. Dessa forma, o tempo de retengao pode variar pelo tempo entre dois
pontos de dados.

Utilize o parametro Iniciar para definir os tempos iniciais para cada fatia da
somatdria de drea. O proximo tempo inicial é utilizado como o tempo final para a
fatia de tempo anterior, para que vocé possa utilizar varios eventos iniciais uns a
seguir aos outros.

0 parametro Iniciar-AreaNeg define o inicio da integracdo de uma fatia de tempo
onde qualquer drea negativa (abaixo da linha de base definida) é subtraida da
area da fatia de tempo.

O parametro Final define o final da Ultima fatia de tempo. A drea da fatia de
tempo é calculada ignorando qualquer area abaixo da linha de base definida.
Se nenhum outro evento de fatia da somatéria de drea se seguir, o integrador
retoma a sua deteccao de pico normal novamente.
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Entre o intervalo de um evento Inicial e o proximo evento Final, a linha de base é
sempre uma linha reta sem alteragdes de diregao entre eles. As alteracdes da
linha de base a longo prazo podem ser aplicadas novamente usando os eventos
Definir linha de base a partir de um intervalo, Definir linha de base inferior a partir de
um intervalo ou Utilizar linha de base a partir do intervalo, somente apds o ponto
final (pelo menos 0,001 min depois).

o
o

[=]
o
@
i

6.001- BE

15.248 - EE

Figura 27 Exemplo: Fatia da somatoria de area

A figura acima exibe um exemplo com os seguintes eventos de tempo:

Tabela6 Construgao da linha de base

Tempo Evento Parametro

4 min Definir linha de base a partirde  +-2 min
um intervalo

22 min Definir linha de base a partirde  +4 min
um intervalo

Tabela7  Fatias da somatoria de area

Tempo Evento Parametro
4 min Fatia da somatdria de area Inicial

8 min Fatia da somatdria de area Inicial

10 min Fatia da somatdria de drea Inicial

13 min Fatia da somatdria de érea Inicial

17,5 min Fatia da somatdria de area Inicial

19 min Fatia da somatdria de area Final
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Liga a atualizacdo automatica da largura do pico para 0s proximaos picos.
Continuara com qualquer largura do pico naquele momento e continuara a
monitorar a largura do pico com base nas larguras de pico encontradas
anteriormente.

Define pontos (Ligado/Desligado) entre os quais o integrador redefine a linha de
base nos vales entre 0s picos.

A redefinigdo repetida da linha de base pode cortar os cantos dos picos.
Tais cantos tornam-se areas negativas, reduzindo a drea total dos picos.

Esta fungéo € util quando picos estao sobrepostos a outros picos amplos e
menores e vocé deseja que a linha de base seja redefinida para todos os pontos
no vale.

Ligado Desligado

Figura 28 Evento Linha de base nos vales
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Retornode Determina um ponto no qual o integrador padrao estende a linha de base
linha de base horizontalmente para tras a partir do ponto de linha de base declarado para este

ponto.
Pico termina
Linha de base para tras Linha de base
continua
Perturbacao .
de sinal Retorno de linha de base

Figura29 Evento Retorno de linha de base

Manter linha Uma linha de base horizontal é desenhada na altura da linha de base definida a
de base partir do ponto em que o evento Manter linha de base é ligado até o ponto em
gue o evento Manter linha de base é desligado.

Linha de base Define um ponto no qual o integrador redefine a linha de base no proximo vale
no préoximo  entre os picos e, em seguida, cancela a funcdo automaticamente.

vale . . . . ~ .
Esta fungéo é util em grupos de picos unidos que vocé supde que estejam

sobrepostos a outros picos ou em clusters separados proximos. A funcéo é
ignorada durante a somatéria de drea.

Linha de base  Define um ponto (tempo) no qual o integrador restabelece a linha de base para a
Agora altura atual do ponto de dados, se o sinal estiver em um pico.

Se o sinal estiver na linha de base, a fungéo é ignorada e a linha de base
detectada é usada.

Detectar Define os pontos (Ligado/Desligado) entre os quais o integrador inicia e para de
Ombros detectar ombros.

Os ombros séo detectados de acordo com o Modo de ombros especificado.
Consulte "Eventos de integracdo padréo: Eventos iniciais" na pagina 46.
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Largurade Define alargura do pico e desabilita a atualizagdo automatica da largura do pico
pico fixa para os proximos picos. Para obter um bom desempenho, defina a largura do
pico proxima a largura a meia altura dos picos atuais.

Rejeigdo por  Consulte Eventos iniciais ("Eventos de integragéo padrdo: Eventos iniciais" na
altura  pagina 46).

Integragdo  Define os pontos (Ligado/Desligado) entre os quais o integrador para e inicia a
integragao.

Os picos entre os tempos em que o integrador € ligado e desligado s&o
ignorados.

Integrador Integrador desligado
Integrador  ligado
desligado

Figura 30 Evento de integragéo

A'linha de base é desenhada a partir do ultimo ponto declarado, incluindo
quaisquer redefinicdes para a penetragdo. Todas as outras fungdes do
integrador juntamente com as alteragdes de definigdo da largura do pico,
threshold a rejeicao por area séo ignoradas quando o integrador é desligado.
Nos pontos Ligado e Desligado o ponto da linha de base é restabelecido.

Quando o integrador é configurado para reiniciar, um novo ponto de linha de
base é redefinido no nivel do sinal atual.

Esta fungao é Util para ignorar partes do cromatograma/eletroferograma ou para
eliminar perturbagdes na linha de base.

Areaméxima Define a drea do maior pico de interesse.

Quaisquer picos que tenham areas maiores que a area maxima nao sao
reportados: O integrador rejeita quaisquer picos que sejam maiores que o valor
da area maxima apos a correcao de linha de base.

E possivel utilizar este evento, por exemplo, para excluir o pico do solvente de um
cromatograma GC a partir dos resultados de integracao, mas incluir picos rider.
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Eventos de Integragao

Altura maxima Define a altura do maior pico de interesse.

Quaisquer picos que tenham alturas maiores que a altura maxima nao séo
reportados: O integrador rejeita quaisquer picos que sejam mais altos que o valor
da altura maxima apds a corregéo de linha de base.

E possivel utilizar este evento, por exemplo, para excluir o pico do solvente de um
cromatograma GC a partir dos resultados de integragdo, mas incluir picos rider.

Pico negativo  Define os pontos (Ligado/Desligado) entre os quais o integrador reconhece os
picos negativos.

Quando picos negativos sédo reconhecidos, o integrador ndo redefine mais a
linha de base automaticamente apos a penetragédo. De agora em diante qualquer
penetracdo da linha de base seréd integrada utilizando a linha de base
estabelecida como zero. As dreas sdo construidas relativas a essa linha de base
e recebem um valor absoluto.

A funcdo de pico negativo pode somente ser utilizada com confianga quando o
desvio da linha de base é menor se comparado ao tamanho do pico, uma vez
gue a linha de base é construida a partir de um ponto de linha de base declarado
no inicio do grupo do pico até a linha de base estabelecida no final do pico.

A somatoria da area é desativada automaticamente se o evento Picos negativos
NOTA . )
ligados for ativado.

0 "tangente skim' também ¢é desativado durante a detecgéo do pico negativo;
tais picos sédo separados pela queda de linha.

Picos negativos Sem drift Picos negativos
ligados desligados

Figura 31 Evento Pico negativo
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Modo de
ombros
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Integragao com o Integrador ChemStation

Utiliza um intervalo de pontos de dados para calcular um ponto de linha de base
estaticamente significativo no ponto médio de um intervalo de tempo.

O valor que vocé fornece é o intervalo de tempo em volta de um ponto especifico
no tempo. Isso define o intervalo a ser utilizado para determinar o ponto da linha
de base. Consulte "Modos de corregao da linha de base" na pagina 35 para
detalhes de cdlculos estatisticos da linha de base.

Se definir o valor = 0, 0 ponto de dados do cromatograma mais préximo €
utilizado como um ponto de linha de base; nenhuma estatistica é realizada. Se
definir um valor negativo, a configuragéo faz o mesmo que Utilizar linha de base a
partir do intervalo=Limpar: Isso interrompe a utilizagdo do algoritmo estatistico da
linha de base.

E possivel especificar qualquer érea no cromatograma do célculo da linha de
base. Idealmente, deve ser uma drea que esta livre de antecedentes quimicos e
contenha apenas ruidos.

Se vocé especificar dois pontos Definir linha de base a partir do intervalo (por
exemplo, no inicio e no fim de um cromatograma), a linha de base entre eles é
conectada com uma linha reta.

Similar a Definir linha de base a partir do intervalo, mas utiliza o ponto da linha de
base mais baixo que permite que mais 30 % pontos de dados de ruido estejam
acima dele. Com isso, a penetracao da linha de base é minimizada.

Utilize Definir linha de base inferior a partir de um intervalo em vez de Definir linha
de base a partir do intervalo quando a area do cromatograma utilizado para o
calculo contiver ruidos quimicos excessivos ou spikes de ruidos eletronicos.

Definir linha de base inferior a partir de um intervalo ¢ calculado por uma subtracédo
de um sigma (desvio padrdo de ruido) a partir do valor y de Definir linha de base a
partir do intervalo.

Consulte Eventos iniciais ("Eventos de integracédo padrdo: Eventos iniciais" na
pdagina 46).

Consulte Eventos iniciais ("Eventos de integracdo padrdo: Eventos iniciais" na
pdgina 46).

Os picos acima de um slope especifico em unidades de mV/s séo detectados
como picos do solvente que se encontram fora do intervalo da conversao
analdgica/digital.

Os ultimos picos recebem "tangente skim" automaticamente; ndo é preciso ligar
0 evento tangente skim.

Se a deteccéo de pico do solvente estiver desligada, as quedas da linha de base
sdo desenhadas a partir do ultimo pico em vez das tangentes.
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2 Integragao com o Integrador ChemStation

Dividir pico  Especifica um ponto no qual dividir um pico com uma queda de linha de base.

Nao é possivel utilizar Dividir pico enquanto a Somatdria de area estiver ligada.
Para dividir um pico enquanto a Somatéria de drea esta ligada, utilize o evento
integragcdo manual correspondente.

Nao € possivel dividir os picos "skimmed" utilizando o evento Dividir pico.

Tangente skim  Especifica onde o "tangente skim" comega e termina.
da cauda .

Ligado
Define um ponto no qual o integrador define uma tangente skim na ultima borda
do préximo pico. Todos os picos acima da tangente séo integrados na linha de
base restabelecida. A tangente € desenhada a partir do vale antes do pico
pequeno até o ponto apds o mesmo, onde o gradiente do sinal do detector é
igual ao gradiente da tangente. O tempo de evento da tangente skim pode ser
inserido a qualguer momento durante o pico. Designa o pico também como um
pico do solvente.

Desligado

Termina o "tangente skim" ap6s o pico atual ser completado ou se, no intervalo
designado, nenhum pico for encontrado (e um solvente ndo for inadvertidamente
designado no proximo grupo).

Modo Os seguintes modelos estao disponiveis para calcular as areas adequadas do
tangente skim pico:
+ Exponencial(Figura 20 na pagina 42)
+ Nova exponencial(Figura 21 na pagina 43)
+ Padrdo(Figura na péagina 44)
+ Reto(Figura 22 na pagina 44)
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Picosnao Com algumas construcdes da linha de base, existem pequenas areas acima da

atribuidos linha de base e abaixo do sinal, mas nao séo parte de nenhum pico reconhecido.
Normalmente, tais dreas ndo sdo medidas nem reportadas. Se picos nao
atribuidos estiverem ligados, essas areas sdo medidas e reportadas como picos
ndo atribuidos. O tempo de retencdo/migracao para tal area é o ponto médio
entre o inicio e o final da area.

0.482 0.832

0,581

Figura 32 Picos néo atribuidos
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2 Integragao com o Integrador ChemStation
Eventos de Integragao

Atualizar O evento forca o integrador a usar a altura absoluta do ponto de dados mais alto
altura de pico como altura do pico. Sem este evento, 0 maximo de uma curva interpolada é
usado. O evento Atualizar altura de pico € Util especialmente em sinais com picos
extremamente acentuados e angulares ou picos precedidos por um declive.
Picos assim séo tipicos para sinais MSD.

O tempo inicial de Atualizar altura de pico néo € avaliado. O evento sempre afeta o
cromatograma inteiro.

Cromatogramas X
l:(—:')\ J"'E ﬁ ﬁ ﬁ h” ;\E 0@ @Q( |n£ @ Modo de exibicdio | Separado v |
PDisco 7 |MS1 +TIC SCAH ESIFrag=135VY Gain=1.0 | Disco? _AK_profile pos neg half scan timeDisco 7001 2.dx
x107
w
5 35 &
E a0 b
o
1
2 25
]
L
T a2n
15
1.50 1.55 1.60 1.65 1.70 1.75 1.80 1.85
Tempo deretencio [min]
Figura 33 Integracéo padrao
Cromatogramas X
a J"E ﬁ ﬁ ﬁ h” A 0@ @Q( |n£ @ Modo de exibicdio | Separado v | _
PDisco 7 |MS1 +TIC SCAHN ESIFrag=135Y Gain=1.0 | Disco? _AK_profile pos neg half scan timeDisco 7001 2.dx
x107
= 33 @
2 b}
= o
E‘ 3.0 v
2 25
(]
L
T 20
15
1.80 185 1.E0 1.65 1.70 1.75 1.80 1.85

Tempo de r-etengﬁ.o [miin]

Figura 34 Integragao com o evento Atualizar altura de pico
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Utilizar linha  Permite projetar um valor de linha de base para um tempo anterior ou posterior
de basea para minimizar as penetragdes da linha de base.
partir do

intervalo Se o valor de Definir linha de base a partir de um intervalo ou de Definir linha de

base inferior a partir de um intervalo for calculado em uma area sem picos
cromatograficos, pode ser vantajoso projetar a linha de base calculada para o
tempo imediatamente antes de o primeiro pico de interesse eluir (ou para o
tempo imediatamente apos o Ultimo pico de interesse ter eluido). Utilizar linha de
base a partir do intervalo permite fazer até trés dessas projecoes em cada
diregéo.

Pode ser vantajoso utilizar este evento quando vocé tiver construido uma linha
de base ascendente ou descendente, uma vez que, de outra forma, a linha de
base reta poderia cortar através da curva cromatografica involuntariamente.

O parametro informa o integrador a partir de quais os intervalos da linha de base
se deve selecionar o ponto de linha de base e projeta a linha de base para o
ponto de linha de base no intervalo de tempo especifico.

E possivel utilizar os seguintes parametros:

+ Limpar: Limpa o comportamento da nova linha de base e retorna ao algoritmo
tradicional a partir deste ponto.

+ Esquerda: Utiliza o valor de linha de base a partir do limite mais proximo a
esquerda deste ponto no tempo.

+ Direita: Utiliza o valor de linha de base a partir do limite mais préximo a direita
deste ponto no tempo.

+ Range 1—Range 9: Utiliza o valor da linha de base a partir de um determinado
intervalo da linha de base. Os intervalos da linha de base sdo contados a
partir do inicio do cromatograma.

Consulte também o exemplo abaixo de Fatia da somatéria de area (Figura 27 na
pdgina 53).
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Integragao com o Integrador ChemStation

Eventos de integracao avangados

Os eventos de integragao avangados sao fornecidos para todos os sinais.

Define o tipo de construcéo de linha de base para os picos encontrados no lado
ascendente ou descendente de um pico. Consulte "Modos tangente skim" na
pagina 42.

Exponencial Desenha uma curva exponencial pela altura corrigida de inicio e
final de cada pico secundario.

Nova exponencial Desenha uma curva exponencial para aproximar a borda do pico
principal.

Padrao Combina calculos de linha exponencial e reta para melhor se
adequar.

Reto Desenha uma linha reta pela altura corrigida de inicio e final de

cada pico secundario.

Define, juntamente com a Razao skim/vale, as condicbes para aplicar "tangente
skim" em um pico pequeno na cauda de um solvente ou outro pico maior.
Consulte "Critério de skim" na pagina 39.

E a raz&o entre a altura do pico principal corrigido por linha de base (Hp) e a
altura do pico secunddrio corrigido por linha de base (Hc). Raz&es maiores que o
valor especificado habilitarao o skim.

Hp

He
Hv

Figura 35 Exemplo: Pico com skim na cauda
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Integragao com o Integrador ChemStation

Define, juntamente com a Razao skim/vale, as condigcbes para aplicar "tangente
skim" em um pico pequeno na parte frontal de um solvente ou outro pico maior.
Consulte "Critério de skim" na pagina 39.

E a raz&o entre a altura do pico principal corrigido por linha de base (Hp) e a
altura do pico secunddrio corrigido por linha de base (Hc). Raz&es maiores que o
valor especificado habilitarao o skim.

Hv

Figura36 Exemplo: Pico com skim frontal

Define, juntamente com a Razao de altura skim na cauda ou Razao de altura skim
frontal, as condigdes para aplicar "tangente skim" em um pico pequeno na cauda
ou na parte frontal de um solvente ou outro pico maior. Consulte "Critério de
skim" na pagina 39.

E a raz&o entre a altura do pico secundario corrigido por linha da base (Hc) e a
altura do vale corrigido por linha de base (Hv). Razdes mais baixas que o valor
especificado habilitardo o skim.

Hv

Figura 37 Exemplo: Pico com skim na cauda
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Modo de Define o tipo de correcdo de linha de base. Consulte "Modos de corregéo da linha
corregdoda de base" na pagina 35.

linha de base . . A
Vocé pode escolher entre os seguintes parametros:

Classico Aceitar penetragdes de linha de base.

Sem penetragoes Remove as penetragdes da linha de base, reconstruindo a linha de
base.

Avancgado 0 integrador tenta aperfeigoar o inicio e o final de um pico,

restabelecendo a linha de base para um grupo de picos e remove a
penetragdo de linha de base.

Razao Utilizado para decidir se dois picos que ndo mostram separagéo de linha de base
pico-vale serdo separados utilizando uma queda de linha de base ou um vale na linha de
base, esta € a razdo entre a altura corrigida da linha de base do menor pico pela
altura corrigida da linha de base no vale. Consulte "Razao pico-vale' na
pagina 37.

Quando a razao pico-vale € menor que o valor especificado, uma queda de linha
é usada (A); caso contrario, uma linha de base é desenhada a partir da linha de
base do inicio do primeiro pico até o vale e a partir do vale até a linha de base no
fim do segundo pico (B).

18,529 18,529

19,060 19,060
Razéo pico valt_a_inferior Razéo pico vale superior
ao valor es_pecmcado ao valor especificado
pelo usuario pelo usuario

Figura 38 Efeito da razéo pico vale nas linhas de base
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3 Integragao com o Integrador do EZChrom

Eventos de Integragdo 67
Descri¢des do Codigo da Linha de Base 83

Este capitulo contém a descrigédo de eventos de integragdo EZChrom.
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Eventos de Integracéo

Vocé pode definir os valores especificamente para um determinado sinal ou
globalmente para todos os sinais. Para adicionar um evento de tempo, clique
com o botdo direito na tabela de parametros.

Existem diferentes tipos de eventos de integragéo: Para alguns deles, vocé pode
definir um intervalo de tempo com hora de inicio e fim durante o qual um
parametro esta ativo. Para outros, vocé pode definir um valor especifico a ser
usado a partir de um tempo inicial ou durante um intervalo de tempo. As colunas
Parada de tempo [min.] e Valor est&o habilitadas ou inativas dependendo do tipo
de evento.

Diferentemente do OpenlLab EZChrom, o tempo de parada fica inativa para os
seguintes eventos de integragéo no OpenlLab CDS:

+ Largura
+ Threshold
+ Sensibilidade para ombros
+  Area minima
* Reiniciar linha de base
* Reiniciar linha de base no vale
Largura Usada para diferenciar picos reais de ruido. O sistema usa o valor padrao de
largura = 0,2 min.

O evento Largura € usado para calcular um valor para aglomerar ou suavizar 0s
pontos de dados antes de o algoritmo de integracado ser aplicado. A integracao
funciona melhor quando ha 20 pontos atravessando um pico. Se um pico for
amostrado em excesso (i.e. a frequéncia de amostragem for alta demais), o
pardmetro Largura serd usado para aferir a média dos dados de tal maneira que
o algoritmo de integracao enxergue apenas 20 pontos atravessando o pico.

Um evento Largura sera aplicado a um determinado pico contanto que ocorra
antes de ou no apice pico.

O parametro Largura so € usado para corrigir superamostragem. Nao pode
corrigir dados com amostragem insuficiente (i.e. frequéncia de amostragem
baixa demais ocasionando menos de 20 pontos adquiridos no pico mais
estreito).
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Eventos de Integragao

Os diagramas abaixo mostram exemplos de como valores incorretos podem
afetar a linha de base do pico.

Largura do pico muito estreita  Largura do pico correta Largura do pico muito larga

Figura 39 Largura

Na maioria das circunstancias, um valor de Largura inicial baseado no pico mais
estreito do cromatograma sera adequado para a devida integragdo de todos os
picos. No entanto, um novo evento temporizado de Largura deve ser informado
toda vez que a largura de um pico dobrar.

NOTA

_ Valores extremos de Largura e Threshold (muito grandes ou muito pequenos)

NOTA podem resultar na ndo detecgéo dos picos.

Threshold Este pardmetro é o primeiro derivado, usado para permitir que o algoritmo de
integracao faga a distingao entre inicio e fim dos picos e ruido e desvio da linha
de base. O valor do Limiar € baseado no primeiro maior valor derivado
determinado em uma segao do cromatograma.

Os diagramas abaixo mostram exemplos de como valores incorretos podem
afetar a linha de base do pico.

Valor do threshold muito pequetio  Valor do threshold correto Valor do threshold muito grande

Figura40 Threshold

Valores extremos de Largura e Threshold (muito grandes ou muito pequenos)

NOTA podem resultar na ndo detecgéo dos picos.
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Sensibilidade
para ombros

Integragao com o Integrador do EZChrom

Este parametro é usado para permitir a detecgcao de ombros em picos maiores.
Um valor maior ira diminuir a sensibilidade dos ombros enquanto valores
menores aumentam a sensibilidade em picos dos ombros. O valor de
Sensibilidade para Ombros € baseado no segundo maior valor derivado
determinado em uma segao do cromatograma.

v

y

0070809 1 1112131415

Figura 41 Conjunto de valores da sensibilidade do ombro alto demais

OBO7O0E08 1 11121314

Figura 42 Conjunto de valores da sensibilidade do ombro correto
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Integragao  Este evento desliga a integracdo do seu cromatograma durante o intervalo
desligada especificado. Este evento é Util se vocé néo estiver interessado em determinadas
areas do seu cromatograma e ndo quiser que picos sejam reportados para essa
segao.

Ao usar Integragao Desligada para desabilitar picos, essas regides serdo incluidas
no cdlculo de ruido. Deixe todos os picos integrados para obter os valores
corretos de ruido.

g0 56 88 6 B2

Figura 43 Integragao padrao

54 56 58 6 62

Figura 44 Integracéo desligada de 5,35 to 5,85 min
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Vale a vale

Integragao com o Integrador do EZChrom

Este evento faz com que as linhas de base de picos que nio estéo totalmente
resolvidos (i.e. ndo retornam a linha de base) sejam levadas ao ponto minimo
entre 0s picos.

Se esse evento ndo for usado, uma linha de base é projetada no proximo ponto
no qual o cromatograma retorna a linha de base e uma perpendicular é projetada
para picos que ndo alcangam a linha de base.

1.000]
2.000|
|

< 0 E00
<] 1500
-

B O @2 00 08 06 0F 08 08 1 19 12 18 18 18 168 94 1818 2 24 22 23 24 258 26 23y 26 28

Figura 45 Integracao padrao

0 @i 02 0 0l 05 06 0F 0E 08 1 19 12 18 18 18 16 98 18 18 2 21 22 23 24 25 26 2y 26 38

Figura 46 Integragdo com evento Vale a vale
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Linha de base
Horizontal

Integragcao com o Integrador do EZChrom
Eventos de Integragao

Este evento permite que vocé projete a linha de base para frente na horizontal
para os picos dentro do intervalo de tempo especificado. A linha de base comega
onde o primeiro pico dentro do intervalo de tempo definido comega. O final da
linha de base € onde ela cruza o sinal ou onde termina o Ultimo pico.

4.20 4.25 4.30 435 4.40 4.45 4.50 455 480 465 470 475 4.80 485 4.80

Figura 47 Integracao padrao

4 553

4.20 4.25 4.30 435 4.40 4.45 450 455 460 465 470 475 4.80 485 4.80

Figura 48 Integracdo com evento Linha de base horizontal entre 4,4 e 4,69 min
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Linha de base Este evento é usado para forgar uma linha de base horizontal na diregdo do inicio
horizontal de  do cromatograma. Uma linha de base horizontal de retorno sera criada para os
retorno  picos dentro do intervalo de tempo especificado. A linha de base é definida pelo
final do ultimo pico dentro do término do intervalo de tempo definido. Ela é
projetada de volta para onde ela cruza o sinal ou onde o primeiro pico comeca.

4.20 4.25 4.30 435 4.40 4.45 4.50 455 480 465 470 475 4.80 485 4.80

Figura 49 Integracao padrao

4553

22

<] 4.458

20

<]4.247
<]4.300

4.20 4.25 4.30 4.35 4.40 4.45 4.50 4.55 460 465 470 475 450 485 4.0
Figura 50 Integracdo com evento Linha de base horizontal inverso entre 4,4 e 4,69 min
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Eventos de Integragao

Ponto mais  Este evento € aplicado a todos os picos cujos tempos de retencao estao dentro
baixo da linha  do intervalo de tempo definido por Tempo (min) e Tempo de Parada (min).
de base

horizontal O Valor define o tempo em que o integrador comega a pesquisar o ponto de linha

de base mais baixo.

25

200

175

150

125

100

75

a0

25

oo

38 38 4.0 4.1 42 43 4.4 45 45 47 458 49

Figura 51 Integragao padrao

oo

38 38 4.0 4.1 42 43 4.4 45 45 47 458 49

Figura 52 Integracdo com evento de ponto mais baixo da linha de base horizontal entre 4,25 e
4,35 min, com Valor definido como 3,8 min
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Tangente skim  Este evento € usado para integrar um pequeno pico localizado na extremidade
de um pico maior. A linha de base do pico pequeno se torna uma tangente levada
do vale do pico maior até o ponto da tangente no cromatograma.

0

0 01 020304 0506070808 1111213141516 17 1519 2 21 22 23 24 25 26 27 23 29

Figura 53 Integracéo padrao

/

0 0l 02 03 04 05 06 07 08 08 1 14 1.2 183 148 15 16 97 18 18 2 27 22 23 24 25 26 27 25 28

Figura 54 Integragao com evento Skim tangente

10000

1.000¢|

Tangente skim  Este evento é usado para forgar uma linha de base tangencial para um pico filho
frontal na extremidade de um pico mée.

1

00102030405068070809 1 111213141516 171618 2 21 22 23 24 25 26 27 28 28

0 Wi 02 08 0d 03 0F 07 0F 08 ¢ d4 192 95 94 15 16 17 168 18 2 2] 32 23 24 25 26 4y 46 38

Figura 55 Integragao com evento Skim tangente frontal
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Skim  Este evento € usado para integrar pequenos picos localizados na extremidade de

exponencial um pico maior. A linha de base do pico pequeno se torna uma tangente
exponencial levada do vale do pico maior até o ponto da tangente no
cromatograma.

10000
1 4

0 01 020304 0506070808 1111213141516 17 1519 2 21 22 23 24 25 26 27 23 29

Figura 56 Integracéo padrao

1.000[/
1.50p4

0010203040506 070809 1411213141516 17 1819 2 21 22 23 24 25 26 27 28 29
Figura 57 Integragdo com evento Skim exponencial

Skim  Este evento € usado para forcar uma linha de base exponencial para um pico
exponencial filho na extremidade de um pico mae.
frontal

2
1.000¢|

00102030405068070809 1 111213141516 171618 2 21 22 23 24 25 26 27 28 28

Q
1000

0 04 02 08 04 05 06 07 08 08 9 4 1.2 9.3 04 1938 18 97 18 98 2 24 23 23 2d 25 A6 A7 A5 28
Figura 58 Integragdo com evento Skim exponencial frontal
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Area minima  Este evento permite a vocé informar um limite de drea para detecc&o de picos.
Picos cujas areas se enquadram nessa area minima nao serao integrados e
reportados como picos. Este evento € Util para eliminar ruido ou picos
contaminadores do seu relatorio.

A 1.400

= >d 1.000

a a1 2 0 0f 05 UE @DF OF [§8

Figura 59 Integracéo padrao
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Figura 60 Integragdo com evento Area minima

Pico negativo  Este evento faz com que porgdes do cromatograma que estejam abaixo da linha
de base sejam integradas usando a l6gica normal dos picos e reportadas como
picos reais. Este evento é Util ao usar detectores como tipos de Indice Refrativo
gue dao uma resposta negativa a determinados compostos.

0 W2 D8 nE oE b9 92 980 968 968 2 22 28 26 2E 8 82 38 85 88 4 43 af 43 OfF

Figura 61 Integragao padrao
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Integragao com evento Pico negativo

Desligar Este evento é usado para desligar a deteccao de final do pico entre horarios
deteccdo de especificados, forgando o software a tratar picos que se enquadrem na janela do
final do pico

evento como um Unico pico. Este evento é uma forma Util de combinar as areas
de uma série de picos contiguos em uma area. Como 0s picos sao considerados

parte de um unico pico, o tempo de retencao € atribuido a hora do primeiro apice
apos o evento Desligar Detecgao de Final do Pico.
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Figura 63 Integracao padrao
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Figura 64 Desligar detecgao de final do pico entre 0,4 e 2,3 min
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Linha de base
manual

Integragao com o Integrador do EZChrom

Este evento permite que vocé mude a forma de tracar a linha de base para um
pico sem alterar os parametros de integracao. A linha de base sera tragada do
sinal na hora de inicio até o sinal na hora de parada.

Isso é conveniente quando vocé quiser mudar onde uma linha de base é tragada
para um pico sem alterar como a linha de base é tragada para outros picos no
cromatograma.

0 m2 M s oE 19 92 90 968 168 2 22 2i 26 25 8 82 38 85 88 4 42 af 45 ofF

Figura 65 Integracado padrao
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Figura 66 Integracdo com linha de base manual entre 2,3 e 3,6 min
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Pico manual

Dividir pico

Referéncia para o Data Analysis

Integragcao com o Integrador do EZChrom

Esse comando permite que vocé defina as horas de inicio e fim de um pico que
nado foi detectado anteriormente. Isso é conveniente quando vocé quiser forcar a
integracdo de um pico, mas nao quiser alterar seus parametros gerais de
integragéao.
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Figura 67 Integracado padrao
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Figura 68 Integragao de pico pequeno forgada usando evento de pico manual entre 1,3 e 1,5 min

Este evento é usado para forgar uma integragéo com projecgao de linha
perpendicular em um pico. A perpendicular sera projetada no momento em que

o evento for inserido.

0 W2 D8 nE oE b9 92 980 968 968 2 22 28 26 2E 8 82 38 85 88 4 43 af 43 OfF

Figura 69 Integragao padrao
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Figura70 Integragao com um evento Dividir pico em 1,75 min

80



Forgar inicio
do pico /
Forgar final do
pico

Reiniciar linha
de base

Integragao com o Integrador do EZChrom
Eventos de Integragao

Esses eventos sao usados para forgar o inicio ou fim da integragdo do pico a um
ponto especifico.

0 m2 M s oE 19 92 90 968 168 2 22 2i 26 25 8 82 38 85 88 4 42 af 45 ofF

Figura 71 Integracéo padrao
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Figura72 Integragao com um evento Forgar fim do pico em 1,75 min

Este evento permite que vocé defina a linha de base em um ponto designado no
cromatograma.
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Figura 73 Integracéo padrao
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Figura74 Integragao com um evento Restabelecer linha de base em 1,3 min
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Reiniciar linha
de base no
vale

Area maxima

Altura maxima

Referéncia para o Data Analysis

Integragcao com o Integrador do EZChrom

Este evento fard com que a linha de base seja reiniciada no préximo vale
detectado apos o evento.

O evento deve ser colocado apds o inicio do primeiro pico no cluster; caso
contrdrio, o inicio do pico sera identificado como o vale.
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Figura75 Integragao padrao
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Figura 76 Integragcdo com um evento Restabelecer linha de base no vale em 1,2 min
Define a drea do maior pico de interesse.

Quaisquer picos que tenham dreas maiores que a area maxima nao séo
reportados: O integrador rejeita quaisquer picos que sejam maiores que o valor
da drea maxima apos a corregao de linha de base.

E possivel utilizar este evento, por exemplo, para excluir o pico do solvente de um
cromatograma GC a partir dos resultados de integragdo, mas incluir picos rider.

Define a altura do maior pico de interesse.

Quaisquer picos que tenham alturas maiores que a altura maxima ndo sao
reportados: O integrador rejeita quaisquer picos que sejam mais altos que o valor
da altura maxima apos a correcao de linha de base.

E possivel utilizar este evento, por exemplo, para excluir o pico do solvente de um
cromatograma GC a partir dos resultados de integracdo, mas incluir picos rider.
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3 Integragao com o Integrador do EZChrom

Descricbes do Codigo da Linha de Base

Descrigdes do Codigo da Linha de Base

Um caodigo de linha de base consiste em duas letras. A primeira letra indica o tipo
de linha de base do inicio do pico e a segunda letra indica o tipo de linha de base
do final do pico. Os cédigos da linha de base estao incluidos na tabela Resultados
de Injegao e em todos os modelos de relatorio padrao.

Resultados da Injecdo

Picos | Resumo
T # ~ Nome Cédigo LB | Descricdo do sinal RT {min) Area Area% Altura
1 VB DADLA,Sig=272.0,16.0 Ref=380.0,20.0 1,867 450,530 27,407 86,947
2 BB DADLA,Sig=272.0,16.0 Ref=380.0,200 2,447 398,110 24,218 58,473
3 BB DADLA,Sig=272.0,16.0 Ref=380.0,20.0 2,979 417,487 25,397 69,913
4 BB DADLA,Sig=272.0,16.0 Ref=330.0,200 4,479 377,735 22,979 55,727

Figura77 Resultados da injecdo

Sinal: DAD1A,Sig=272.0,16.0 Ref=380.0,20.0
RT [min] Tipo |Largura [min] Area Altura Area%
1,867 VB 0,56 450,53 86,95 2741
2,447 BB 0,50 398,11 58,47 24 22
2,979 BB 0,68 417,49 69,91 2540
4479 BB 0,47 377,73 55,73 22,98
Soma 1643,86

Figura 78 Exemplo: Tabela do relatério resumido de area
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3 Integragcao com o Integrador do EZChrom

Linha de base

Exponencial

- O W

Forcar inicio ou fim do pico (definido pelo usudrio)

Pico terminado pelo evento de Integragéo Desligada
Iniciar pico negativo

Terminar pico negativo

Projetar para a frente na horizontal

Retorno na horizontal

Linha de base manual ou pico manual

Mover inicio/fim da linha de base

Ombro

Tangente skim

< 4 »nw 3 2 > I v 2

Vale

<

Ponto de vale forgado

x

Dividir pico

m

Fim do cromatograma encontrado antes do final do pico.
Fim do cromatograma utilizado como fim do pico.
R Restabelecer linha de base

L Ponto mais baixo horizontal
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4 Identificacao do pico

O que é identificacdo do pico? 86

Avaliagéo da janela do tempo de retengdo 87
Resolugdo de conflito 88

Tempo de retengéo relativos 89

Célculos para tempos de retengéo relativos (RRT) 90

Composto de referéncia de tempo 91
Sobre os compostos de referéncia de tempo 91
Calculos para compostos de referéncia de tempo 92
Atualizar método de processamento 93

Atualizagbes do tempo de retengdo 93

Calculos para tempos de retengdo atualizados 94
Exemplo: Atualizagdes do tempo de retengdo com RRT 95
Calculo para alteragao do tempo de retengdo global 97

Este capitulo descreve os conceitos de identificagédo do pico.

Referéncia para o Data Analysis 85



4 Identificagé@o do pico

O que € identificacéao do pico?

A identificagdo do pico identifica os compostos em uma amostra desconhecida
baseada nas suas caracteristicas cromatograficas.

Aidentificacdo destes compostos é uma etapa necessaria na quantificagdo se o
método analitico necessitar de quantificacdo. E possivel criar um método de
processamento valido com identificagdo, mesmo sem quantificagdo. As
caracteristicas de cada componente de interesse sao armazenadas na tabela de
composto do método.

A funcdo do processo de identificagdo do pico é comparar cada pico no sinal
com 0s picos armazenados na tabela de composto.

A identificagdo € baseada no tempo de retencao esperado, janela do tempo de
retengao absoluto e janela do tempo de retengao relativo em %. A janela do
tempo de retencao final € a soma das janelas relativa e absoluta, aplicada
simetricamente ao tempo de retencao esperado.

O tempo de retencao esperado é especificado no método como valor do tempo
absoluto ou calculado a partir de um tempo de retencao relativo. Os compostos
de referéncia de tempo podem ser utilizados para corrigir os tempos de retengéo
esperados com base em possiveis mudancas observadas pelos compostos de

referéncia especificos.

RT Esper. = Rel R'T Wnd

Wnd Wdth = AbsRT Wnd +

100
onde
Abs R T Wnd Janela do tempo de retengédo absoluto
ExpRT Tempo de retengéo esperado
Rel R TWnd Janela do tempo de retencao relativo
Wnd Wdth Largura da janela

RTWnd = [Exp RT - Wnd Wdth; Exp R T + Wnd Wdth]

onde

ExpRT Tempo de retengao esperado
RTWnd Janela do tempo de retengao
Wnd Wdth Largura da janela
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Identificagé@o do pico

Avaliacao da janela do tempo de retencao

A janela de identificagé@o é a soma da janela relativa e absoluta, aplicada
simetricamente ao tempo de reteng&o esperado. Por exemplo:

Tempo de retengao esperado = 1 min
Janela do tempo de retengéo absoluto = 0,2 min
Janela do tempo de retencgéao relativo =10 % = 1 min * 10/100 = 0,1 min

Janela de identificagdo =[1-0,2-0,1;1+0,2+0,1] =1[0,7;1,3]

-10% -0,2 min +0,2min  +10%

Janela relativa esquerda Janela relativa direita
Janela absoluta esquerda | Janela absoluta direita
Tempo esperado

Figura79 Janela de identificagao

Referéncia para o Data Analysis
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Identificagé@o do pico

Resolugao de conflito

Se varios picos estdo entre a janela do tempo de retencao, existem diferentes
formas de como identificar um pico especifico. E possivel escolher entre os
seguintes valores para Coincidir pico nos parametros de identificagdo do
composto:

Primeiro: Utiliza o primeiro pico na janela do tempo de retencao.
Ultimo: Utiliza o ultimo pico na janela do tempo de retencéo.

Mais préximo (configuragéo padréo): Utiliza o pico mais proximo ao tempo de
retengdo esperado.

Maior area: Utiliza o pico com a maior area na janela do tempo de retencao.
Maior altura: Utiliza o pico com a maior altura na janela do tempo de retencao.

Se o conflito ndo for resolvido, nenhum dos picos sera identificado e um aviso
sera escrito no log de processamento.
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4 Identificagé@o do pico

Tempo de retencao relativos

E possivel utilizar os tempos de retencao relativos para verificar se a
identificagdo dos seus compostos esta correta. O tempo de retencdo de um
composto é comparado ao tempo de retencdo de outro composto especifico
(também denominado como Referéncia RRT). A razdo dos dois tempos de
retencao, isto &, o tempo de retencéo relativo RRT é normalmente um ndmero
conhecido que vocé pode oferecer no aplicativo.

Os valores RRT ndo tém nenhum impacto na identificagdo do composto. Apenas
os tempos de retengéo esperados absolutos séo utilizados para este proposito.
Eles sdo especificados no método de processamento como valores do tempo
absoluto ou calculados a partir de um tempo de retencéo relativo. Os compostos
de referéncia de tempo ou atualizagdes do método podem ser usados para
corrigir estas janelas dos tempos de retencéo absoluto baseados em possiveis
alteracgoes.

0 seguinte exemplo mostra os parametros de identificagdo para um composto
de referéncia RRT com um composto associado.

Tabela de Composto | Configuracdo do Qualificador Geral
[ # Tipo Nome Sinal E ref. RRT. Referéncia RRT associada RT Esp. (min) RRT

1 @ |(Ref#l DADIA 2,000 1,000

2 @ Composto N2 ‘ DAD1A O Ref #1 (DAD1A) 3,000 1,500

Composto associado

Composto de referéncia RRT

Se vocé alterar o RT esperado do composto associado, o valor do TRR do
mesmo sera recalculado automaticamente. E vice versa, se vocé alterar o valor
RRT, o RT esperado sera recalculado.

Se alterar o RT esperado do composto de referéncia RRT, o sistema recalcula o
RT esperado dos compostos associados.

Se utilizar os compostos de referéncia de tempo com compostos de referéncia
RRT, a alteragdo do tempo de retencao é aplicada ao composto de referéncia
RRT (consulte "Calculos para compostos de referéncia de tempo" na pagina 92).
O sistema recalcula o RT esperado do composto associado para que os valores
RRT ndo sejam alterados.
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4 Identificagé@o do pico

Tabela de Composto | Configuragdo do Qualificador Geral

|:|:+ # Tipo Nome Sinal E ref. de tempo Ref. de tempo associada RT Esp. (min) RRT E ref. RRT.
1 @ Ref#l ‘ DAD1A O 2,000 1,000
2 @ Composto N2l ‘ DADIA O Time Ref (DAD1A) 3,000 1,500 O
3 @@ TimeRef ’ DAD1A 3,500 O

RT: Ajustado, se necessario

RRT: Mantém-se constante

E possivel também utilizar a funcdo Atualizar RT com compostos de referéncia
RRT. No entanto, s6 é possivel configurar os parametros de atualizagdo para os
compostos de referéncia RRT. Os compostos associados sado forgados a utilizar
0s mesmos valores como referéncias, para que os valores RRT néo sejam
alterados.

Tabela de Composto | Configuragdo do Qualificador Geral

[ # Tipo Nome Sinal E ref. RRT. Referéncia RRT associada Atualizacdo de RT = Fator de atualizacdo do RT (%)
1 @@ RRTRef ‘ DADIA Apés cada corrida 50,000
2 Q’ Composto N2l ‘ PAD1A O RRT Ref (DAD1A) Apos cada corrida

0 composto associado utiliza os mesmos valores de RT Atualizados que a Referéncia RRT

0 composto Referéncia RRT utiliza a funcao Atualizar RT

Para picos néo identificados, ndo ha compostos associados. Nesse caso, 0
primeiro composto de referéncia RRT é usado para calcular o valor de RRT.

Calculos para tempos de retengao relativos (RRT)

Célculo do tempo de retengao relativo (RRT) a partir dos tempos de retencéo
esperados:

RRT = RTcomposto €sperado/RT eferancia €SPerado

Se alterar o valor RRT do composto associado, o RT esperado € recalculado da
seguinte forma:

RT Esperadocomposto = RRT * RT esperadoreferencia
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Composto de referéncia de tempo

Sobre os compostos de referéncia de tempo

Se utilizar os compostos de referéncia de tempo, o aplicativo corrige as janelas
do tempo de retengéo absoluto baseado em possiveis alteracées observadas
pelos compostos de referéncia especificos.

E possivel marcar um ou mais compostos no método de processamento como
compostos de referéncia de tempo. Para cada composto ou grupo de tempo, um
composto de referéncia de tempo pode ser selecionado para corrigir o tempo de
retencdo esperado. A extensado da corregdo pode ser ajustada por um fator de
corregao individual que pode ser selecionado para cada composto para corrigir o
tempo de retengdo esperado (coluna Fator, padréo = 1).

Se um composto tiver um composto de referéncia de tempo atribuido a ele, o
tempo de retencado esperado sera corrigido pela alteragdo do composto de
referéncia de tempo atribuido. O algoritmo de identificagdo do composto
utilizara o tempo de retencao esperado corrigido para identificar o pico no
cromatograma. No caso de grupos com tempo, os intervalos de tempo séo
corrigidos pela alteragéo. Geralmente a alteragao é corrigida pelo fator de
corregao inserido. Se um composto de referéncia associado néo for encontrado
no cromatograma, 0s picos e grupos de tempo vinculados nédo séo identificados.

Se padrdes internos forem utilizados e Utilizar compostos referéncia de tempo for
selecionado, os padrdes internos séo, por padrao, definidos como compostos de
referéncia de tempo.

Se utilizar compostos de referéncia de tempo e compostos de referéncia RRT, o
RT eferencia €sPerado e RT omposto €Sperado sdo ajustados para que o RRT
permanega constante.

Ao utilizar compostos de referéncia de tempo, todos os compostos e grupos

com tempo devem ter um composto de referéncia de tempo atribuido a eles.
Caso contrario, 0 método estara inconsistente e ndo podera ser utilizado para
reprocessamento.
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Identificagé@o do pico

Calculos para compostos de referéncia de tempo

Se utilizar os compostos de referéncia de tempo, o aplicativo corrige as janelas
do tempo de retengéo absoluto baseado em possiveis alteraces observadas
pelos compostos de referéncia de tempo selecionados.

Alterac@opes = RTRealres - RTESPRes

onde

Alteragaoget Alteracdo de tempo do composto de referéncia
RTRealges Tempo de retengdo real do composto de referéncia
RTESpPRef Tempo de retengdo esperado do composto de referéncia

Para compostos que utilizam uma referéncia de tempo, o tempo de retengéo
esperado é calculado utilizando um fator adicional.

RTEsperadoCorrig= RTEsperado + (Alterag@oges * Fator)

onde

RTEsperadoCorrig  Retengdo esperada corrigida

RTEsperado Tempo de retengao esperado

Alteragaopet Alteragdo de tempo do composto de referéncia de tempo

Fator Fator para compostos com composto de referéncia de tempo associado

(Fator)

Para grupos com tempo, os tempos inicial e final sdo calculados de acordo com:

Inicio do intervalo corrigido = Inicio do intervalo + (Alteragdopes * Fator)

Fim do intervalo corrigido = Fim do intervalo + (Alterag&oges * Fator)

onde

Inicio do intervalo corrigido

Inicio do intervalo

Final do intervalo corrigido

Final do Intervalo
Alteragaopes

Fator

Referéncia para o Data Analysis

Tempo de inicio do grupo temporizado corrigido
Tempo de inicio do grupo temporizado
Hora de parada do grupo temporizado corrigido
Hora de parada do grupo temporizado

Alteragao de tempo do composto de referéncia de tempo

Fator para grupos com tempo com um composto de
referéncia de tempo associado (Fator)
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Atualizar método de processamento

Atualizagdes do tempo de retengao

Baseado no tipo de atualizagdo do tempo de retengéo (Nunca, Apds cada corrida
ou Ap6s padroes de calibragdo) de todos os compostos ou grupos temporizados,
o tempo de retengéo esperado no método de processamento é atualizado
automaticamente apos o tempo de retencao esperado corrigido ter sido
calculado. Se o composto puder ser encontrado no valor corrigido, o valor
corrigido torna-se o novo valor esperado no método.

As atualizagGes do tempo de retengdo podem ser aplicadas com ou sem
referéncias de tempo.

Se a atualizagdo do tempo de retencgéo estiver definida para Apos cada corrida ou
Apos padroes de calibragao, todas as inje¢des sao processadas em ordem
sequencial. A alteragcdo no método sera aplicada com a proxima injegéo e
nenhum processamento paralelo de injegGes que néo forem de calibragéo
podera ser realizado.

Além de atualizar os tempos de retengdo durante a execugao, € possivel também
alterar manualmente todos os tempos de reten¢do por um dado valor.
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Calculos para tempos de retencgao atualizados

Para corrigir os tempos de retencéo esperados, o aplicativo |1é o tempo de
retengao atual e calcula a alteracdo para o tempo de retengéo esperado. Esta
alteracédo, multiplicada por um fator de ponderagédo de composto especifico, é
adicionada ao tempo de retengéo esperado.

Alteragao = RTReal - RTEsp

onde

Alteragao Alteragdo de tempo do composto

RTReal Tempo de retengéao real do composto
RTEsperado Tempo de retengéo esperado do composto

. AtualizarRT
NovoRTEsp = RTEsperado+ | Alteracdo = —o0
onde
NovoRTEsp Tempo de retengdo esperado corrigido do composto
RTEsperado Tempo de retencéo esperado do composto
Alteragdo Alteragéo de tempo do composto
AtualizarRT Fator de ponderagéo (Fator de atualizagéo do RT [%]) do composto

Tempos de retencao atualizados com compostos de referéncia de tempo

E possivel utilizar atualizagdes RT com ou sem referéncias de tempo. A alteracao
e os tempos de retencao corrigidos dos compostos de referéncia de tempo sdo
calculados da mesma forma que qualquer composto, utilizando a fungao

Atualizar RT:
. AtualizarRTg, ¢
NovoRTEsp Ref = RTEspg.r+ | Alteraciog,s = T,
onde
NovoRTESPRef Tempo de retengdo esperado corrigido do composto de referéncia
EXPR TRret Tempo de retengao esperado do composto de referéncia
Alteragao gef Alteracdo de tempo do composto de referéncia
AtualizarRT et Fator de ponderag&o (Fator de atualizagdo do RT [%]) do composto de

referéncia
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O tempo de retencao corrigido de um composto associado a uma referéncia de
tempo é calculado usando um fator adicional:

NewExpRT =ExpRT +| Shiftges * % * Factor

onde

NovoRTEsp Tempo de retengao esperado corrigido do composto

RTEsp Tempo de retengéo esperado do composto

Alteragao gef Alteracéo de tempo do composto de referéncia

AtualizarRT Fator de ponderagéo (Fator de atualizagao do RT [%]) do
composto

Fator Fator para compostos com composto de referéncia de tempo

associado (Fator)

No caso dos grupos temporizados, o tempo de retencédo esperado, 0 tempo
inicial do intervalo ou o tempo final do intervalo sé&o atualizados apenas se
utilizar referéncias de tempo ou tempos de retengéo relativos.

Exemplo: Atualizagées do tempo de retengao com
RRT

Se vocé atualizar automaticamente os tempos de retengao e também utilizar os
tempos de retengao relativos, os valores sdo atualizados da seguinte forma:

* O RT esperado do composto de referéncia RRT é calculado conforme
mostrado na equagdo para NewExpRT (consulte "Cdlculos para tempos de
retengdo atualizados" na pagina 94)

* O RT esperado do composto associado é ajustado para manter os valores de
RRT constantes, conforme mostrado na equacéo para o RT
Esperadocomposto (Consulte "Calculos para tempos de retengéo relativos
(RRT)" na pagina 90)

+ Ostempos Iniciar RT e Parar RT de um grupo temporizado s&o ajustados

para manter os valores de RRT constantes, utilizando a mesma equagéo
como para o RT Esperadocopmposto-

Por exemplo, considere um método de processamento com 3 compostos e um
Grupo Temporizado, onde Atualizar RT e RRT sé&o utilizados:
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4 Identificagé@o do pico

Tabela de Composto | Configuracdo do Qualificador  Geral

# Tipo Nome Sinal Eref RRT. Referéncia RRT associada AtualizacBo de RT Fator de atualizac8o do RT (%) RT Esp. {min) | RRT
1 [g Grupao NE1 | DADLA RRT Ref (DAD1A) Apos cada corrida 0,000
3| (P RRTRef | DAD1A Apés cada corrida 50,000 3,000 | 1,000
4 P @ | DAD1A O RRT Ref [DAD1A) Apés cada corrida 5,000 | 2,000
2| @@ 3 | DADLA O RRT Ref (DAD1A) Apos cada corrida 1,500 | 0,500

Figura 80 Parametros do composto

Parametros de Eventos de Tempo

[ Incluir picos identificados
[] auantificar cada pica individualmente
Iniciar RT Ihica RAT Parar RT Parar RRT
3,000 1,00 6,000 2,00

Figura 81 Parametros de grupo temporizado

Apds processar uma injegao, os 3 compostos foram encontrados nos seguintes
tempos de retengao:

« RRT ref.: 4,000 min
« (2:8,000 min
* (C3:2,000 min

Como resultado, o RT esperado do composto de referéncia RRT é corrigido da
seguinte forma:

Atualiz arRT)

NovoRTEsp = RTEsperado+ (Alteragﬁn #® 100

50
NovoRTEsp = 3,000 min. +| (4,000 min.- 3,000 min.) * oo )= 3,500 min.

Os tempos de retengdo esperados dos outros compostos, bem como dos
tempos de inicio e fim do grupo temporizado séo ajustados, para que o RRT seja
constante.

RT Esperadogomposto = RRT * RT esperadoeferancia
RT¢, esperado = 2,000 * 3,500 min = 7,000 min
RT3 esperado = 0,500 * 3,500 min = 1,750 min
INicioRTgrypoTemp = 1,000 * 3,500 min = 3,500 min
FIMRTgrypoTemp = 2,000 * 3,500 min = 7,000 min
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4 Identificagé@o do pico

Calculo para alteracao do tempo de retencgao global

Como parte da edicao do método, vocé pode alterar todos os tempos de
retengao esperados e intervalos de tempo para grupos temporizados de uma s6
vez. Os novos tempos de retencao séo calculados da seguinte forma.

Alteragao absoluta:

NovoRTEsp = RTEsperado + Alteragao

onde

NovoRTEsp Tempo de retengdo esperado corrigido do composto
RTEsperado Tempo de retengdo esperado do composto
Alteragao Valor absoluto inserido pelo usuario

Alteragao relativa:

NovoRTEsp = RTEsperado + (RTEsperado * %)

onde

NovoRTEsp Tempo de retengao esperado corrigido do composto
RTEsperado Tempo de retengéo esperado do composto
Alteragao Valor relativo inserido pelo usuério
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5 Calibracao

O que é calibragdo? 99

Curva de calibragédo 100

O que é uma curva de calibragdo 100
Tipo de resposta e fator de resposta 1071
Nivel de calibragdo 106

Ponderagdo de pontos de calibragdo 108
Modelos de curvas de calibragdo 111

Célculos da curva de calibragao 113

Parametros para o calculoda curva 114
Ajuste linear 115

Ajuste quadratico 116

Ajustes logaritmicos e exponenciais 119
Ajuste de RF médio 120

Avaliacdo da curva de calibragdo 121
Verificagdo da curva de calibragdo 121
Valores residuais relativos 121

Estatisticas da Curva de Calibragdo 123

Este capitulo contém detalhes sobre calculos utilizados no processo de
calibragéo.
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Calibracao

O que é calibracao?

Depois que os picos tiverem sido integrados e identificados, a proxima etapa na
andlise quantitativa é a calibragdo. A quantidade e a resposta raramente tém
proporgao direta com a massa real da amostra a ser analisada. Isso torna
necessaria a calibragdo com materiais de referéncia. A quantificagéo utiliza a
area ou altura do pico para determinar a quantidade de um composto em uma
amostra.

Uma andlise quantitativa envolve muitas etapas que estdo brevemente
resumidas a seguir:

+ Conhega o composto que vocé esta analisando.

+ Estabelega um método para analisar amostras contendo uma quantidade
conhecida desse composto, que é chamada amostra ou padrao de
calibragéo.

* Analise a amostra de calibragcao para obter a resposta devida para aquela
quantidade.

Como alternativa, vocé pode analisar uma série desses padrdes com
diferentes quantidades dos compostos de interesse se o seu detector tiver
uma resposta nao linear. Esse processo € denominado calibragdo multinivel.

Vocé pode realizar a quantificagdo com os seguintes métodos de calibracéo:
+ Calibragdo especifica de um composto (ESTD, ISTD)

+ Quantificagdo indireta usando fator de resposta ou calibragdo de outro
ComMposto ou grupo

+ Fator de resposta fixo (Fator manual)

Os célculos e as curvas de calibragdo ESTD sdo baseados em respostas
medidas (drea ou altura) de determinadas quantidades. Os célculos e as curvas
de calibragdo ISTD s&o baseados em respostas relativas e quantidades relativas
(consulte "Respostas relativas com ISTD" na pagina 103).
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Curva de calibracéo

O que é uma curva de calibragao

Uma curva de calibracao é uma representacéo grafica dos dados de resposta e
guantidade para um composto obtido a partir de uma ou mais amostras de

calibragao.

Normalmente, € injetada uma aliquota da amostra de calibragéo, € obtido um
sinal e a resposta é determinada calculando a area ou altura do pico, similar a

figura a seqguir.

Resposta

1000

J\

J

Figura 82 Amostra de calibragao, sinal, e curva de calibragao
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5 Calibracao

Tipo de resposta e fator de resposta

Ha diferentes configuragbes que permitem a vocé escolher quais valores séo

representados nos eixos x e y da curva de calibragao:

Definigédo do FR

O fator de resposta (FR) ¢ uma medida da extens&o de alteragdo do sinal caso
um composto seja detectado. E definido como a proporcéo da resposta em
relagdo a quantidade do composto ou vice-versa. Nas configuragbes gerais de
meétodos em Definicdo do FR, vocé pode alternar entre Resposta por quantidade
(padrdo) ou Quantidade por resposta. Ao alterar essa configuragao, vocé troca de

pOSIiGao 0s eixos x e y da curva de calibracao.

Quantidade

o = MW B

-

oon0s 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 B BS 7 75

Quantidade por resposta

Area
[ O

B}

o o5 1 15 2 25 3. 35 4 45
Quantidade

Resposta por quantidade (padréo)

Figura 83 Definigdes diferentes do FR, Resposta definida como Area

Calculo do FR:

FR = Resposta/Quantidade

ou

FR = Quantidade/Resposta
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5 Calibracao
Curva de calibracao

Tipo de resposta

A resposta em si pode ser definida como Area, Area%, Altura ou Altura%. Vocé
pode escolher o tipo de resposta individualmente para cada composto.

0O 0S5 1 18 2 25 3 35 4 45 5§ 55 6 65 7 75 0054 15 2 25 .3 55 4 45 555 B BS ¥ 7S

Quantidade Quantidade

0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 1 75 0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 €5 7 75
Quantidade Quantidade
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Calibracao

Respostas relativas com ISTD

Se vocé utilizar os padrdes internos (ISTDs) na sua amostra, respostas relativas
e quantidades relativas serdo exibidas na curva de calibragéo. O célculo depende

da definigédo do FR.

b
Rel. Quantidade

o

Rel. Resposta

0

Rel. Quantidade Rel. Resposta
Resposta por quantidade (padréo) Quantidade por resposta

Célculo do FR:
FR = (Resposta/Resposta ISTD) / (Quantidade/Quantidade ISTD)

ou
FR = Quantidade/Quantidade ISTD) / (Resposta/Resposta ISTD)
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Modelo de curva log/log

Se vocé selecionar o modelo de curva log/log para um composto, a quantidade e
a resposta serdo representadas como valores logaritmicos.

Vocé pode usar o modelo log/log em conjunto com ambas as defini¢cdes de FR,
com todos os tipos de resposta e com padrdes internos ou externos.

‘: ___________________________________________ ﬁ,/ 1 e e e e e e e ?/
7 P — 03 H
B /D/ i E 0z E(/ H
= 4 , bola 7
o 1 : @ a1 ,-’D/
o 2 r o 02 4
= / g o -
o ! L a4
8 A = o1 &
= /
2 7 O &
/ = ar //
i 0s S 1
- nf’/ : o D’/ :
) i 02 03 04 05 06 07 08 08 0 01 02 03 04 05 06 07 08 09
log (quantidade) log (quantidade rel.)
Resposta por quantidade (padréo) Quantidade por resposta

Figura 84 Exemplo para modelo log/log com padrées externos ou internos

Célculo do FR para os exemplos mostrados acima:
FR = log (Resposta) / log (Quantidade)
FR = log (Resposta/Resposta ISTD) / log(Quantidade/Quantidade ISTD)

Referéncia para o Data Analysis 104



5 Calibracao

Resposta em escala

Caso selecione uma resposta em escala, a resposta sera representada como um
valor calculado enquanto a quantidade sera representada sem modificagdes.

raizq(Resposta)
s

0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 35 55 B B3 7 73

Quantidade raizq(Resposta)
Figura 85 Exemplos para uma resposta em escala usando a fungéo raizq

Célculo do FR para os exemplos mostrados acima:

FR = raizq(Resposta)/Quantidade

ou

FR = Quantidade/raizq(Resposta)
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Nivel de calibragao

Existe um numero global de niveis de calibragdo por método de processamento
para todos os compostos. O numero de niveis de calibracdo define quantos
pontos (quantidade, resposta) sdo usados para calcular a curva de calibracéo.
Vocé define cada nivel processando o padrédo de calibragcao correspondente.
Para cada composto, a curva de calibragdo mostra os pontos de calibragdo que
foram usados para calcular as médias.

Ao executar novamente um padrao de calibragdo ou ao processar padrées de
calibragéo adicionais de um determinado nivel de calibragéo, o ponto de
calibragédo desse nivel é atualizado. Se optar por usar valores médios nas
configuragGes de Calculo da curva, o ponto de calibragéo sera atualizado pelo
valor médio do novo ponto medido e todos os valores ja existentes (consulte
"Modos de usar pontos individuais" na pagina 106).

A coleta de pontos de calibracdo pode ser controlada pelo Tipo de corrida
conforme segue:

* Nenhuma sele¢do: Um novo ponto sera adicionado a curva de calibracéo.

+ Limpar toda a calibragdo: Todos os pontos de calibragéo para todos os niveis
de calibragao sao excluidos antes de os novos pontos de calibragdo serem
salvos.

+ Apagar nivel de calibragao: Todos os pontos de calibragdo para o nivel de
calibragdo fornecido séo excluidos antes de os novos pontos de calibragcdo
serem salvos.

Reprocessar a mesma injecdo do padrao de calibragéo varias vezes atualizara o
mesmo ponto de calibragédo na curva e ndo ira adicionar novos pontos.

Modos de usar pontos individuais

E possivel escolher por método de processamento como os pontos de
calibragdo sdo usados para calcular a curva de calibracao. Estdo disponiveis os
seguintes modos:

+ A partir da média por nivel: Quantidades e respostas de todos os pontos de
calibragédo que contribuem para um nivel terdo sua média aferida e seréo
usadas para calcular a melhor curva de calibragéo.

+ A partir de pontos de calibragao individuais: Todas as quantidades e respostas
dos pontos de calibragéo individuais serdo usadas diretamente para
determinar a curva de calibragéo.
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Média
A média de todas as corridas de calibragéo € calculada usando a seguinte
formula:
((n — 1) * Resposta) + Resposta da medicio
Resposta =
n

onde

n Numero de pontos de calibragao

Resposta "Meas" Resposta da medigédo

Calibragao com bracket

Em calibragdes com bracket, as amostras sao agrupadas por calibragbes
pré-amostra e pds-amostra. Os padrdes de calibragao entre brackets de abertura
e fechamento sdo processados primeiro e uma curva de calibragédo é calculada.
Essa curva é entdo usada para calcular as amostras neste bracket.

Para todos os modos de bracketing, exceto Personalizado, uma operacéo de
Limpar toda a calibragao é executada automaticamente para todos os brackets
de abertura. Para o modo de bracketing Personalizado, vocé pode definir o Tipo
de corrida para Limpar toda a calibragao, conforme necessario.

O bracketing é configurado na janela Lista de Injegdo. Existem diferentes modos
de bracketing:
+  Global

A curva de calibragao € calculada com todos os padroes de calibragéo na
sequéncia, comegando com o primeiro e terminando com o ultimo. Todas as
amostras sao reprocessadas apds a curva de calibragdo ter sido calculada.

*  Sem overlap

Vocé deve ter pelo menos trés conjuntos de padrées em sua sequéncia e pelo
menos dois padroes no meio. Os padrées no meio da sequéncia sdo usados
em apenas um unico bracket.

Se existirem mais de dois padrées no meio, estes serdo divididos e alocados
aos brackets anteriores e seguintes. Em caso de numeros de padroes
impares no meio, o padrdo extra sera alocado ao bracket anterior.
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+ Overlap

Vocé deve ter pelo menos trés conjuntos de padrdes em sua sequéncia.
Os padrdes no meio da sequéncia sdo usados em dois brackets (o bracket
anterior e posterior).

* Personalizado

Crie os brackets como necessario. Na coluna Tipo de corrida, é possivel
escolher, individualmente para cada padréo de calibragéo, quais niveis de
calibragdo devem ser limpos. Se ndo escolher nenhum tipo de corrida, um
bracket terd sua média feita pelo seu antecessor.

Ponderacao de pontos de calibragao

Para compensar a variagao da resposta em diferentes quantidades de
calibragéo, vocé pode especificar a ponderagéo (ou importéancia) relativa dos
varios pontos de calibragdo usados para gerar a curva.

O parametro que controla a ponderagao ¢ o Método de Ponderagao. O peso
padrao € igual para todos 0s niveis e 0 peso maximo para cada curva esta
normalizadoem 1.

Estdo disponiveis os seguintes fatores de ponderacao:

Nenhum

Todos os pontos de calibragao tém pesos iguais.

p=1
onde
p Fator de ponderagao do nivel de calibragéo
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1/Quantidade

Um ponto de calibragéo é ponderado pelo fator 1/Quantidade, normalizado com
a menor quantidade de modo que o maior fator de ponderagéo seja 1. Se a
origem estiver incluida, sera atribuida a média das ponderagdes de outros
pontos de calibragéo.

_ Minimo (Quantidades)

Quantidades Atuais
onde
Quantidade atual Quantidade do nivel
Minimo (Quantidades) A menor quantidade em todos os pontos (niveis) usados para
a curva de calibragao
p Fator de ponderagéo do nivel de calibragéo

1/Quantidade ao quadrado

Um ponto de calibragdo é ponderado pelo fator 1/Quantidade?, normalizado com
a menor quantidade de modo que o maior fator de ponderacao seja 1. Podem
ser usadas ponderacdes quadraticas de pontos de calibragem, por exemplo,
para ajustar uma diferenca nos pontos de calibracéo. Isso garante que pontos de
calibragdo mais proximos a origem, que normalmente podem ser medidos com
mais precisao, obtenham um peso maior que pontos de calibragéo mais
afastados da origem, que podem estar espalhados.

_ Minimo(Quantidades)?

Quantidades Atuais?
onde
Quantidade atual Quantidade do nivel
Minimo (Quantidades) A menor quantidade em todos os pontos (niveis) usados para
a curva de calibragao
) Fator de ponderagéo do nivel de calibragéo
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1/Resposta

Um ponto de calibragéo é ponderado pelo fator 1/Resposta, normalizado com a
menor resposta de modo que o maior fator de ponderagéo seja 1. Se a origem
estiver incluida, sera atribuida a média das ponderagdes de outros pontos de

calibragéo.
Minimo (Respostas)
p= Resposta Atual
onde
Resposta atual Resposta de nivel
Minimo (Respostas) Menor resposta em todos os pontos (niveis) usados para a
curva de calibragéo
) Fator de ponderagéo do nivel de calibragéo

1/Resposta ao quadrado

Um ponto de calibracdo é ponderado pelo fator 1/Resposta?, normalizado com a
menor resposta de modo que o maior fator de ponderagéo seja 1. Podem ser
usadas ponderacées quadraticas de pontos de calibragem, por exemplo, para
ajustar uma diferenca nos pontos de calibragéo. Isso garante que pontos de
calibragdo mais proximos a origem, que normalmente podem ser medidos com
mais precisao, obtenham um peso maior que pontos de calibragéo mais
afastados da origem, que podem estar espalhados.

__ Minimo(Respostas)?
p= Resposta Atual®

onde

Resposta atual Resposta de nivel

Minimo (Quantidades) Menor resposta em todos os pontos (niveis) usados para a
curva de calibragao

p Fator de ponderagao do nivel de calibragao
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Modelos de curvas de calibragao

Openlab CDS pode calcular a calibragdo de acordo com diferentes modelos. Sao
suportados os seguintes modelos (consulte "Calculos da curva de calibragao' na
pagina 113):

+ Ajuste linear (consulte "Ajuste linear" na pagina 115)

+ Ajuste quadratico (consulte "Ajuste quadratico’ na pagina 116)

+ Ajuste logaritmico e exponencial (consulte "Ajustes logaritmicos e
exponenciais" na pagina 119)

« Ajuste de RF médio (consulte "Ajuste de RF médio' na pagina 120)

Vocé pode configurar o modelo da curva de calibragdo individualmente para
cada composto calibrado.

Tratamento da origem

A Aplicagéo pode considerar a origem do grafico de diferentes formas ao
calcular a curva de calibragdo. Vocé pode definir este parametro de maneira
independente para cada composto. Dependendo do tipo de curva, sO estao
disponiveis opgdes de tratamento de origem especificas (por exemplo, vocé ndo
pode forgar a curva através da origem com uma curva de calibragéo
logaritmica).
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Figura 86 Ignorar origem
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5 Calibracao
Curva de calibragao

o 05 il i3 2] A3 5 5 4

Figura 87 Incluir a origem no calculo

Com a opgao Incluir, um ponto com quantidade=0 e resposta=0 é adicionado aos

niveis de calibracao.

o s 1 15 2 25 3 o5 4

Figura 88 Forcar a curva de calibragao através da

o 0s 1 145 2 25 3 35 4

origem

Figura 89 Conectar a origem (n&o incluida no calculo)
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Célculos da curva de calibracéo

A curva de calibracéo ideal é calculada fazendo a correspondéncia da curva com
os pontos de calibragdo. O calculo da curva é baseado em ajuste pelo método
dos minimos quadrados (LSQ), que minimiza a soma dos quadrados residuais.
O tipo de curva € aplicado a pontos de calibragdo ponderados. O calculo
depende da definigédo do fator de resposta (Definigdo do FR, consulte "Tipo de
resposta e fator de resposta" na pagina 101).

Com o FR definido como Resposta por quantidade:

(p * (CalAreaPonto - AreaCalculada)?) = min.

onde

b2 Soma dos pontos de calibragédo (niveis)

AreaCalculada A drea lida a partir da curva em uma quantidade do nivel de
calibragéo

CalAreaPonto Area do nivel de calibragdo

p Fator de ponderagao do ponto de calibragéo

(p * (CalAlturaPonto - AlturaCalculada)?) = min.

onde

> Soma dos pontos de calibragdo (niveis)

AlturaCalculada A altura lida a partir da curva na quantidade do nivel de
calibragao

CalAlturaPonto Altura do nivel de calibragao

p Fator de ponderagdo do ponto de calibragéo
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Com o FR definido como Quantidade por resposta:

%(p * (CalQuantidadePonto - QuantidadeCalculada)?) = min.

onde

> Soma dos pontos de calibragéo (niveis)

QuantidadeCalculada A quantidade lida a partir da curva na area ou altura do nivel de
calibragao

CalQuantidadePonto Quantidade do nivel de calibragao

p Fator de ponderagdo do ponto de calibragéo

Parametros para o calculo da curva

Todos os célculos da curva utilizam os seguintes parametros:

a,b,c  Coeficientes da curva

X Com Resposta por quantidade:
Quantidade (ESTD) ou proporgao de quantidade (ISTD)
Com Quantidade por resposta:
Area, Area%, Altura ou Altura% (ESTD)
Proporgéo de drea ou proporgéo de altura (ISTD)

y Com Resposta por quantidade:
Area, Area%, Altura ou Altura% (ESTD)
Proporgéo de drea ou proporgdo de altura (ISTD)
Com Quantidade por resposta:
Quantidade (ESTD) ou proporgéo de quantidade (ISTD)

) Fator de ponderagdo do nivel de calibragéo
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Ajuste linear

O calculo da curva é baseado no ajuste com o método dos minimos quadrados
(consulte "Calculos da curva de calibragdo’ na pagina 113).

Formula da curva:

y=a*x+b

onde

a Inclinagéo

b Intercepgédo em Y

Calculo de coeficientes da curva:
b = D (xZ*wt)* D(y*wt)-2(x*y*wt)* X (x* wt)
D(wt) * (X2 * wt)- 2 (x * wt)?
a= Lt 'E:x‘:"wﬂ-i:x'wﬂ'i:_:"wﬂ-
Zew) ™ wi - Rt wi)©
S&0 necessarios pelo menos dois pontos de calibragdo para um ajuste linear.

Incluir origem

Se a origem for incluida, o ponto (0,0) é adicionado aos outros pontos e
ponderado pelo valor médio dos pesos dos outros pontos, isto é, o termo Z(p) é
aumentado com o valor médio dos pesos dos outros pontos.

Forgar origem

Se a opgéo forgar origem for selecionada, a férmula da curva sera a seguinte:

y=a*x
onde
a Inclinagéo

Calculo do coeficiente da curva:

= 2ZX*y*wt)
2(x2*wt)

S6 é necessario um nivel de calibragdo quando a origem for incluida ou forgada.

a
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Ajuste quadratico
Férmula da curva quadratica:
y=(@*x)+(b*x) +c

Sao necessarios pelo menos trés pontos de calibragdo para o ajuste quadratico.
Sao necessarios dois pontos se a origem for incluida ou forgada.

Calculo de coeficientes para ajuste quadratico

Os coeficientes resultam das equagdes lineares simultaneas abaixo. O algoritmo
de Crout é usado para resolver a equagado da matriz normal correspondente

(ATAx = Aly). Na férmula dada, as somas s&o abreviadas como:

W =X (wt)

XW =2 (x*wt)

X2W =X (x2*wt)

X3W =X (x>*wt)

Xaw =X xtrwt)

YW =2(y*wt)

XYW =X (x*y*wt)

X2YW =¥ (x% *y* wt)
A fim de evitar extravasamentos, os valores de x sdo normalizados antes de
entrarem no calculo:

Norma = Z(x)
x =x/ Norma

Equagbes normais para curva quadratica:

2(wt)*c +YE*WH)*b + XxZrwt)*a = D(y*wt)

SxFwh)te + XEZFw)*b + L(x>rwt)*a = D(x*y*wt)

SEZrw)re + TEPrwt)*b + Dxtrwt)ra = XxZry*wt)
Ou escritas como equacao da matriz:

W XW X2W]| |c Yw
XW X2W X3W|*|b|=| XYW
X2W X3W X4W| [a X2YW
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Decomposigao de Crout:

W XW X2W L11 1 U12 U13
XW X2W X3W|[=|L21 L22 * 1 U23
X2W X3W X4W L31 L32 L33 1

Com abreviagbes de valores:

L11=W

= XW
U12 111

L21 = XW

= X2W
U13 11

L31 = X2W

L22 = X2W-L21 *U12
= X3W-121*U13

U23 1.99

L32 = X3W-L31*U12

L33 = X4W - (L31 * U13)-(L32 * U23)

- YW
20 =137
_ XYW -(L21 * 20)
- 122
42 = X2YW-(L31*70)- (L32 21)
33

zl

a’ = z2
b’ =z1-(U23*a’)
¢ =20-(U12*b)-(Ul3*a’)
Por fim, a normalizagéo deve ser invertida:
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Forgar origem

Se a opgéo forgar origem for selecionada, o termo de offset a é colocado em
Zero ao criar as equagdes normais.

b

|X2W X3W|,
a

X3W X4W

- | XYW
X2YW

L11 =X2W

= X3W
U12 T11

L21 = X3W
L22 = X4W-(L21 * U12)

= XYW
U Y
41 = X2YW-(L21* 70)

L22

a =zl
b’ =2z0-(Ul2*a")

= b

Norm

a=_4a
Norm

2

Incluir origem

Se a origem for incluida, o ponto (0,0) é adicionado aos outros pontos e

ponderado pelo valor médio dos pesos dos outros pontos, isto &, o termo Z(p) é

aumentado com o valor médio dos pesos dos outros pontos.
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Ajustes logaritmicos e exponenciais

Ajustes logaritmicos e exponenciais

Para calcular o ajuste exponencial e logaritmico, as escalas de quantidade ou
resposta séo transformadas usando a funcao In. O ajuste da curva linear e os
fatores de ponderagéo sao aplicados aos dados transformados e a curva é
calculada sobre os dados transformados.

As opg¢des Incluir origem e Forgar origem nao sdo validas devido a singularidade
da funcéo In na origem.

Logaritmica

Formula da curva:
y=a*In(x)+b

Transformacdes: A escala x é transformada.
X =In(x);y =y
y=a*x'+b

Exponencial

Férmula da curva:
y=b*ed"x

Transformagdes: A escala y é transformada.
X =Xy =In(y)
y' =1In(b) + a*x'
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Ajuste log/log

Para calcular o ajuste log/log, ambas as escalas de quantidade e resposta sao
transformadas usando a funcgédo. O ajuste da curva linear e os fatores de
ponderagdo sdo aplicados aos dados transformados e a curva é calculada sobre
os dados transformados.

As opcodes Incluir origem e Forgar origem nao sdo validas devido a singularidade
da fungéo log na origem.

Foérmula da curva:
log(y) =a*log(x) + b

Transformacdes: As escalas x e y sdo transformadas.
X' = log(x); y' = log(y)

y=a*x+b

Ajuste de RF médio

Formula de RF médio:
y=a*x
onde

a Inclinagéo

0 aplicativo primeiro calcula o fator de resposta (RF) de cada amostra de
calibragdo. Em seguida, é calculada a média de todos os fatores de resposta.
O RF médio é indicado na legenda de curva de calibragédo e corresponde a
inclinacdo da linha ("Tipo de resposta e fator de resposta” na pagina 101).

A'intersecdo y é sempre zero, uma vez que a opgao de forgar origem € usada
automaticamente. O método de ponderagéo é definido automaticamente para
Nenhum.

Com o ajuste de RF médio, r e R? ndo sdo relevantes nem calculados.
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Avaliagdo da curva de calibracao

A qualidade do ajuste da curva de calibragdo com os niveis de calibragéo e a
presenca de valores discrepantes (medidas que estao longe da curva) podem
ser avaliadas usando célculos estatisticos. O cdlculo da curva de calibragao
fornece um coeficiente de correlagdo e um desvio padréo relativo para cada
curva, assim como um valor residual relativo para cada nivel de calibragéo.

Verificagao da curva de calibracao

Apos os cdlculos, as curvas de calibragao sao verificadas e sdo colocados
avisos se:

» ndo houver pontos de calibragdo suficientes para o calculo da curva
+ ainclinagdo da curva for zero ou negativa
+ ainclinagao for infinita

+ acurva de calibragdo ndo pode ser calculada (por exemplo, ao ultrapassar os
limites numéricos)

Valores residuais relativos

O valor residual € uma medida da distéancia do ponto de calibragdo da curva

calculada:
Residual = y; -,
onde
Vi Resposta medida (&rea ou altura) ou quantidade, dependendo
do modo de calibragao.
Y, Resposta ou quantidade prevista para o nivel i (calculada

usando a curva).
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O valor residual relativo € calculado para cada nivel de calibragéo utilizando a
seguinte férmula:

Residual  (y; —¥;)

ValorResRelativo = Y, 7

onde

Yi Resposta ou quantidade medida (érea ou altura).

Y, Resposta ou quantidade prevista para o nivel i (calculada

usando a curva).

O valor residual relativo é frequentemente reportado em unidades de % (% do
ValorResRelativo). Nesse caso, o ValorResRelativo deve ser multiplicado por 100.
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Estatisticas da Curva de Calibragao

Estatisticas da curva de calibragao

O caélculo da curva de calibragéo fornece para cada curva os nimeros do
coeficiente de correlagéo, coeficiente de determinacéo e desvio padréo residual.

Coeficiente de correlagao

O coeficiente de correlagéo (r) dd uma medida do ajuste da curva de calibragdo
entre os pontos de dados. E calculado utilizando a seguinte equagao:

r= Iyi-y)*(Yi-Y)*wti)
[ Xl (yi-y)2*wti) * 2(Yi-T)2* wti) )%

onde

r Coeficiente de correlagao

pi Peso do ponto de dados

y Valores médios das respostas ou quantidades medidas
Se a curva de calibragéo for forgada através da origem (Origem=Forga no
método de processamento), o Openlab CDS calcula o coeficiente de
determinagdo néo centrado. Neste caso, y € omitido.

yi Resposta medida (Area, ProporgdoArea (método ISTD), Altura ou
ProporgéoAltura (método ISTD)) ou quantidade (Quantidade,
ProporgdoQuantidade (método ISTD)), dependendo do modo de calibragéo

% Valores médios das respostas ou quantidades previstas

Yi Resposta ou quantidade prevista (usando a curva de calibragéo)
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y e Y so valores médios das respostas ou quantidades medidas e previstas,
calculados da seguinte forma:

7= 2 (yi * wti)
2 (wti)
onde
Di Peso do ponto de dados
= Valores médios das respostas ou quantidades medidas
yi Resposta medida (Area, ProporgaoArea (método ISTD), Altura ou
ProporgéoAltura (método ISTD)) ou quantidade (Quantidade,
ProporgadoQuantidade (método ISTD)), dependendo do modo de calibragdo
e
? = Z(YI * Wti)
2 (wti)
onde
pi Peso do ponto de dados
% Valores médios das respostas ou quantidades previstas
Yi Resposta ou quantidade prevista (usando a curva de calibragéo)

Para Origem Forgada presume-se que 0s pontos estejam centralizados em zero
(refletidos no terceiro quadrante) e que os valores médios sejam substituidos
por zero. Os programas de calculos de terceiros podem usar uma abordagem
diferente, o que gerara resultados ligeiramente diferentes.

O coeficiente de correlagdo é 1 para um ajuste perfeito. Reduz-se a medida que
os pontos individuais ou médios de calibragao se desviam da curva de
regressao. Os valores tipicos estdo entre 0,99 e 1. O coeficiente de correlagéo
ndo é uma medida direta de precisdo do método analitico, mas valores baixos
indicam baixa precisao.
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Coeficiente de determinagao

O coeficiente de determinacso (R?) é calculado conforme segue:

R2

-1- E(y;- Y

Sy - N>

onde

Yi

Coeficiente de determinagéo

Valores médios das respostas ou quantidades medidas

Se a curva de calibragéo for forgada através da origem (Origem=Forga no
método de processamento), o OpenLab CDS calcula o coeficiente de
determinagéo nao centrado. Neste caso, y é omitido.

Resposta ou quantidade medida. A resposta pode ser area (Area, Area% ou
ProporcdoArea [método ISTD]) ou altura (Altura, Altura% ou ProporgdoAltura
[método ISTD]). A quantidade pode ser quantidade absoluta ou
ProporgdoQuantidade (método ISTD). O tipo do valor depende do modo de
calibragéo.

Resposta ou quantidade prevista (usando a curva de calibragéo)
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Desvio padrao residual

O desvio padréo residual (as vezes denominado erro quadrado médio) é
calculado utilizando a seguinte formula:

- . lE‘:}"i - ¥,)?
DesPadricResidual = |—————
J (n—d)

onde

d=3 Grau de liberdade para uma curva quadratica, sem origem
forcada

d=2 Grau de liberdade para uma curva quadratica com origem
forgada, ou
Grau de liberdade para uma curva linear, sem origem forgada

d=1 Grau de liberdade para uma curva linear com origem forgada

DesPadréoResidual Desvio padréo residual

yi Resposta medida (Area, ProporcdoArea (método ISTD), Altura
ou ProporgaoAltura (método ISTD)) ou quantidade
(Quantidade, ProporgdoQuantidade (método ISTD)),
dependendo do modo de calibragao

Yi Resposta ou quantidade prevista (usando a curva de
calibragéo)

n numero de pontos de calibragéo

Para curvas de calibragdo com opgé&o de Incluir origem, a origem (0,0) é incluida
como um ponto regular no calculo e contada por n.

Os valores de y ndo sao ponderados.

O desvio padrao residual proporciona uma medida mais sensivel da qualidade da
curva que o coeficiente de correlacdo. Para um ajuste perfeito, o desvio padrdo
residual é zero. Com o aumento dos valores do desvio padrao residual, os pontos
de calibragao ficam mais longe da curva.
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Desvio padrao

O desvio padréo é calculado com a férmula para desvio padrdo de populagéo:

cﬂ/%ii‘ixrp)z

onde

G Desvio padrdo
NUmero de amostras

Xi Resposta ou quantidade de valor medida. Para o RF médio de
modelo de curva, esse € o fator de resposta de um composto
em uma amostra Unica.

u Valor médio. Para o RF médio de modelo de curva, esse é o
fator de resposta médio de um composto em todas as
amostras.

Para o modelo de curva RF médio: Devido a populagdo normalmente pequena
relativamente (nimero de pontos de calibragdo), esta férmula é usada em vez
do desvio padréo de populagdo da amostra (com N-1 como denominador).

Desvio padrao relativo

O desvio padrao relativo é calculado da seguinte forma:

RSD = 100-&
m
onde
RSD Desvio padrao relativo
ol Desvio padrao
u Valor médio
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O que é quantificagdo? 129
Calculos de quantificagdo 129

Fatores de correcao 130
Multiplicadores 130

Fator de diluicdo 130

% de massa e concentragdo 131
%Area e %Altura 132

Quantificagdo de compostos calibrados 133

Célculo de ESTD 133

Célculodo ISTD 135

Quantificagdo de compostos néo calibrados 138
Quantificagéo indireta usando um composto calibrado 138
Quantificagdo usando um fator manual 139

Quantificagéo de picos ndo identificados 141

Quantificar picos ndo identificados usando um fator de resposta fixo 141
Quantificar picos ndo identificados usando um composto calibrado 141
Normalizagdo 142

Calcular concentragdes normalizadas 143

Calcular quantidades normalizadas 144

Quantificagdo de grupo 145

Definigdo de um grupo com tempo 145

Quantificar um grupo com tempo 147

Definigdo de um grupo nomeado 151
Quantificar um grupo nomeado 152

Este capitulo descreve como os compostos sdo quantificados e explica os
calculos utilizados na quantificagéo.
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O que é quantificagao?

Apos os picos terem sido integrados e identificados, a proxima etapa na analise
€ a quantificacdo. A quantificagéo utiliza a drea ou altura do pico para determinar
a quantidade de um composto em uma amostra.

Uma andlise quantitativa envolve muitas etapas que estdo brevemente
resumidas a seguir:

* Analise a amostra que contém uma quantidade desconhecida do composto
para obter a resposta devida para a quantidade desconhecida.

+ Compare a resposta da quantidade desconhecida com a resposta da
guantidade conhecida para determinar quanto do composto esta presente.

Para obter uma comparagéo valida entre a resposta da amostra desconhecida e
a amostra conhecida, os dados devem ser obtidos e processados em condigbes
idénticas.

Calculos de quantificacao

Openlab CDS oferecem os seguintes procedimentos de calculo para determinar
a quantidade de cada componente presente em uma mistura:

+  Porcentagem da Area ou Altura (Area% ou Altura%)

» Quantificagdo usando um Fator manual

+ Padrdo externo (ESTD)

+ Padréointerno (ISTD)

+ Quantificacdo indireta usando um composto calibrado

Os calculos usados para determinar a concentragao de um composto em uma
amostra desconhecida dependem do tipo da quantificacdo. Cada procedimento

de célculo usa a area ou altura do pico para o célculo e produz um tipo diferente
de analise.
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Fatores de corregéo

Os célculos de quantificagdo usam diferentes fatores de correcéo, o
multiplicador (composto ou multiplicador de injegdo) e o fator de diluigdo. Esses
fatores sdo usados nos procedimentos de calibragéo para compensar variagdes
na resposta do detector a diferentes componentes da amostra, concentragoes,
diluigbes de amostra, quantidades de amostra, purezas de compostos e para
converter unidades.

Multiplicadores

Os multiplicadores sdo usados em cada formula de calculo para multiplicar o
resultado para cada composto. Um multiplicador pode ser usado para converter
unidades para expressar concentragdes ou para corrigir a concentragdo e assim
compensar diferentes purezas dos compostos padrao.

Os multiplicadores s&o definidos no nivel da injecéo (lista de injegGes ou tabela
de sequéncia) e no nivel do composto (tabela de calibragao, parte do método de
processamento). Em OpenlLab CDS, vocé pode configurar até 5 multiplicadores
de injegcdo e 1 multiplicador de compostos.

O multiplicador para um composto conhecido é:

Multiplicador = Multiplicador do composto * Multiplicador de injecdo 1 *
Multiplicador de injecdo 2 *...

Fator de diluicao

O fator de diluigdo € um numero pelo qual a quantidade € multiplicada ou dividida
para calcular a concentragdo (ver concentragdo). Os fatores de diluicdo sdo
definidos no nivel da injegdo (coluna Fator de dilui¢ao na lista de injegdes). Vocé
pode usar o fator de diluigdo para alterar a escala dos resultados ou corrigir
alteragdes na composigéo da amostra durante o trabalho de pré-andlise. Vocé
também pode usar o fator de diluigdo para qualquer outra finalidade que requeira
o uso de um fator constante.

A diluigdo da amostra é uma combinagao de até 5 fatores de diluigéo:

Diluigdo da amostra = Fator de diluicdo 1 * Fator de diluigdo 2 *...
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% de massa e concentragao

A concentracao é exibida na coluna Concentragdo nos resultados da injegéo.

O célculo depende das seguintes configuragdes (todas as configuragdes estdo
disponiveis na guia Geral do n6 Compostos >Calibragao):

+ Calculo de concentragao: com esta configuragao, é possivel escolher entre
usar fatores de diluigdo como um divisor ou como outro multiplicador.

+ Calcular % de massa: calcular a concentragdo como porcentagem de massa
(quantidade do composto em relagdo a quantidade de amostra).

Com Calcular % de massa desmarcada (esta é a configuragéo padréo):
Concentragdo = Quantidade * Multiplicadores * Fatores de diluicdo

ou

Multiplicadores

Concentracdo = Quantidade =
’ Q Fatores de Diluicdo

Com Calcular % de massa selecionada:

A concentragdo é calculada como porcentagem de massa (quantidade do
composto em relagdo a quantidade de amostra).

. idad _ P
Concentracdo = (& *® 10{]) # Multiplicadores » Fatores de Diluicdo
! Quantidade de Amostra !
ou
c traci ( Quantidade ) Multiplicadores
oncentragio = * *
’ Quantidade de Amostra Fatores de Diluicdo

Para mais informacdes sobre o calculo de multiplicadores e fatores de dilui¢éo,
consulte "Fatores de corregao’ na pagina 130.
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%Area e BAltUra

O procedimento de célculo Area% reporta a area de cada pico no sinal como uma
porcentagem da drea total de todos os picos no sinal. Area% n&o requer
calibragéo prévia e ndo depende da quantidade de amostra injetada dentro dos
limites do detector. Ndo sdo usados fatores de resposta. Se todos os
componentes responderem igualmente no detector, a Area% fornecera uma
aproximacao adequada das quantidades relativas de componentes.

A Area% ¢ usada rotineiramente quando resultados qualitativos forem de
interesse e para produzir informagdes a fim de criar a tabela de compostos
necessaria para outros procedimentos de calibragao.

O procedimento de calculo Altura% reporta a altura de cada pico no sinal como
uma porcentagem da altura total de todos os picos no sinal.

Fatores de correcdo ndo sdo aplicados no célculo de Area% ou Altura%.
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Quantificacdo de compostos calibrados

Os procedimentos de célculo de padrédo externo (ESTD), normalizagéo e padrao
interno (ISTD) requerem calibragéo e, portanto, utilizam uma tabela de
compostos. A tabela de compostos especifica a conversado de respostas nas
unidades que vocé escolher por meio do procedimento selecionado.

Calculo de ESTD

O procedimento de ESTD é o procedimento basico de quantificagdo no qual
tanto a calibracdo como amostras desconhecidas séo analisadas nas mesmas
condigbes. Os resultados da amostra desconhecida sdo entdo comparados com
aqueles da amostra de calibragédo para calcular a quantidade na amostra
desconhecida.

O procedimento de ESTD utiliza fatores de resposta absolutos, diferentemente
do procedimento de ISTD. Os fatores de resposta sdo obtidos a partir de uma
calibragéo e depois armazenados. Nas corridas de amostras seguintes, as
guantidades do composto sdo calculadas aplicando esses fatores de resposta
as respostas de amostras medidas. Certifique-se de que o tamanho da injegéo
da amostra possa ser reproduzido de corrida em corrida, uma vez que ndo ha
nenhum padrdo na amostra para corrigir variagdes no tamanho da injegéo ou na
preparagdo da amostra.

Ao preparar uma anadlise de ESTD, o calculo da quantidade de um composto em
particular em uma amostra desconhecida ocorre em duas etapas:

1 Uma equagéo para a curva através dos pontos de calibragéo para esse
composto é calculada usando o tipo de ajuste especificado nas
configuragGes Modo e Origem na tabela de compostos.

2 A quantidade do composto na amostra desconhecida € calculada usando a
equacao descrita acima. Essa quantidade pode aparecer no relatério ou pode
ser usada em calculos adicionais exigidos por valores de multiplicador de
amostras, multiplicador de compostos ou fator de diluigdo sendo reportados.
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Calibracao de nivel unico

No caso da calibracéo de nivel Unico, o fator de resposta € simplesmente a razéo
entre resposta e quantidade do ponto de calibragéo. Se as opgdes Incluir origem
e Forgar origem forem desativadas, sera emitido um alerta.

O fator de resposta FR é definido como uma razéo de resposta e quantidade ou
vice-versa (consulte "Definicdo do FR" na pagina 101). Para calcular o FR, o
aplicativo utiliza a quantidade do composto da amostra de calibragéo e a
resposta correspondente da amostra de calibragéo.

A férmula para o calculo da calibragdo de nivel Unico dos resultados de ESTD
depende do tipo de resposta que vocé definiu no método de processamento:

Quantidade = Area do pico / FR
ou:

Quantidade = Altura do pico / FR

onde
Quantidade Quantidade do composto
FR Fator de resposta

Para detalhes sobre o célculo de concentragdes, consulte "% de massa e
concentracao" na pagina 131.

Calibragao multinivel

Para a calibragdo multinivel, o fator de resposta € avaliado a partir da curva de
calibragao.
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Calculo do ISTD

O procedimento de ISTD elimina as desvantagens do método ESTD adicionando
uma quantidade conhecida de um composto que serve de fator normalizador.
Esse composto, o padrdo interno, é adicionado tanto as amostras
desconhecidas como as amostras de calibragéo.

O composto utilizado como padrao interno deve ser similar ao composto
calibrado, tanto quimicamente como em tempo de retengdo/migragéo, mas
deve ser diferenciavel cromatograficamente.

Tabela8 Procedimento de ISTD

Vantagens Desvantagens

A variag&o no tamanho da amostra ndo é fundamental. O padrdo interno deve ser adicionado a
todas as amostras.

A oscilagdo do instrumento é compensada pelo padréo

interno.

Os efeitos de preparagdes de amostras séo
minimizados se o comportamento quimico do ISTD e
da amostra desconhecida forem similares.

Se o procedimento de ISTD for utilizado para calibragées com uma caracteristica
ndo linear, deve-se tomar cuidado para que erros resultantes do principio de
calculo ndo causem erros sistematicos. Em calibragdes multinivel, a quantidade
do composto de ISTD deve ser mantida constante, ou seja, a mesma para todos
0s niveis.

Na andlise do padrdo interno, a quantidade do composto de interesse esta
relacionada a quantidade do componente do padréo interno pela razéo das
respostas dos dois picos.

O OpenlLab CDS permite até 5 compostos de ISTD.

Para o calculo do ISTD, sdo utilizadas respostas relativas e quantidades relativas
em vez das respostas e quantidades "brutas”. Elas sdo calculadas dividindo a
resposta e a quantidade do pico de interesse pela resposta e quantidade do
composto de ISTD correspondente:

Resposta relativa = Resposta / Resposta |stp
Quantidade relativa = Quantidade / Quantidade gTp

A resposta pode ser Area, % Area, Altura ou % Altura (consulte "Tipo de resposta
e fator de resposta" na pagina 101).
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Em uma calibracédo ISTD, o célculo da razao de quantidade corrigida de um
composto em particular em uma amostra desconhecida ocorre em varios
estagios. Esses estagios sao descritos nas segoes a seguir.

Amostras de calibragao

1 Os pontos de calibragao sdo construidos calculando uma razéo de
guantidade e uma razéo de resposta para cada nivel de um composto em
particular na tabela de compostos.

A razdo da quantidade é a quantidade do composto dividida pela quantidade
do padrdo interno nesse nivel.

A raz&o da resposta é a resposta (drea ou altura) do composto dividida pela
resposta do padrédo interno nesse nivel.

2 Uma equacao para a curva através dos pontos de calibragao € calculada
usando o tipo de modelo de curva especificado na tabela de compostos do
meétodo de processamento.

Razéo da resposta

|

|

|

|

|

v
Razédo da quantidade

Amostra desconhecida

1 Aresposta do composto na amostra desconhecida é dividida pela resposta
do padréo interno na amostra desconhecida para dar uma razéo de resposta
para a amostra desconhecida.

2 Umarazao de quantidade para a amostra desconhecida é calculada usando a
equacdo do modelo de curva determinada na "Amostras de calibracédo" na
pagina 136 e a quantidade real de ISTD na amostra.
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Calibragao ISTD de nivel unico

No caso da calibragéo de nivel Unico, o fator de resposta relativa (FRR) é avaliado
usando valores de resposta e quantidade de amostras de calibragéo.
Dependendo da definigdo do FR nas configuragdes gerais de calibragéo, se
aplica uma das seguintes férmulas:

Com o FR definido como Resposta por quantidade:

FRR — ResRelativa
" QuanRelativa

Com o FR definido como Quantidade por resposta:

FRR QuanRelativa

ResRelativa
onde
FRR Fator de resposta relativa
ResRelativa Resposta relativa
QuanRelativa Quantidade relativa

A quantidade e a concentragao sao calculadas de acordo com as férmulas a
seguir, usando o valor de resposta da medigdo da amostra:

Com o FR definido como Resposta por quantidade:

tidade — (ResRelativa
Quantidade = FRR

Com o FR definido como Quantidade por resposta:

) # Quantidade_{_r;rﬂ

Quantidade = FRR * ResRelativa * Quantidade|stp

onde

Quantidade Quantidade do composto
ResRelativa Resposta relativa

FRR Fator de resposta relativa
Quantidadestp Quantidade de padrédo interno

Para calibragdo multinivel, o fator de resposta relativa é avaliado a partir da curva
de calibragao.

Para detalhes sobre o calculo de concentragdes, consulte "% de massa e
concentracao" na pagina 131.
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Quantificacéo de compostos ndo calibrados

Compostos nado calibrados podem ser quantificados com um fator de resposta
fixo ou usando os dados de calibragao de um dos compostos calibrados. A
quantificagéo utilizando um fator de resposta fixo ou dados de compostos
calibrados é especifica para um sinal. Em ultimo caso, se o composto calibrado
for quantificado por um método ISTD, o ISTD sera usado para 0s picos ndo
identificados da mesma forma que para o composto calibrado.

Quantificagao indireta usando um composto
calibrado

Se os dados de calibragdo de um composto calibrado tiverem de ser usados
para quantificar compostos ndo calibrados, o composto calibrado sera
identificado no método de processamento (né Calibragao, guia Tabela de
compostos: em Modo, selecione Referéncia). Os célculos sdo os mesmos usados
para compostos calibrados. Se o composto de referéncia for quantificado por
um método ISTD, o ISTD sera usado para o composto nao calibrado da mesma
forma que para o composto de referéncia.

Um pico de referéncia faltante resulta em uma quantidade zero do composto
nao calibrado.

Como opgao, um fator de corregdo (Corregao de ref.) pode ser inserido para
multiplicar a resposta do pico antes de a quantidade ser calculada a partir do
fator de resposta do composto de referéncia.

Referéncia para o Data Analysis 138



6 Quantificagao

Quantificagao usando um fator manual

O software permite a vocé quantificar um composto identificado que seja
baseado em um fator de resposta fixa (coluna Fator manual). Nesse caso, a
qguantidade do composto é calculada usando o fator de resposta fixa:

Quantidade = Resposta * Fator manual

onde
Fator manual Fator de resposta fixa
Resposta A resposta pode ser Area, Area%, Altura, Altura%, Rel. Area ou

Rel. Quantidade (consulte "Tipo de resposta e fator de
resposta’ na pagina 101)

Para detalhes sobre o calculo de concentragées, consulte "% de massa e
concentracao' na pagina 131.

Utilizar um fator manual com um meétodo ISTD

Se a quantidade do composto for quantificada usando o fator de resposta fixa e
0 ISTD, a férmula sera lida conforme segue:

Area relativa = Area / Areajgtp
ou:

Altura relativa = Altura / AlturaigTp
A quantidade é ent&o calculada conforme segue:

Quantidade = Area relativa * Fator manual * Quantidade;gtp
ou:

Quantidade = Altura relativa * Fator manual * Quantidade|stp

Para detalhes sobre o calculo de concentragdes, consulte "% de massa e
concentracao’ na pagina 131.
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Dependéncia do fator manual e do fator de resposta (FR)

Com o FR definido como Resposta por quantidade (configuracédo padréo):
FR =1/ Fator manual

Com o FR definido como Quantidade por resposta:
FR = Fator manual

Para obter mais informacdes sobre o fator de resposta, consulte "Tipo de
resposta e fator de resposta” na pagina 1071.
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Quantificacéo de picos néo identificados

Picos nao identificados podem ser quantificados usando grupos temporizados,
com um fator de resposta fixo ou com os dados de calibragdo de um dos
compostos calibrados. A quantificagédo utilizando um fator de resposta fixo ou
dados de compostos calibrados é especifica para um sinal. Em Ultimo caso, se o
composto calibrado for quantificado por um método ISTD, o ISTD sera usado para
0s picos nao identificados da mesma forma que para o composto calibrado.

Para obter mais informacgdes sobre grupos temporizado, consulte "Definicdo de
um grupo com tempo' na pagina 145.

Quantificar picos nao identificados usando um fator
de resposta fixo

Nesse caso, vocé cria um grupo temporizado com o modo de quantificacao
Fator manual. Os intervalos de tempo especificados do grupo temporizado
incluem os picos relevantes nao identificados.

Além disso, picos quantificados devem ser excluidos. Definindo a opgéo
Quantificar cada pico individualmente, a quantidade e a concentragéo de todos os
picos ndo identificados séo calculadas usando o fator de resposta fixa.

Para detalhes sobre o calculo, consulte "Quantificar um grupo com tempo com
um fator manual" na pagina 147.

Quantificar picos nao identificados usando um
composto calibrado

Nesse caso, vocé cria um grupo temporizado com o modo de quantificagcao
Referéncia. Os intervalos de tempo especificados do grupo temporizado incluem
0s picos relevantes néo identificados. Como opgéo, um fator de corregéo
(Corregao de ref.) pode ser inserido para multiplicar a resposta do pico antes de a
quantidade ser calculada a partir do fator de resposta do composto de referéncia.

Além disso, picos quantificados devem ser excluidos. Especificando a opgéo
Quantificar cada pico individualmente, a quantidade e a concentragéo de todos os
picos ndo identificados séo calculadas usando a referéncia da curva.
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Normalizaggo

Vocé pode optar por normalizar quantidades nas configuragdes gerais de
calibragdo de um método de processamento.

A andlise de normalizagdo possui a mesma desvantagem que os calculos de
Area% e Altura%. Qualquer alteragéo que afete a &rea total do pico afetaré o
calculo de concentragéo de cada pico individual. A andlise de normalizagdo s6
deve ser utilizada se todos os componentes forem eluidos e integrados.

A excluséo de picos selecionados de uma analise de normalizagéo ira modificar
os resultados reportados na amostra.

Para informacdes detalhadas sobre grupos temporizados, consulte "Definigéo de
um grupo com tempo' na pagina 145.

Se picos individuais forem calculados em grupos temporizados, esses picos
individuais ndo serdo incluidos uma segunda vez na quantidade total; eles ja
estdo incluidos na quantidade do grupo temporizada.

O fator de normalizag&o padrdo é 100,00 para criar resultados de %Norm.

No entanto, é possivel definir um nimero e unidade diferentes no método.

A guantidade total é a soma de todas as quantidades calculadas de compostos
e grupos temporizados, independente do sinal do pico principal do composto.

Vocé pode escolher se compostos de ISTD s&o incluidos ou ndo no célculo. Se
for excluida (configuragdo padrdo), a quantidade de ISTD n&o serd adicionada a
guantidade total e nenhuma quantidade de normalizagdo de compostos sera
calculada para os ISTDs.

Para grupos nomeados, a quantidade do grupo nao esta incluida na quantidade
total. Contudo, se um ISTD for explicitamente adicionado a este grupo nomeado,
ele sera adicionado a quantidade do grupo, mesmo que o ISTD esteja excluido da
normalizagao. Isto pode resultar em quantidades de normalizagdo maiores do
que 100% para o grupo nomeado.
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Calcular concentragoes normalizadas

A concentracao normalizada de um composto se refere a concentragao do
composto em relacdo a soma das concentragdes de todos 0os compostos
detectados.

O célculo depende do status da caixa de selecédo Aplicar fatores de corregao a
concentragoes normalizadas. Esta caixa de selegdo faz parte das configuragbes
de calibragdo no método de processamento.

Se os fatores de corregédo forem aplicados, a Concentragao normalizada de um
composto sera calculada da seguinte forma, dependendo do célculo de

concentracao:

CN = % . Msample 'Dsample . f
Ou

CN = Mcomp'A ) Msample f

Zl Meomp . A) Dsample

Se os fatores de corregdo ndo forem aplicados, a concentracdo normalizada
sera calculada como:

= Meom A
Cn™ =2 = f
¥ T Meomp A)

onde

Cn Concentracéo normalizada

Meomp Multiplicador especifico de composto, definido no método de
processamento

A Quantidade

Mamostra Multiplicadores especificos de composto, definidos na lista de
injecdo ou na tabela de sequéncia

Damostra Fatores de diluigdo especificos da amostra, definidos na lista
de injegdo ou na tabela de sequéncia

f Fator de normalizagéo, definido no método de processamento
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Calcular quantidades normalizadas

A equagdo utilizada para calcular a Quant normalizada de um composto é:

Normalizacio

Quantidade Normalizada do Composto=Quantidade do Composto m

onde

Quantidade do Composto Quantidade do composto

Quantidade Normalizada do Quantidade do composto de normalizagao

Composto
Normalizagéo Fator de normalizagéo, definido no método de processamento
Quantidade Total Soma de todas as quantidades do composto e quantidades do

grupo temporizado

As quantidades de grupos nomeados néo sao incluidas na
quantidade total. Quantidades de compostos identificados em
grupos temporizados sao contadas duas vezes se voce tiver
habilitado Incluir picos identificados para o grupo temporizado.

Quantidade N lizada do & Quantidade do G Normalizagdo
uantidade Normalizada do Grupo=Quantidade do Grupo * —————————
P P Quantidade Total
onde
Quantidade do Grupo Quantidade do grupo
Quantidade Normalizada do Quantidade do grupo de normalizagao
Grupo
Normalizagédo Fator de normalizagéo, definido no método de processamento
Quantidade N lizada do Pi Quantidade do Pi Normalizagdo
uantidade Normalizada do Pico=Quantidade do Pico* ——————
Quantidade Total
onde
Normalizagéo Fator de normalizagao, definido no método de processamento
Quantidade do Pico Quantidade do pico

Quantidade Normalizada do Quantidade do pico de normalizagéo
Pico
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Quantificacao de grupo

Definicao de um grupo com tempo

Um grupo temporizado contém uma ou mais regides temporais e é definido em
um sinal especifico. O tempo de retengéo esperado do grupo serve apenas para
fins de classificagdo e pode ser inserido manualmente.

O grupo temporizado corresponde ao intervalo descalibrado ou ao intervalo
calibrado no OpenLab EZChrom.

0 exemplo a seguir mostra trés grupos temporizados, onde o Grupo 2 e o Grupo
3 se sobrepdem. C1 e C2 sdo compostos identificados. O pico ndo identificado
em 5,689 min é avaliado em ambos os grupos. Picos identificados sé sé&o
avaliados se os parametros do grupo estiverem devidamente definidos.

Grupos Intervalos de tempo Incluir picos identificados?
Grupo 1 0,8min-1,4min Nao
2,8 min - 3,4 min
Grupo 2 3,8min-59 min Sim
Grupo 3 5,4 min-7,2min Nao
Grupo 1 g
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Se um grupo temporizado nao tiver uma regido de tempo definida, sua area,
altura e quantidade néo serdo calculadas. Se um grupo temporizado tiver uma
regido ou regides definidas, mas nenhum pico for encontrado nessa regido ou
nessas regides, sua area e altura serdo iguais a zero.

Se voceé corrigir os tempos de retencao usando compostos de referéncia de
tempo, as horas de inicio e de parada do grupo temporizado também serao
corrigidas pelas mudancas correspondentes (consulte "Calculos para
compostos de referéncia de tempo" na pagina 92).

Para a quantificacao, a area, a altura ou a resposta em escala do grupo é
calculada pela soma dos valores correspondentes dos picos individuais contidos
nos intervalos de tempo (incluindo ou excluindo picos identificados, dependendo
dos parédmetros do grupo).

Um grupo temporizado é calibrado e quantificado usando os pardmetros de
calibragédo do grupo. Grupos temporizados suportam todos os modos de
calibragdo e quantificagdo de compostos regulares (Curva, Fator manual,
Referéncia). Nos pardmetros do grupo, vocé pode optar por quantificar todos os
picos individualmente. Nesse caso, cada pico do grupo é quantificado
individualmente com o fator de resposta (FR) do grupo.

Cuidado: Uma vez que os Grupos temporizados usam os parametros de
calibragdo do grupo inteiro, € necessario ter cuidado ao usar com curvas néo
lineares e/ou de calibragdo com um grande offset.

N&o é recomendado usar um Grupo temporizado com curvas de calibragdo nao
lineares, pois possivelmente o calculo gerara resultados imprecisos devido a
natureza ndo comutativa dos calculos.

Se uma curva de calibragéo do grupo tiver um offset significante (ou seja, um
valor [b] com grande intersec&o), o offset sera distribuido igualmente em todos
0s picos encontrados dentro das janelas do grupo temporizado. E possivel que a
distribuicao igualitaria ndo descreva todos os componentes adequadamente.

Podem ocorrer conflitos se um pico pertencer a varios grupos ou se picos
identificados forem quantificados como parte do grupo. Para mais detalhes
sobre a resolugéo de conflito, consulte "Avaliacdo dos parametros de grupo
temporizado’ na pagina 149.
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Quantificar um grupo com tempo

Quantificar um grupo com tempo com um fator manual

Nesse caso, a quantidade do grupo é calculada de acordo com um fator de
resposta fixa inserido manualmente.

ESTD:

Quantidade do grupo = Resposta do grupo * Fator manual

onde
Fator manual Fator de resposta fixa
Resposta do grupo Soma de todas as respostas (em escala)
ou ISTD:
Quantidade do Grupo= Resposta do grupo + Fator manual * Quantidade;srp
Resposta jsrp
onde
Quantidade gtp Quantidade do padréo interno
Fator manual Fator de resposta fixa
Respostagtp Resposta (em escala) do padrdo interno

Concentragdo do grupo = Quantidade do grupo * Multiplicadores * Fatores de
diluigao
ou
Concentracgao do grupo = Quantidade do grupo * Multiplicadores / Fatores de
diluicdo
Para mais informacdes sobre como calcular multiplicadores e fatores de
diluigao, consulte "Fatores de corregdo"' na pagina 130. Para mais informagdes

sobre como calcular a concentragao, consulte "% de massa e concentragao’ na
pagina 131.
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Quantificar um grupo com tempo com sua prépria curva de calibragao

Um grupo temporizado pode ser quantificado de acordo com sua propria curva
de calibragao. Todos os niveis ou opgdes de calibragdo sdo suportados, com
excecao da escala de resposta Resposta/RT. No modo ISTD, vocé deve
selecionar um ISTD a ser usado.

Caso escolha um valor de resposta em escala, a resposta em escala sera a
soma das respostas em escala individuais.

Quantificar um grupo com tempo com a curva de um composto de
referéncia

O grupo temporizado pode ser quantificado de acordo com a curva de calibragéo
de outro composto simples. O software permite a vocé usar o fator de resposta
de um composto de referéncia (curva de calibragdo). Nesse caso, um fator de
corregdo (Corregao deref.) pode ser inserido para multiplicar a resposta antes de
a quantidade ser calculada a partir do fator de resposta do composto de
referéncia. No caso do ISTD, o mesmo ISTD é usado como composto de
referéncia.

Quantificar picos individualmente em um grupo com tempo

Se vocé escolher quantificar todos os picos individualmente, a quantidade de
picos individual é calculada como:

Resposta do pico

Quantidade do Pico=Quantidade do Grupo = Resposta do grupo

Concentracao do pico = Quantidade do pico * Multiplicadores * Fatores de
diluicdo
ou
Concentragdo do pico = Quantidade do pico * Multiplicadores / Fatores de
diluigao
Para mais informacgdes sobre como calcular multiplicadores e fatores de
diluigao, consulte "Fatores de corregao"' na pagina 130. Para mais informacgdes

sobre como calcular a concentragao, consulte "% de massa e concentragao' na
pagina 131.
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Avaliacao dos parametros de grupo temporizado

Método de Processamento e
vangada “ | Tabela de Cormposta | Geral Pardmetros de Eventas de Tempo

4 Compostos W & e (e sinal [ Incluir picos identiicados
\dentificacio 1 @ |H:doComposiol ‘ DADLA [ Quantificar cada pico individualmente
calibracio 2| @ |NfdoComposto2 ‘DADIA IniciarAT | Parar AT

4 System Suitability 3l B DADLA 0,000 0,000

Fropriedades

Coluna
Se a caixa de selegao Incluir picos identificados ndo estiver selecionada na
definicdo do grupo temporizado, os resultados do grupo incluiréo apenas os
resultados dos picos desconhecidos encontrados em uma ou mais regides de
tempo. Se estiver selecionada, os resultados dos picos identificados também
sdo levados em conta.

Se a caixa de sele¢ao Quantificar cada pico individualmente ndo estiver selecionada
na definicdo do grupo temporizado, os picos individuais que pertencem ao grupo
nao serao quantificados. Apenas a area, a altura e a resposta em escala estéo
disponiveis como resultados de picos individuais, mas ndo a quantidade ou
concentracao. Se estiver selecionada, cada pico na regidao de tempo determinada €
quantificado com os parametros de calibragao do grupo. Selecionar ou desmarcar
esta caixa de selegao nao altera os resultados do grupo.

Resolugdaode Podem ocorrer conflitos se um pico pertencer a varios grupos ou se picos
conflito identificados forem quantificados como parte do grupo. Nesses casos,
aplicam-se as seguintes regras:

+ Seum pico desconhecido pertencer a varios grupos, e os parametros de
calibracéo, incluindo os niveis de calibragao, forem definidos para ambos os
grupos: O pico € relatado varias vezes, mas sempre com a mesma
quantidade. E quantificado apenas uma vez.

0O pico é quantificado com os parémetros do grupo com o menor tempo de
retengdo esperado. Se ambos 0s grupos tiverem o mesmo tempo de
retencéo esperado, o Ultimo grupo criado sera usado.

+ Se um pico identificado for quantificado como parte do grupo, mas tiver seus
proprios parametros de calibragédo definidos, sera quantificado com seus
proprios parametros e ndo com os parametros do grupo.

« Se um pico identificado for quantificado como parte do grupo e néo tiver
pardmetros de calibragdo especificos definidos, o composto sera
quantificado com os parametros do grupo. E usado o tipo de resposta (area
ou altura) do grupo.

+  Seum pico identificado for o padrdo interno (ISTD) deste grupo e o pardmetro
de grupo Incluir picos identificados estiver configurado, a resposta deste pico
sera subtraida da resposta do grupo temporizado.
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Quantificagdo  Na janela Resultados dainjegao, a coluna Resposta em escala exibe a resposta de
com respostas cada pico quantificado. Se a curva de calibragéo do grupo ndo for dimensionada,
em escala aresposta em escala € igual a altura ou area do pico.

A resposta em escala é calculada como a soma das respostas em escala dos
picos individuais incluidos no grupo temporizado. A calibragéo e quantificagdo
do grupo baseiam-se nesta soma de respostas em escala

A drea e a altura do grupo temporizado também sao valores somados, mas
serdo calculados apenas se nenhuma escala for aplicada aos valores de
resposta.
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Definicao de um grupo nomeado

0 grupo nomeado consiste em grupos temporizados e compostos selecionados
pelo usuario. Cada composto ou grupo temporizado € identificado e quantificado
sozinho. Calculos de ESTD e ISTD séo baseados nos dados de calibracdo dos
compostos individuais. A area, altura, quantidade e concentracéo calculada do
grupo sdo a soma das areas, alturas, quantidades e concentragdes individuais.
O grupo nomeado em si ndo é calibrado. Um composto pode estar em varios
grupos nomeados.

O tempo de retengéo esperado do grupo serve apenas para fins de classificagao
e pode ser inserido manualmente.

O grupo nomeado corresponde ao grupo de Picos Nomeados no OpenlLab
EZChrom.

0 exemplo a seguir mostra dois grupos nomeados onde um composto esta
contido em ambos 0s grupos:

Grupos Grupo 1 Grupo 2
Compostos incluidos C1
Cc2
C3
C4 C4
C5
C6
Grupo 1

ct

L J

U A0 A6 1 A Am a0 ph & @0 i o we d do ah db dan O G2 &)

russa

Figura91 Exemplo: Grupos nomeados
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Quantificar um grupo nomeado

Os resultados na tabela do grupo nomeado sé&o:
Area do grupo = = Areas do pico do composto + £ Areas do grupo com tempo

Altura do grupo = Z Alturas dos picos do composto + X Alturas do grupo com
tempo

Quantidade do grupo = Z Quantidades do composto + X Quantidades do
grupo com tempo

Concentracao do grupo = X Concentragdes do composto + Z Concentragdes
do grupo com tempo

Se nenhum dos compostos ou grupos com tempo no grupo nomeado tiverem
sido identificados, o grupo nomeado aparecera como "ndo identificado’ na
analise.
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O que é analise espectral UV? 154

Verificagdo de impureza UV~ 156

Célculodoruido 156

Determinar espectros significativos 157

Corregdo do background 157

Calculo de semelhanga 158

Célculo do threshold 159

Avaliagdo de impureza 160

Sobre o threshold, curvas de similaridade e sensibilidade 161
Comparagdo com graficos de pureza tradicionais 164

Confirmagéo UV 167

Este capitulo descreve os conceitos de verificagdo de impureza e a confirmagao
da identidade do composto com base na analise espectral UV.
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O que € analise espectral UV?

Ha diferentes janelas e fungdes especificas da andlise espectral UV. Para
visualizar essas janelas e acessar as fungdes, a injecdo focada deve conter
dados espectrais (por exemplo, adquiridos com um sistema UV 3D).

A analise espectral UV oferece critérios de qualidade adicionais para analises de
rotina:

* Confirmar a identidade do composto

A aplicagdo compara um espectro UV com um espectro UV de referéncia
especifico. Um valor alto de correspondéncia indica que os compostos sdo
provavelmente idénticos.

Para detalhes sobre o célculo, consulte Confirmacgéo UV ("Confirmagao
UV" na pagina 167).

« Verificar impurezas UV

A aplicagdo compara todos os espectros UV de um pico com o espectro do
apice. Ele calcula um fator geral de correspondéncia, o valor de Pureza UV.
Um valor de Pureza UV baixo indica que ha picos coeluidos com um espectro
UV significativamente diferente.

Para detalhes sobre o célculo, consulte Verificagdo de Impureza UV
("Verificagdo de impureza UV" na pagina 156).

A analise espectral UV processa dados espectrais obtidos de um detector de
fotodiodos visivel sob UV ou um detector de fluorescéncia. Ela adiciona uma
terceira dimensao aos dados analiticos ao utiliza-la com os dados
cromatograficos (consulte Figura 92 na pdgina 155).
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Espectro Cromatograma

Eixo de absorbancia

Figura92 Informagdes espectrais
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Verificacdo de impureza UV

Uma verificagcdo de impureza avalia se um pico € puro ou se contém impurezas.
Essa avaliagdo é baseada na comparagao de espectros registrados durante a
eluicdo do pico. Apds aplicar uma corregéo de linha de base, o espectro no apice
do pico é comparado com todos os espectros significativos registrados no pico.
O aplicativo calcula um fator de correspondéncia que caracteriza o grau de
similaridade dos espectros.
O aplicativo executa as seguintes etapas para avaliar impurezas UV:
1 Por pico

a "Célculo do ruido' na pagina 156

b Determinar espectros significativos('Determinar espectros
significativos" na pagina 157)

2 Por espectro:
a '"Correcao do background" na pagina 157
b '"Célculo de semelhanga" na pagina 158
¢ "Célculo do threshold" na pagina 159

3 "Avaliagao de impureza" na pagina 160

Calculo do ruido

Como preparacao para avaliagdes posteriores, o aplicativo calcula os seguintes
numeros para cada pico a partir dos espectros no inicio e no final da linha de
base:

+ Variagao de ruido
+ Desvio padrao de ruido

As horas de inicio e fim da linha de base dependem da integragédo. Se multiplos
picos forem separados apenas por uma queda da linha de base, todos os picos
usam oS mesmos espectros para o calculo de ruido.
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Verificagdo de impureza UV

Figura 93 Inicio e fim da linha de base dependendo da integragao

Determinar espectros significativos

Para garantir que somente espectros com um sinal significativo sejam avaliados,
o aplicativo filtra espectros onde a faixa de resposta é pequena demais. Os
espectros sédo usados para calculos adicionais somente se o seguinte se aplicar:

+ Afaixa de resposta é superior a 3o

« Afaixa de resposta é superior ou igual a 10 % da faixa de resposta do
espectro do apice. A faixa de resposta para cada espectro é calculada como
resposta max.—min.

Corregao do background

Para a correcao de linha de base, o aplicativo avalia os seguintes espectros:

+ Espectros no inicio da linha de base do pico

» Espectros no fim da linha de base do pico

As horas de inicio e fim da linha de base dependem da integragéo. Se varios
picos estiverem separados apenas por uma queda da linha de base, todos os

picos usam os mesmos espectros para corregdo de fundo (consulte Figura 93
na pagina 157).
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Uma interpolagdo linear dos dois espectros de linha de base é calculada. Para
corrigir cada espectro de pico individual, o aplicativo subtrai o espectro de
interpolacao no tempo de retengao correspondente.

Calculo de semelhanca

O aplicativo compara cada um dos espectros de pico restantes com background
corrigido com o espectro do dpice com background corrigido. O fator de
correspondéncia é um valor de entre 0 (nenhuma similaridade) e 1000
(espectros idénticos).

1 [(Xl - Xav) : (yl -yav)]

\/[ il (Xi-XaV 2"2:1 (yi-ya,v)2

r=

onde

r Correlagéo

Xi, Yi Absorbancias medidas no mesmo comprimento de onda do
ponto de dados e do apice do pico considerados,
respectivamente

n Numero de comprimentos de onda adquiridos por ponto de
dados dentro do tempo (dependendo da largura de banda do
comprimento de onda do método de processamento e das
etapas de coleta de espectros de aquisigdo)

Xav: Yav Absorbancias médias do ponto de dados e dos espectros no

apice do pico considerados, respectivamente

Fator de correspondéncia (em cada ponto de dados) = r? * 1000
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Calculo do threshold

O threshold de referéncia a uma sensibilidade de 50% é calculado usando a
seguinte formula:

T=1000(1-0,5 *(JARee + Jifluuse )|

onde

VAR ido Threshold de variagdo calculado dos espectros de ruido
VARpico Variagao dos espectros do pico

VAR, vo Variagdo do espectro utilizado para a comparagao (inicio de

pico para o calculo de pureza dos pontos de dados antes do
apice e no final do pico para o célculo de pureza dos pontos de
dados apds o apice)

O threshold (Ts) usado no software depende do valor de sensibilidade. E feito o
calculo com as seguintes formulas:

Se a sensibilidade for superior a 50%:

- (1000 -T)+(S-50)
Ts=T +—50

Se a sensibilidade for inferior ou igual a 50%:

S e
onde
Ts threshold [0 — 1000] para a sensibilidade S selecionada
T Threshold de referéncia a uma sensibilidade de 50%
S Sensibilidade [0 - 100]%
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A cada valor de threshold individual, em cada ponto de dados brutos, € aplicada
uma dessas férmulas.

Threshald Threshnld(SensihiIidade)

——Threshoid

% 0% 0% 30% 0% 50% 0% 0% 80% 0% 100%  Sensibilidade

A curva vermelha é a curva do threshold calculada automaticamente. O valor de
threshold calculado automaticamente neste exemplo de curva é 980 (que é o
valor de sensibilidade de 50%).

Avaliagcao de impureza

Os valores unicos da curva de similaridade sao calculados a partir do valor do
threshold com sensibilidade corrigida e do fator de correspondéncia ("Calculo do
threshold" na pdgina 159, "Céalculo de semelhanga" na pdgina 158).

Raz&o = log( (1000 - Threshold) / (1000 - Fator de Correspondéncia) )

Todos os valores de um pico sdo mostrados na curva de similaridade. Pode
visualiza-la na janela Detalhes do pico. Esta curva de similaridade mostra uma
distribuicdo de valores positivos (pontos de dados puros) e negativos (pontos de
dados impuros) ao longo do pico, onde 0 representa o limite de threshold.
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Verificagao de impureza UV

Sobre o threshold, curvas de similaridade e
sensibilidade

No OpenLab CDS v2.x, o threshold € calculado automaticamente para cada
ponto de dados. A precisao da analise € ajustada usando a porcentagem de
sensibilidade.

A sensibilidade ndo &, portanto, um valor de threshold fixo. Modificar a
sensibilidade ndo muda o valor de threshold com uma relacgao linear, uma vez
gue os valores de threshold ndo sao idénticos em todos pontos de dados raw.
Como exemplo, na figura abaixo, se o valor de threshold em 1,950 min for 998,
isso ndo significa que o threshold seria necessariamente o0 mesmo em

1,960 min. Todo o ponto de dados tem o seu proprio threshold calculado,
levando a uma curva de threshold ao longo do pico.

Detalhes do Pico X
All Spectra (_002_ALL SPECTRA 2014-05-26 09-44-1
DAD1A
4
35
— 3
T
g 2 >
G 15
L)
=y
05 Aumentar a
sensibilidade
max. 100%
Threshold Diminuir a
275 28 285 29 295 3 3losse'nsml:hdade
Tempo de Retengéo [min] min. 0%

Figura94 Curva de similaridade
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Verificagao de impureza UV

A sensibilidade de pureza de pico € entéo aplicada a curva de threshold. No Data
Analysis, uma transformagéo logaritmica das curvas de threshold e de
similaridade desenha-se abaixo dos picos. A curva de threshold é entdo uma
linha plana entre as regides pura e impura. A curva de similaridade (mostrada em
Detalhes do pico) é desenhada usando a férmula, conforme descrito em
"Avaliacao de impureza' na pagina 160. Esta curva de similaridade mostra entdo
uma distribuicéo de valores positivos (pontos de dados puros) e negativos
(pontos de dados impuros) ao longo do pico, onde O representa o limite de

threshold.
1000 J— T T T ——— T ~—
w5/ — . “Threshold|
7/ |
990 l|I -
985 - | abaixo do
abaixo do threshold acima do threshold i threshold
980f i< D> i<t— i<t
975 I| -
|
|
970 |! .
| ! ! 'Pureza
965 L 1
Transformacéo

Threshold

24 0.26 0.28 0.3 0.32 0.34 0.36 0.38 0.4 0.42 0.44 0.48 0.48 05
Tempo de Retengéo [min]

Figura 95 Antes e depois da transformagao

Por exemplo:

« Ponto de dados com um fator de correspondéncia de 990 e threshold de 980:
Raz&o = log( (1000 -980) / (1000 - 990) ) = log(2) = +0,3
Este ponto de dados raw cumpre o critério de pureza.

« Ponto de dados com um fator de correspondéncia de 970 e threshold de 990:
Raz&o = log( (1000 - 990) / (1000 - 970) ) = log(0,33) = -0,48
Este ponto de dados brutos ndo cumpre o critério de pureza.
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Verificagao de impureza UV

Diminuir ou aumentar a sensibilidade significa que o perfil da curva de threshold
calculado estd mudando. O intervalo completo de sensibilidade € de 0 a 100 %,
onde o threshold calculado padrdo encontra-se a 50 %.

Como a exibigdo da curva de similaridade € ndo linear (mas sim logaritmica), o
threshold néo ira mapear segundo uma relagdo de um para um, de um ponto de
dados para outro. Se a sensibilidade for aumentada/diminuida por 20 %, a curva
de threshold move-se para cima ou para baixo e suas amplitudes também

sofrem alteragdes. Os thresholds de ponto de dados brutos ndo séo alterados
por +/- 20 %.

Sensibilidade Threshold
0% Valor mais baixo possivel = 0
0<=s5<=100 Curvas de threshold calculadas (com uma curva
de referéncia de 50%)
100 % Valor mais alto possivel = 1000
Detalhes do Pico X Detalhes do Pico X Detalhes do Pico X
All Spectra (_002_ALL SPECTRA 2014-05-26 09-4 All Spectra {_002_ALL SPECTRA 2014-05-26 09-4 All Spectra (_002_al L SPECTRA 2014-05-26 09-4
DAD1A DAD1A DAD1A
%101 %101 xol
1z 12 I
% 1 % 1 % 1
T 03 w08 = 08
E g T o Y
o o 7
g 04 g 04 g 04
032 02 032
o 1) i}
1,2 1328 13 1,35 14 145 12 125 1,3 1,35 14 145 12 125 13 138 14 145
Tempo de Retengso [min] Tempo de Retengso [min] Tempo de Retengio [
Sensibilidade baixa — este pico é Sensibilidade padrao — este pico é Alta sensibilidade — este pico é
considerado puro considerado impuro considerado impuro

Um pico é marcado como impuro quando um ponto de dados estiver abaixo de

seu threshold, mesmo se o fator de pureza de pico UV global esteja proximo a
1000.
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Comparacgao com graficos de pureza tradicionais

Na Edigao ChemStation do OpenLab CDS, existem tipos de calculos de
thresholds diferentes, de modo que os thresholds podem ser de valores fixos ou
de tipos de curva de threshold. Os valores de threshold fixos ndo consideram a
variagado de contribuigdo de ruido ao longo do pico. Portanto, no OpenLab CDS
v2.x, este threshold é calculado automaticamente para cada ponto de dados,
levando a uma curva de threshold. A precisdo da analise é entédo ajustada
usando a porcentagem de sensibilidade.

0 novo grafico mostra as mesmas informagdes como no ChemStation, porém
de forma mais conveniente. Em vez da curva de threshold cldssica, ele mostra
o valor logaritmico da diferenca (delta) do threshold em relagdo a curva de
threshold classica. Isto cria uma linha plana, que é a borda entre a parte
vermelha e a parte verde do grafico. Todos os pontos acima do threshold estdo
na area verde (pontos pretos) e todos os pontos abaixo do threshold estédo na
area de leitura (pontos brancos).

Em comparagdo ao ChemsStation, as partes corretas e incorretas séo invertidas:
As partes corretas (verdes) estdo na parte superior e as incorretas (vermelhas)
estdo na parte inferior. Quanto maior a distancia desde a linha do threshold na
area verde, melhor serd o valor. Quanto maior a distancia na area vermelha
abaixo da curva, pior serd o valor.

Nos casos em que tudo esta acima do threshold, a linha do threshold esta na
parte inferior do grafico:
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Detalhes do Pico X

1(_002_008-0201.D)
DA A, Sig=254,4 Ref=360,100

Pureza LI: 995 2

Ares 11 250
Aftura: 3,884
&

RT: 5,051 *

Respostalmal]
[
R
f
1

S 5005 S S0M5 502 5025 503 5035 S04 5045 S05 5055 SO6 SOBS 507 S075 503 5085 509 5095 51 5105 541 5415
Tempo de Retengso [min]

Os exemplos a seguir mostram as diferengas entre um grafico de pureza
tradicional, similar a curva de similaridade da edigdo ChemStation do OpenlLab
CDS (que mostra curvas de similaridade invertidas) e a curva de similaridade do
OpenLab CDS v2.x:

Pico puro
. Pontuacéo de
Sinal DAD correspondéncia
(mAU) de espectros
o — Curva de similaridade de espectros
— Curva de threshold com sensibilidade a 75%
“’ — Curva de threshold com sensibilidade a 50%
2 g Curva de threshold com sensibilidade a 25%
104 m
0
Tempo (min)
TA Visualizagao esquematica da curva de similaridade e suas curvas de threshold calculadas

com sensibilidades diferentes

2B Visualizagdo em Data Analysis da curva de similaridade
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Pico puro com valor de ruido alto

Sinal DAD Pontuacéo de

(mAU) correspondéncia
de espectros ST
w P B —Curva de similaridade de espectros
—Curva de threshold com sensibilidade a 75%
" / \ —Curva de threshold com sensibilidade a 50%
™ % 4 N Curva de threshold com sensibilidade a 25%
104 m
S R— i -
Tempo (min)
1A Visualizagdo esquematica da curva de similaridade e suas curvas de threshold calculadas

com sensibilidades diferentes

2B Visualizagao em Data Analysis da curva de similaridade

Pico impuro

Pontuacéo de
Sinal DAD correspondéncia
(mAU) do espectios — Curva de similaridade de espectros
— Curva de threshold com sensibilidade a 75%
— Curva de threshold com sensibilidade a 50%

Curva de threshold com sensibilidade a 25%

TA Visualizagao esquematica da curva de similaridade e suas curvas de threshold calculadas
com sensibilidades diferentes

2B Visualizagdo em Data Analysis da curva de similaridade e sua linha de threshold
logaritmica com sensibilidade de 50%

Resumo

Somente os métodos de tipo de curva de threshold podem ser comparados
entre o Openlab CDS v2.x e a Edigdo ChemStation do OpenlLab CDS com a
particularidade de que, no OpenLab CDS v2.x, o ruido de fundo de referéncia é
selecionado automaticamente no inicio e no final do pico, e de que a
sensibilidade é um fator adicional que ndo esta disponivel na Edigao
ChemStation do Openlab CDS.

Ao usar uma sensibilidade padrao de 50%, o algoritmo em ambos os sistemas
de dados cromatograficos ¢ o mesmo, mas os resultados serdo diferentes
devido a referéncias de ruido diferentes. Se a sensibilidade for aumentada ou
diminuida, os perfis de curva de threshold sofrerdo alteragbes em comparagao
com as curvas de threshold da Edigdo ChemStation do OpenLab CDS.
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Confirmacao UV

Espectros de referéncia UV sdo adquiridos a partir de uma amostra de referéncia
em condicdes cromatogréficas bem definidas. E possivel confirmar a identidade
de um composto comparando o espectro atual no dpice do pico com o espectro
de referéncia UV. A aplicagéo calcula um fator de correspondéncia para os dois
espectros.

0O algoritmo para a comparagéo é idéntico aquele usado para a verificagdo de
impureza UV (consulte "Calculo de semelhanca' na pagina 158). A corregéo de
fundo é opcional, podendo ser selecionada no método de processamento.

Para a confirmacg&o UV, o fator de correspondéncia deve ser maior que um
determinado limite a ser colorido em verde nos resultados da injecdo. Vocé
estabelece o limite do fator de correspondéncia no método de processamento.
O fator de correspondéncia para confirmagao UV resultante é mostrado nos
resultados da injegéo.

Resultados da Injecao

Ficos | Resumo
|:|:+ # =~ HNome Descrigio do sinal RT {rmin) Fator de correspondéncia para conf, Ly

4 A DADLA 0,595
15 B DADLA 1,330
15 C DADLA 1,789
230 DADLA 2,272
30 E DADLA 2,441
3= F DADLA 2,523

Figura 96 Fator de correspondéncia para confirmagao UV nos resultados da inje¢do
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8 Espectrometria de Massas

Pureza da amostra MS 169
Pureza de picoMS 171

Este capitulo descreve o calculo de pureza da amostra com base em
espectrometria de massas.
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Pureza da amostra MS

O célculo de pureza da amostra MS avalia se uma amostra é pura ou se contém
impurezas. Essa avaliagédo € baseada na comparacao de respostas. Por um lado,
existe a resposta de todos os compostos e fragmentos em uma amostra. Por
outro lado, existe a resposta causada por ions alvo especificos. A pureza da
amostra é calculada como a razdo de ambas as respostas.

A aplicagéo realiza diferentes etapas para calcular a pureza da amostra MS,
dependendo do sinal de base selecionado e do calculo:

Alvo encontrado?

1 Obtenha as massas alvo dadas na coluna Alvo da Lista de injegdo (por
exemplo, 270). Se uma férmula for introduzida, calcule o peso molecular a
partir da férmula.

2 Aplique os adutos especificados no método de processamento (por exemplo,
+H e +Na e uma massa alvo de 270 resultariam nos alvos 271 e 293).

3 Extraia EICs para todos os alvos e some esses EICs em um Unico EIC.
4 Determine o tempo de retengao do pico nesse unico EIC somado.
5 Localize o pico correspondente no cromatograma do sinal de base.

Se um pico correspondente puder ser encontrado, o alvo € marcado como
encontrado.
O sinal de base é de um detector seletivo de massas

Com célculo de % de TIC

area do pico correspondente (TIC)

— X1
a area de todos os picos integrados (TIC) 0

Pureza da amostra MS=

Com calculo de % de EIC/TIC:

area do pico tinico (EIC somado)

— X1
area de todos os picos integrados (TIC) 00

Pureza da amostra MS =
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Se MS for escolhido como o sinal de base (no método de processamento em
Pureza da Amostra de MS >Propriedades), e houver vérios sinais de TIC, cada
sinal de TIC sera mostrado como um sinal de base na tabela do lado esquerdo
na janela Resultados de Pureza da Amostra.

O sinal de base € de outro detector (ndo MS)

area do pico correspondente (sinal de base)
a area de todos os picos integrados (sinal de base)

Pureza da amostra MS=

Suposigoes

A pureza da amostra MS € calculada com base nas seguintes suposi¢oes:

* O caélculo de pureza da amostra MS pretende obter apenas uma
aproximacao.

* Para cdlculos EIC/TIC %: Os dados de MS s&o adquiridos de tal forma que a
maior abundancia de fons esta no cluster de ions moleculares. Ha somente
um pequeno grau de dissociacao na fonte.

« Para sinais base de detectores ndo MS: A resposta do outro detector é mais
uniforme e universal em relagdo ao detector MS.

+ Todos os compostos na amostra tém fatores de resposta uniformes.
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Pureza de pico MS

O célculo de pureza de pico MS se baseia na porcentagem de ions componentes
dos espectros que se agrupam e constituem o alvo em relagdo a outros
componentes presentes.

O aplicativo executa as seguintes etapas para calcular a pureza de pico MS:
1 Execute uma deconvolugdo em todo o intervalo cromatografico.

a Para os valores m/z detectados (n) mais abundantes, crie um
Cromatograma de lons Extraidos (EIC). Vocé pode definir o nimero no
meétodo de processamento em Compostos > Espectros, na guia Pureza de
Pico MS.

b Em cada EIC, encontre o tempo de retengéo do pico.

¢ Defina os componentes baseados nos picos EIC que eluem no mesmo
tempo de retencgéo.

2 Determine o componente-alvo que corresponde ao composto-alvo.
a Obtenha parametros basicos para mais calculos:
Intervalo delta m/z, das configuragGes padréo internas (m/z -0,3 a +0,7)

Quantificador-alvo m/z, ao extrair o espectro MS no apice do pico TIC e
encontrar 0 m/z de maior abundancia

Janela do tempo de reteng&o para o composto-alvo (composto atual),
a partir do método de processamento em Compostos > Identificagado

b Para cada componente encontrado por deconvolucao, encontre todos os
valores de m/z que caem dentro do intervalo delta m/z do
quantificador-alvo m/z.

¢ Para cada valor de m/z, verifique se o EIC possui um apice dentro da
janela do tempo de retengéo do pico EIC do quantificador-alvo.

d Obtenha o componente com o maior pico e use-o como componente-alvo.

3 Seo sistema ndo conseguir localizar um componente-alvo, ele tentara
novamente executando a deconvolugado de amostra completa em modo de
alta resolucdo, usando um fator de tamanho de janela RT que é reduzido por
um fator de 2. Os resultados de alta resolugdo sdo armazenados em cache e
sdo pesquisados quanto a qualguer componente-alvo que ndo possa ser
encontrado na lista de componentes de resolugdo normal. A geracao
automatica dos resultados de alta resolugdo permite que muitos
componentes-alvo, que antes haviam se perdido, sejam identificados.
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4 O sistema tenta detectar componentes duplos que compartilham o mesmo
RT e o pico base m/z. A presenca de tais componentes duplicados pode
influenciar fortemente a estimativa de pureza pela negativa. Componentes
duplicados poderéo ocorrer se o fator de tamanho de janela RT for muito
pequeno. Portanto, o sistema tenta recuperar automaticamente executando
novamente a deconvolugdo de amostra completa no modo de baixa
resolucdo, usando um fator de tamanho de janela que é aumentado por um
fator de 2. Os resultados de baixa resolugdo sdo armazenados em cache e
sdo pesquisados quanto a qualguer alvo que corresponda a um componente
duplicado.

5 Obtenha todos os componentes contribuintes, ou seja, qualguer componente
que tenha picos espectrais dentro do intervalo de delta m/z do
guantificador-alvo m/z e que sobreponha o pico-alvo no tempo de retencao.

6 Calcule a pureza usando a seguinte formula:

Area(Formato do componente - alvo)
¥ (Area Formato do componente contribuinte ||

Pureza(Composto- alvo )=
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Avaliar adequacao do sistema 174

Determinacdo do Ruido 176

Caélculo do Ruido Utilizando Seis Vezes o Desvio Padrao 177
Calculo do Ruido Utilizando a Formula de Pico a Pico 178
Calculo do Ruido pelo Método ASTM 179

Cdlculo de ruido usando a Raiz Quadrada Média (RMS) 182
Calculo de sinal/ruido 183

Drift e Wander 185

Calculo de simetria e assimetria do pico 187
Férmulas e cdlculos de adequagédo do sistema 189

Definigbes do teste de desempenho 190

NOTA: Tempo de retengao usado nos testes de desempenho 190
Visdo geral dos testes de desempenho 191

Largura real do pico Wx [min] 193

Fator de Capacidade (USP), Raz&o de Capacidade (ASTM) k' 194
Fator de Simetria, Fator de Cauda (USP)t 195

Numero de Pratos Tedricos por Coluna (USP) 196

Numero de Pratos Tedricos por Metro N [1-m] 196

Retengao Relativa, Seletividade 197

Resolugdo (USP ASTM)R 197

Resolugdo (EP/JP)Rs 198

Razdo Pico-Vale (EP/JP) 198

Este capitulo descreve o que o OpenLab CDS pode fazer para avaliar o
desempenho do instrumento analitico e do método analitico.
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Avaliar adequacao do sistema

Avaliar o desempenho do instrumento analitico antes de ser utilizado para
andlise da amostra e 0 método analitico antes de ser utilizado rotineiramente

€ uma boa pratica de analise. Também é uma boa ideia verificar o desempenho
dos sistemas de analise antes de e durante a andlise de rotina. O Openlab
fornece as ferramentas para fazer esses trés tipos de testes automaticamente.
Um teste do instrumento pode incluir a sensibilidade do detector, a precisao dos
tempos de retengao do pico e a precisédo de dreas do pico. Um teste do método
pode incluir a precisdo de quantidades e tempos de retencao, a seletividade e a
robustez do método levando em consideragdo uma variagao didria na operagao.
Um teste do sistema pode incluir a precisao de quantidades, a resolugao entre
dois picos especificos e a cauda do pico.

Os laboratérios podem ter de atender a:
« Regulamentos de Boas Praticas de Laboratério (GLP),

+ Regulamentos de Boas Praticas de Fabricagdo (GMP) e regulamentos atuais
de Boas Préticas de Fabricagédo (cGMP) e

+ Boas Praticas de Laboratério Automatizadas (GALP).
Os laboratdrios sdo aconselhados a realizar esses testes e documentar
detalhadamente os resultados. Laboratérios que fagcam parte de um sistema de

controle de qualidade, por exemplo, para atender a certificagdo ISO 9000, terdo
de demonstrar o desempenho apropriado de seus instrumentos.

Para coletar resultados de varias corridas e avalia-los estaticamente, o OpenLab
CDS oferece uma funcao para criar relatérios resumidos do conjunto de
resultados. Diferentes modelos de relatério estéo disponiveis para esses
resumos (por exemplo, SequenceSummary_Extended.rdl). E possivel ajusta-los
conforme necessario.

Os testes sdo documentados em um formato que é geralmente aceito por
autoridades regulatorias e auditores independentes. Estatisticas incluem:

+ tempo de retencao do pico,

+ areado pico,

+ quantidade,

+ altura do pico,

+ largura do pico em uma altura especifica,
+ simetria do pico,

+ cauda do pico,
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« fator de capacidade (k),

* numeros de pratos,

* resolugdo entre picos e

+ seletividade relativa ao pico anterior.

Os resultados de desempenho estendido sao calculados apenas para

compostos calibrados, assegurando a caracterizagao por tempos de retengéo e
nomes de compostos.

Um relatdrio tipico de teste de desempenho do sistema contém os seguintes
resultados de desempenho:

+ detalhes da coluna,

* método de processamento,

+ informag&es da amostra,

+ informag&es de aquisigao,

+ descrigdo do sinal e determinacéo do ruido na linha de base e

+ sinal identificado com tempos de retengéo ou nomes de compostos.

Além disso, as informagdes a seguir sdo geradas para cada composto calibrado
no cromatograma:

+ tempo de retencao/migragao,
. kK,

+ simetria,

* largura do pico,

* numero de pratos,

* resolugéo,

+ relacdo sinal/ruido e

* nome do composto.
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Determinacéo do Ruido

O ruido pode ser determinado a partir dos valores de pontos de dados do

intervalo de tempo do sinal atual. O ruido é tratado das seguintes formas:

como seis vezes o desvio padréo (sd) da regresséo linear do desvio,
como pico a pico (com corregdo de desvio)

conforme determinado pelo método ASTM (ASTM E 685-93).

como a Raiz Quadrada Média (RMS) da regresséo linear do desvio

"” . linha de base

Figura 97 Cromatograma com ruido e sinal do pico

H

Wi

Altura do pico do topo a linha de base (a melhor linha reta através do ruido)

Largura do pico a meia altura

Em picos muito pequenos, o aplicativo pode encontrar um tempo de retengéo
apos o término do pico, o que resulta em uma largura de pico negativa. No caso
deste canto, nenhum valor de ruido sera calculado.
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Calculo do Ruido Utilizando Seis Vezes o Desvio
Padrao

ruido = 6 x Desvio padrao

A regresséo linear é calculada utilizando todos os pontos de dados dentro do
intervalo de tempo do sinal atual. O ruido é dado pela férmula:

N =6 x Pad

onde

N Ruido baseado no método seis vezes o desvio padrao
Pad. Desvio padrao da regresséo linear de todos os pontos de

dados no intervalo de tempo selecionado
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Calculo do Ruido Utilizando a Formula de Pico a Pico

tempo

Figura 98 llustragéo de ruido pico a pico com desvio

O desvio é primeiro calculado determinando a regressao linear utilizando todos
os pontos de dados no intervalo de tempo de um pico. A linha de regressao linear
é subtraida de todos os pontos de dados dentro do intervalo de tempo para
fornecer o sinal com o desvio corrigido.

O ruido pico a pico é entdo recalculado utilizando a férmula:

N = Ionax - Imin.

onde

N Ruido pico a pico

lmax. Valor mais alto (maximo) I, no intervalo de tempo
Imin. Valor mais baixo (minimo) I, no intervalo de tempo

Iy Intensidade do sinal, corrigida pelo desvio (o desvio é

calculado usando a férmula LSQ)
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Para cdlculos da Farmacopeia Europeia, o ruido Pico a Pico é calculado
utilizando um sinal de referéncia branco em uma faixa de -10 e +10 vezes W5

dividindo cada pico. A regido pode ser simétrica ao sinal de interesse ou

assimeétrica se necessario devido a sinais da matriz.

Figura 99 Determinagao do ruido do cromatograma de um branco de amostra

20 Wsq é a regido correspondente as 20 vezes do Ws.

h, € a amplitude maxima do ruido na linha de base da regido 20 vezes W,

Calculo do Ruido pelo Método ASTM

pico max. menos pico min.

9 System Suitability
)
]
i
I
|
]
b yees
, ik
) |
‘. fau 1 J" \ Fa ':lr\'-“
JYvy v '3
-: |
..
|
|
]
Onde
ruido =

Figura 100 Determinacao do ruido pelo método ASTM
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A determinagdo do ruido ASTM (ASTM E 685-93) é baseada na pratica padrdo
para testar detectores fotométricos de comprimento de onda variavel utilizados
em cromatografia liquida, conforme definido pela Sociedade Americana de
Testes e Materiais. Com base no tamanho do intervalo de tempo, podem ser
distinguidos trés tipos diferentes de ruido. A determinagéo do ruido é baseada na
medigao pico a pico dentro de intervalos de tempo definidos.

« Tempo do Ciclo, t

Ruido a longo prazo, a amplitude maxima para todas as variagdes aleatdrias
do sinal detector de frequéncias entre 6 e 60 ciclos por hora. O ruido a longo
prazo é determinado quando o intervalo de tempo selecionado exceder uma
hora. O intervalo de tempo para cada ciclo (dt) esta definido como 10 minutos,
0 que proporcionara pelo menos seis ciclos dentro do intervalo de tempo
selecionado.

Ruido a curto prazo, a amplitude maxima para todas as variacoes aleatorias
do sinal detector de uma frequéncia superior a um ciclo por minuto. O ruido a
curto prazo é determinado para um intervalo de tempo selecionado entre 10 e
60 minutos. O intervalo de tempo para cada ciclo (dt) esta definido como um
minuto, o que proporcionara pelo menos 10 ciclos dentro do intervalo de
tempo selecionado.

Ruido a prazo muito curto (ndo é parte da ASTM E 685-93), esse termo é
introduzido para descrever a amplitude maxima para todas as variagoes
aleatdrias do sinal detector de uma frequéncia superior a um ciclo por 0,1
minuto.

O ruido a prazo muito curto é determinado para um intervalo de tempo
selecionado entre 1 e 10 minutos. O intervalo de tempo para cada ciclo (dt)
esta definido como 0,17 minuto, o que proporcionara pelo menos 10 ciclos
dentro do intervalo de tempo selecionado.

*  Numero de Ciclos, n
O ndmero de ciclos é calculado como:

= Liot

t
onde t € 0 tempo do ciclo e t;,; € 0 tempo total durante o qual o ruido é
calculado.

n
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* Ruido Pico a Pico em Cada Ciclo

O desvio é primeiro calculado determinando a regressao linear utilizando
todos os pontos de dados no intervalo de tempo. A linha de regresséao linear é
subtraida de todos os pontos de dados dentro do intervalo de tempo para
fornecer o sinal com o desvio corrigido. O ruido pico a pico é entdo
recalculado utilizando a formula:

N = Tnax Imin.
onde N é o ruido pico a pico, Imay € 0 pico de maior intensidade (maxima) e
Imin. € 0 pico de menor intensidade (minima) no intervalo de tempo.

*  Ruido ASTM
O ruido ASTM é calculado como:

SN

=i=1

N astv
onde NagTpm € 0 ruido baseado no método ASTM.

Uma determinagao do ruido ASTM n&o é feita se o intervalo de tempo
selecionado estiver abaixo de um minuto. Dependendo do intervalo, se 0
intervalo de tempo selecionado for superior ou igual a um minuto, o ruido é
determinado utilizando um dos métodos ASTM descritos anteriormente. Sdo
utilizados pelo menos sete pontos de dados por ciclo no célculo. Os ciclos na
determinagdo automatizada de ruido séo sobrepostos em 10 %.
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Calculo de ruido usando a Raiz Quadrada Média
(RMS)

A regresséo linear é calculada utilizando todos os pontos de dados dentro do
intervalo de tempo do sinal atual.

O ruido é dado pela férmula:

RMS =S

onde

RMS Ruido baseado no método de desvio padrao
S Desvio Padréo

Desvio padrao da regressao linear de todos os pontos de dados no intervalo de
tempo selecionado, com a fung&o linear y(X)= a + bX:

onde

a Intercepgéo em Y

b inclinagéo

N Numero de observagdes discretas

X Varidvel independente, observagdo nimero i
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Calculo de sinal/ruido

O OpenlLab CDS possui diferentes opgbes para o calculo de sinal/ruido. Vocé
pode escolher tanto o algoritmo quanto a faixa do ruido.

Método 6
sigma ou RMS

O sinal/ruido é calculado utilizando a férmula:

Altura do pico

Sinal/ruido = Ruido do intervalo fechado

+

A
ol

Y " i
At J:W“gwl_.,,‘h
r _

VT
¥

Figura 101 Relagao sinal/ruido

Pico a pico ou

método ASTM S/N = 2H/h

onde

H

Referéncia para o Data Analysis

O sinal/ruido é calculado utilizando a férmula:

Altura do pico correspondente ao componente em questado no
cromatograma obtido com a solugéo de referéncia prescrita.

Valor absoluto da maior flutuagao do ruido de uma linha de
base em um cromatograma obtido apds a inje¢éo ou
aplicagéo de um branco e observado ao longo de uma
distancia igual a vinte vezes a largura a meia altura do pico no
cromatograma obtido com a solugéo de referéncia prescrita e
situado igualmente em torno do local onde esse pico seria
encontrado.
De acordo com a definigdo da Farmacopeia Europeia, o
sinal/ruido é calculado em relagdo a um sinal de referéncia
branco e um ruido calculado no decorrer do intervalo de tempo
que contém o pico para o qual a relagdo sinal/ruido esta sendo

calculada.
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Intervalode O ruido pode ser calculado em relagédo as seguintes regides de tempo e sinais:

ruido .

Regido de tempo fixa, no mesmo sinal ou em um sinal de referéncia branco

» Regido de tempo relativa ao inicio ou fim do pico, no mesmo sinal ou em um

sinal de referéncia branco

+ Regido de tempo determinada automaticamente, em um sinal de referéncia

branco.

Uma regido de tempo determinada automaticamente € calculada de acordo com

um dos seguintes algoritmos:
+ Se o sinal de referéncia nao for suficientemente longo
(TempoFinal — Tempolnicial < 20*Ws)
Tempolnicial = tempoinicial (do sinal de referéncia) e
TempoFinal = tempofinal (do sinal de referéncia)

» Se o sinal de referéncia for longo o suficiente, mas o pico estiver muito
proximo do tempoinicial

(tr-10*Ws < tempoinicial do sinal de referéncia)
Tempolnicial = tempoinicial (do sinal de referéncia) e
TempoFinal = Tempolnicial + 20*Ws,

* Se o sinal de referéncia for longo o suficiente, mas o pico estiver muito
préximo do tempofinal

(tp+10*W5o > tempofinal do sinal de referéncia)
TempoFinal = tempofinal (do sinal de referéncia) e
Tempolnicial = TempoFinal - 20*Wsg

+ Se o sinal de referéncia for longo o suficiente e o pico estiver afastado o
suficiente do tempoinicial e do tempofinal do sinal de referéncia

(tp-10*Wsq > tempoinicial, tg+10*Wsg < tempofinal)
Tempolnicial = tg - 10*Wsp, e
TempoFinal = tg + 10*Wsgg
onde

tg € 0 tempo de retencgédo e

W5 € a largura do pico a meia altura.
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Drift e Wander

Drift e wander sdo calculados se a opcao Sinal/ruido for selecionada no método
de processamento. Eles séo calculados independentemente do tipo de calculo

de ruido selecionado.

Drift  Drift € informado como a inclinagéo da regresséao linear. O desvio € primeiro

calculado determinando a regresséo linear utilizando todos os pontos de dados
no intervalo de tempo. A linha de regressao linear é subtraida de todos os pontos

de dados dentro do intervalo de tempo para fornecer o sinal com o desvio

corrigido.

Regresséo linear

ruido = 6xStd
Std = Desvio padrédo

Figura 102 Drift para ruido como Seis vezes o desvio padrao

Formula da curva:

y(x) =a+bX

onde

ol B B

b=g(N* ZXivio( 2x:0 3

2

AX=N* 2 XP - 2X, |
i=1 i=1
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NUmero de observagdes discretas

Varidvel independente, observagado nimero i

Varidvel dependente, observagédo nimero i
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Wander Wander é determinado como o ruido de pico a pico dos valores de dados

intermediarios nos ciclos de ruidos ASTM; consulte "Calculo do Ruido Utilizando

Seis Vezes o Desvio Padrao’ na pagina 177.

wander PR _j.f'J f,l't]l
. H’AWWMIW i’hlm M -
oot M o T Q N
S B B B B e g

Figura 103 Wander do ruido como determinado pelo método ASTM
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Calculo de simetria e assimetria do pico

Assimetria A assimetria do pico é calculada comparando as meias larguras do pico em 10%
da altura do pico:

As*= %

onde

Ag Assimetria 10%

Wio Largura do pico em 10% da altura do pico

Wi 10 Metade frontal da largura do pico em 10% da altura do pico.
Wi, 10

Figura 104 Calculo de assimetria do pico

Simetria De acordo com a maioria das farmacopeias, o fator de simetria de um pico é
calculado comparando as meias larguras do pico em 5%. No OpenlLab, esse fator
é calculado e armazenado como o Fator de cauda (consulte "Fator de Simetria,
Fator de Cauda (USP) t" na pagina 195). No OpenLab, a simetria é calculada
como um pseudomomento pelo integrador utilizando as seguintes equagdes de
momento:

= al
mi=ar|tz+ 1.5Hf)

as?

M2 5 BH, + 50
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= as®
M3~ 05H,+ 150
= a
ms = ag(ts+ 1.54Hr)
= /Imi1+mo
Peak symmetry P

Se ndo forem encontrados pontos de inflexdo ou somente um ponto de inflexao
for reportado, a simetria do pico é calculada da seguinte maneira:

Peak symmetry = 33 ry

onde

3

1t+taz

Area da fatia

Tempo da fatia

Altura do ponto de inflexdo frontal
Altura do ponto de inflex&o traseiro

Altura no apice

final do pico

Linha de base

Il
T
|
1

Tempo

Figura 105 Calculo do Fator de Simetria do Pico
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Formulas e calculos de adequagao do sistema

As férmulas a seguir sdo usadas para obter os resultados para os varios testes
de Adequacgéao do sistema. Os resultados sado reportados usando os relatérios
Desempenho+Ruido € Desempenho Estendido.

Quando ASTM ou USP forem especificados para uma determinada definigéo,
a definicdo estara em conformidade com aquelas fornecidas na referéncia
correspondente. No entanto, os simbolos usados aqui podem n&o ser os
mesmos daqueles usados na referéncia.
As referéncias usadas nesse contexto séo:
+ ASTM: Secéo E 685 — 93, Livro Anual de Normas ASTM, Vol.14.01
* USP: Farmacopeia Americana, XX. Reviséo, pp. 943 — 946

EP: Farmacopeia Europeia, 72 Edi¢do
+ JP: Farmacopeia Japonesa, 162 Edicdo
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Definigdes do teste de desempenho

NOTA: Tempo de retengao usado nos testes de
desempenho

0 Desempenho do Pico pode ser calculado para qualquer pico integrado dos dados
carregados e também para novos picos integrados manualmente. O aplicativo
calcula as caracteristicas de pico e os valores de desempenho da coluna usando um
tempo de retencdo de modelo de pico que é calculado internamente. Pode diferir
ligeiramente do tempo de retengéo apresentado nos resultados de injecéao,
cromatogramas ou relatorios. O tempo de retencao de modelo de pico pode ser
indicado (ver os campos de dados usados para fins de adequagdo do sistema na
ajuda de Geragao de Relatorio, ou pesquise por PeakModelRT).

Observe gque o tempo de retengdo (RT) indicado na figura abaixo e determinado
pelo integrador de pico ndo esta necessariamente associado ao ponto de dados
mais alto. O tempo de retenc¢ao é geralmente calculado usando um modelo de
interpolagado parabdlica. Isso significa que o tempo de retengdo RT pode ser
potencialmente menor ou maior que o tempo de retengao do ponto de dados
mais alto, sendo que a altura também pode ser maior ou menor que o ponto de
dados mais alto.

0 tempo de retengao do modelo de pico é calculado suavizando o sinal para
evitar a interferéncia de ruidos. Em seguida, o maior ponto de dados mais
proximo do RT do pico é determinado. O RT deste ponto de dados é usado como
o tempo de retengao do modelo de pico.
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onde
RT 0 tempo de retengdo mostrado nos resultados da injegéo
A 0 tempo de reten¢édo do modelo de pico usado para calculos de desempenho

Visao geral dos testes de desempenho

Tabela9 Valores da farmacopeia no OpenLab CDS

USP EP JP Definigao
thor Cje thor Cje thor Qe g= Ws
simetriaou  simetria simetria f
fator de
cauda
Fator de - Fator de alpha - K5 = tro-to
Separagao Separagao k't tri-to
Retengao Retengéao - Com os compostos RRT:
relativa relativa RTpeak - to

RTref'tO
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Nome da
coluna nos
resultados da
injecdo

Cauda

Seletividade

RRT EP

Campo usado na geracao de
relatério

Pico_FatorDeCauda

Pico_Seletividade

Pico_TempoDeReteng&oRelativ
o_EP
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Tabela9 Valores da farmacopeia no OpenLab CDS
USP EP JP Defini¢éo
Tempode  Retengdo Retengéao Com os compostos RRT
retengéo relativando  relativando R, ..
relativo ajustada ajustada RTrer
(RRT)
- Resolugéo Resolugéo
¢ ¢ Rs=1.18- tr2-tRr1
Wso (1) + W50 (2)
Resolugdo - - R=2._ tr2-trl
Wt 2) + We (1)
Numerode - - 2
= (IR
pratos n= 16| Wt)
tedricos
(Eficiéncia)
- Numero de Numero de _ Ctr 2
n= 5.54| —R)
pratos pratos W50
(Eficiéncia) (Eficiéncia)
razdéo S/R  razdo S/R razao S/R Com célculo de ruido ASTM ou
P2P:
S=2H
N h
Com calculo de ruido RMS ou
6SD:
S=H
N h
Razao Razao Razao
) _ _ b=Hp
pico-vale pico-vale pico-vale v Hv
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Nome da
coluna nos
resultados da
injecao

RRT

Resol. EP
Resol. JP

Resol. USP

Pratos USP

Pratos EP
Pratos JP

S/N

razao p/v

Campo usado na geragao de
relatério

Tempo_Retengdo_Relativo_Pic
o}

Pico_Resolugao_EP
Pico_Resolugao_JP

Pico_Resolugao_USP

Pico_PratosTedricos_USP

Pico_PratosTedricos_EP
Pico_PratosTedricos_JP

Pico_SinalRuido

Pico_RazaoPicoVale
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Largura real do pico Wx [min.]

W, = largura do pico em x% de altura do total

onde

Wi Largura do pico da tangente, 4 sigma, obtida pela intersecgao
das tangentes através dos pontos de inflexdo com a linha de
base

Wy Largura em 4,4% da altura (largura 5 sigma)

Ws Largura em 5% da altura (largura da cauda do pico), usada
para o fator de cauda USP

Wio Largura em 10% da altura

Wsq Largura em 50% da altura (largura do pico a meia altura real ou

2,35 sigma).

Figura 106 Largura do pico a x% da altura
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Fator de Capacidade (USP), Razao de Capacidade

(ASTM) k'
onde
tR Tempo de retengéo do pico [min]
to Tempo morto [min] (conforme fornecido no método de

processamento)
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Fator de Simetria, Fator de Cauda (USP) t

O Fator de Simetria (USP, ER, JP) é idéntico com o Fator de Cauda (USP). Ambos
estdo disponiveis como "Peak_TailFactor" na Geragéo de Relatério Inteligente.
Consulte também Tabela 9 na pagina 191.

Wso
linha de base
= X 5% H
tR tempo
f
Wg
Wi
Figura 107 Parametros de Desempenho
S Fator de simetria, fator de cauda (USP)
H Altura do pico
tR Tempo de retengao
f Distancia em min. entre a frente do pico e tg, com medigdo em 5% da altura do
pico
Ws Largura do pico em 50% da altura [min]
Wsg Largura de pico em 5% da altura do pico [min]
W, Largura de pico da tangente
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Numero de Pratos Teéricos por Coluna (USP)

Método de tangente (USP, ASTM):

n=16 4|

onde

tR Tempo de retengao

W, Largura da tangente [min]

Método de meia largura (ASTM, ER, JP):

n=5.54/

onde

tr Tempo de retengao

Wsg Largura de pico a meia altura [min]

Numero de Pratos Tedricos por Metro N [1-m]

N=100-%

onde

n Numero de prato tedricos

| Comprimento da coluna [cm] (conforme fornecido no método
de processamento)
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Retengao Relativa, Seletividade

Seletividade A seletividade calcula o valor alfa para todos os picos de sinal, exceto o primeiro.
Para cada par de picos adjacentes (picos 1 e 2, tg do pico 1 < tg do pico 2), a

seletividade é calculada da seguinte forma:

=k's = tre-to 5
alpha 0 T to’ alpha > 1
onde
Ko fator de capacidade para o pico x: (tr,-to)/tg

Retengao O RRT (EP) sé pode ser calculado se tiver sido definido e identificado um pico de
relativa, referéncia RRT. Os valores alfa sdo < 1, se o pico estiver a esquerda da referéncia
seletividade RRT, e> 1 se o pico estiver a direita da referéncia RRT.

RTpeak -to
RTvrer - to

Resolugao (USP, ASTM) R

Método de tangente (em relagéo aos picos 1 e 2, tg do pico 1 < tg do pico 2; tg em

min)
=9._ tr2-tr1
R=2 Wt 2) + We (1)
onde
tr Tempo de retengao
W, Largura da tangente [min]
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Resolugao (EP/JP) Rs

A Resolugéo (JP) e a Resolucéo (EP) sdo calculadas com o método de meia
largura (Resolugdo usada no Relatério de Desempenho):

= . tr2-tr1
Rs=1.18 Wiso (1) + Wso (2)

onde
tR Tempo de retengao
Weg Largura de pico a meia altura [min]

Razao Pico-Vale (EP/JP)

A raz&o pico-vale (razdo p/v nos resultados de injegdo) é calculada para indicar a
qualidade da separagao dos picos. Esta é calculada com a Farmacopeia
Europeia e Japonesa (EP, JP).

Este valor é diferente da razao pico-vale que vocé configura nos parametros de
integragédo avangados!

A razao pico-vale é calculada para picos separados por um vale:
PV = altura do pico/altura do vale

Se houver vales a esquerda e a direita de um pico, a raz&o pico-vale é calculada
na parte inicial e final. A razdo p/v minima sera apresentada.

Hp2
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Para o pico 1:

=Hept
PV Hw

Para o pico 2:

=He
PVr Hw

= Hp
PVr Hys)

PV = Min(PVr, PVr)
Para o pico 3:

= Hps
PV Hvwv

onde

PV Raz&o pico-vale

PVE Raz&o pico-vale, parte inicial
PV Raz&o pico-vale, parte final
Hpy Altura do pico x

Hyx Altura do vale x

Se um pico tiver varios ombros separados por um vale, a razdo pico-vale é
calculada para cada ombro.

Definigdo de um vale:

+ Sua altura e tempo sdo compartilhados entre dois picos consecutivos
+ Sua linha de base é compartilhada entre dois picos consecutivos

« A altura absoluta da linha de base é superior a 10,

O caélculo da razao pico-vale usa sempre valores absolutos. Portanto, mesmo
gue um ou mais picos sejam negativos, a razao pico-vale sera sempre
apresentada como um numero positivo.

A raz&o pico-vale ndo é calculada no caso de sinais que consistem em poucos
pontos de dados.
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