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CONTRIBUŢII LA OPTIMIZAREA ALGORITMILOR DE PRELUCRARE 
A INFORMAŢIEI CROMATOGRAFICE

Ana Casian, Igor Casian, Vladimir Valica
Institutul Naţional de Farmacie MS RM

Rezumat. Lucrarea este dedicată evaluării influenţei unor parametri de digitalizare şi diverşilor al
goritmi de prelucrare a semnalelor cromatografice la precizia şi siguranţa marcării cromatogramelor, 
determinării parametrilor picurilor şi fidelităţii rezultatelor cantitative. Autorii propun propria apre
ciere a frecvenţei optime de achiziţionare a semnalului analog de intrare, adecvării algoritmilor de 
filtrare a zgomotului şi exceselor, depistarea capetelor şi determinarea coordonatelor vârfului picurilor 
cromatografice, pe exemplu cromatogramelor, obţinute la analiza materialului biologic. S-a făcut un 
şir de recomandări pentru optimizarea algoritmilor de prelucrare a cromatogramelor în cazuri difi
cile.
Cuvinte cheie: HPLC, achiziţionarea datelor, prelucrarea datelor, filtrarea zgomotului, cromatografie 
derivată.
Summary. The work is dedicated to estimation of the influence of digitization parameters and vari
ous algorithms of chromatographic signals handling on accuracy and reliability of chromatograms 
marking, determination of peaks parameters and on fidelity of quantitative results. The authors have 
yielded an own estimation of necessary frequency of the input analogue signal acquisition, adequacy 
of some algorithms of noise and excesses filtration, detection of limits and determination of top 
coordinates of chromatographic peaks on an example of chromatograms, characteristic for cases of 
biomaterial analysis. Some recommendations on optimization of chromatogram handling algorithms 
in difficult cases have been made.
Key Words: HPLC, data acquisition, data handling, noise filtration, derivative chromatography.

în literatura dedicată metodelor de analiză 
cromatografică se acordă o mare atenţie proble
melor de optimizare a condiţiilor de separare, 
mai puţin -  preparării probelor, pe când sarcina 
de colectare şi prelucrare a informaţiei croma- 
tografiee primare de obicei rămâne ”la discre

ţia” developerilor de aparat şi soft-uri. Cu toate 
acestea posibilităţile programelor comerciale de 
prelucrare a datelor cromatografice nu asigură 
soluţionarea tuturor sarcinilor apărute, sau rea
lizarea lor este nereuşită la utilizarea practică în 
analiza de rutină, parametrii de prelucrare a da
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telor, optimizaţi la soluţionarea sarcinilor destul 
de simple (analiza formelor medicamentoase, 
controlul proceselor tehnologice) adesea dau 
rezultate nesatisfăcătoare la analiza obiectelor 
compuse de natură biologică. De asemenea se 
acordă o atenţie insuficientă evaluării erorii, in
troduse în rezultatul final a analizei cromatogra- 
fice la etapa de colectare şi prelucrare a datelor. 
Scopul lucrării

Pe baza propriilor experienţe de aplicare 
a metodei cromatografice de lichide de înaltă 
performanţă (HPLC) să se aprecieze adecvarea 
algoritmilor de prelucrare a informaţiei primare 
cel mai des utilizaţi în condiţiile analizei mate
rialului biologic, efectuată în studiul farmacoci- 
netic şi de propus recomandări concrete pentru 
selectarea şi optimizarea acestor algoritmi. 
Materiale şi metode

Partea experimentală a lucrării a fost efec
tuată cu cromatograful de lichide “Jasco”, seria 
LC-1500, cu detector UV-VIS, echipat cu pro
gram Borwin v. 1.5. S-au studiat şi alte progra
me de prelucrare a datelor (Z-Lab, Хромое 2.3, 
МультиХром 1.6). Algoritmii ce nu sunt incluşi 
în soft-urile disponibile s-au realizat în Borland 
Delphi 3.0. Programa de construire a cromato- 
gramelor model pentru testarea unor algoritmi 
s-a realizat în Turbo Pascal 7.0.
Rezultate obţinute şi discuţii

Având în vedere caracterul voluminos şi mul
tilateral al temei examinate, această lucrare nici 
într-un caz nu pretinde la plenitudinea expunerii 
materialului, reflectînd doar propriile viziuni ale 
autorilor asupra problemei. Sugestiile trebuie 
acceptate, în principiu, nu ca soluţii finale, ci 
ca direcţii de cercetări ulterioare. Aceasta este 
prima din seria de lucrări dedicate problemelor 
generale de optimizare a prelucrării informaţiei 
cromatografice şi aplicarea ulterioară a algorit
milor de prelucrare pentru optimizarea selecti
vităţii sistemului cromatografic. La abordarea 
diferitor etape de prelucrare a datelor autorii s- 
au străduit să ţină cont de cronologia, în care se 
execută operaţiile corespunzătoare.

A

înregistrarea cromatogramelor. Eroarea 
digitalizării semnalului analog, selectarea 
frecvenţei şi nivelului de discretizare.

La colectarea şi prelucrarea informaţiei pri
mare în sistemele cromatografice moderne sunt

utilizate, de regulă, calculatoarele. Pentru o ast
fel de prelucrare, semnalul de ieşire al detecto
rului se transformă în formă digitală şi este im
portant ca informaţia utilă să nu se piardă sau 
să nu fie în exces. Se ştie că cuanta semnalului 
conform nivelului nu trebuie să depăşească va
loarea medie a propriilor zgomote ale detecto
rului, în caz contrar limita de detecţie va fi de
terminată incorect. Pentru aprecierea nivelului 
de zgomot propriu mărimea cuantei trebuie să 
fie de 2-3 ori mai mică. In studiul efectuat de 
noi prin utilizarea detectorului Jasco UV-1575, 
valoarea medie a zgomotului la ieşire pentru co
nectarea integratorului constituia 10-20 pV (în 
dependenţă de lungimea de undă selectată), iar 
valoarea maximă a semnalului -  1 pV. Aceasta 
înseamnă că mărimea cuantei conform nivelului 
nu trebuie să depăşească 3-5 p V, iar numărul de 
poziţii binare ale convertorului analogo-nume- 
ric (CAN), inclusiv şi cel de semn, trebuie să fie 
de cel puţin 19.

în ce priveşte frecvenţa necesară de discre
tizare a semnalului de intrare, se cere asigura
rea a cel puţin 5-10 măsurări la un pic croma
tografic, iar valoarea optimă trebuie să se afle 
în intervalul 20-30 măsurări la pic [1]. Probabil, 
aceasta se justifică în cazul convertorului analo- 
go-numeric, ce înfăptuieşte achiziţia valorii in
stantanee a semnalului. în cazul utilizării CAN 
de tip integrant (recomandabil în cromatografie) 
frecvenţa numită achiziţiei este excedentară. în 
mod teoretic pe sectorul cromatogramei ce con
ţine un singur pic este de ajuns efectuarea doar 
a unei măsurări pentru a se obţine informaţia 
exactă despre aria picului. în acelaşi timp în
ălţimea şi forma acestuia nu vor fi stabilite. La 
prezenţa câtorva picuri separate complet pe cro- 
matogramă, pentru determinarea corectă a ariei 
fiecărui pic prin metoda integrării directe este 
necesară efectuarea a cel puţin a unei măsurări 
la nivelul liniei de bază dintre picurile vecine. 
La separarea picurilor parţial suprapuse prin 
metode matematice de model minimum, în mod 
teoretic, se evaluează numărul de măsurări la 
pic egal cu numărul parametrilor în funcţia de 
model matematic.

Pentru confirmarea experimentală a acestor 
postulate este necesar un convertor analogo-nu- 
meric de tip integrant, ce asigură intervale mari
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de măsurare (până la 10 s şi mai mult). Având în 
vedere că setul de resurse tehnice şi softul “Bor- 
win”1 , furnizat împreună cu cromatograful de 
lichide “Jasco”, nu permit de a se stabili interva
lul de măsurare mai mult de 1 s, noi am construit 
o instalaţie de înregistrare ale cromatogramelor, 
constituită din convertor tensiune -  frecvenţa, 
divizor de frecvenţa (pentru a realiza converto
rul cu 2 diapazoane) şi calculator, înzestrat cu 
placa de sunet. Calcularea frecvenţei semnalului 
şi selectarea automată a diapazonului s-a efec
tuat în mod programat.

Pentru exemplificare, studiul s-a efectuat pe 
amestec model, în condiţii ce asigură o separare 
completă, suprapunere slabă, moderată şi puter
nică a picurilor (fig. 1). Picurile bine separate 
s-au prelucrat prin metoda de integrare directă, 
cele suprapuse (trei variante) -  prin metoda mo
del aplicând funcţia Gauss exponenţial modifi
cată (EMG) [1]. Rezultatele sunt prezentate în 
tabelul 1.

Determinarea veridică a ariei picurilor se
parate complet prin metoda integrării directe 
s-a obţinut în urmă a 7-9 măsurări la pic, cea

w ,
t = -  pentru cromato

ce corespunde recomandărilor întâlnite în sur
sele bibliografice. De fapt, pe sectoarele dintre 
picuri cad neapărat câte 1-2 măsurări. Luând în 
consideraţie excesele şi fluctuaţiile de zgomot 
posibile se poate recomanda majorarea frecven
ţei de achiziţie până la 10-12 măsurări la pic (se 
determină pentru cel mai îngust dintre picurile 
analitice).

La separarea prin model a picurilor supra
puse, precum s-a şi presupus, numărul minim 
necesar de măsurări la pic este egal cu patru, co
respunzător numărului de parametri ajustaţi ai 
funcţiei EMG. Practic valoarea medie a mărimii 
date pentru o grupă de picuri s-a depistat drept 
puţin majorată din cauza gradului de suprapu
nere diferit a picurilor vecine. Pe lângă aceasta, 
la efectuarea unui număr mic de măsurări apar 
dificultăţi la detecţia automată a picurilor după 
derivate şi găsirea soluţionării iniţiale a mode
lului matematic. Prin urmare, ca valoare optimă 
a frecvenţei de achiziţie considerăm 8-12 măsu
rări la pic. Aşadar, în practică, intervalul optim 
de măsurare se calculează uşor conform formu
lelor:

■ame cu picuri separate complet;

r  =
10 • n

-  pentru cromatograme cu picuri suprapuse,

unde, wl -  lăţimea la baza celui mai îngust din picurile analitice; w2 -  lăţimea sectorului cromato- 
gramei ce conţine o grupă de picuri cel mai mult suprapuse; n -  numărul de picuri în grupă.

Fig. 1. Cromatogramele amestecurilor model cu diverse grade de suprapunere ale picurilor: 
a. b -  izomeri de nitroanilină; c. d -  carbamazepină, fenitoină şi p- 
dimetilaminobenzaldehidă.

Setul “Borwin” constă din placă specializată CAN şi softul pentru colectarea şi prelucrarea informaţiei cromatografice.
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în cercetările experimentale am depistat că până 
şi în cazul analizelor de scurtă durată, realiza
te pe coloane “Ultrafast” (coloane cu lungimea 
50-150 mm, sorbent cu diametrul particulelor 
3 jim) intervalul optim de măsurare se află între 
0,5-1 s, iar pentru analize îndelungate valoarea 
dată va fi şi mai mare. în aceiaşi timp, pentru

exemplificare, intervalul de măsurări instalat 
implicit în programul “Borwin” este de 0,1 s şi 
nu poate fi mai mare de 1 s. Cea ce înseamnă, că 
cromatogramele obţinute posedă informaţie ex
cesivă ce duce atât la “cheltuielile” nejustificate 
a memoriei calculatorului, cât şi la micşorarea 
raportului semnal / zgomot.

Tabelul 1.
Eroarea relativă a ariei picurilor cromatografice în funcţie de intervalul 

măsurării semnalului de intrare

Intervalul de 
măsurare, s

Numărul de măsurări la pic Eroarea relativă a determinării ariei 
picului, %

Minim Mediu Maximală Medie

Picuri separate complet (Fig. la)

0,5 27 37 0,61 0,26
1 17 22 0,44 0,22
2 10 14 0,82 0,68
4 6 8 0,99 0,58
8 3 4 2,38 0,64

Picuri slab suprapuse (Fig. 1b)
0,5 19 23 1,62 0,80

1 10 12 1,65 0,92
2 5 6 3,89 0,81
3 3 4 4,84 - 1,46
4 3 3 38,4 15,7

Picuri moderat suprapuse (Fig. Ic)
0,5 21 28 1,35 0,74

1 11 14 2,67 1,24
2 6 7 10,5 4,02
4 3 4 22,7 6,55

Picuri puternic suprapuse (Fig. Id)
0,5 18 27 4,02 2,59

1 9 13 1,64 1,21
1,5 5 9 4,85 1,76
2 4 6 16,8 5,18

Filtrarea zgomotului şi exceselor
Filtrarea informaţiei cromatografice primară 

se utilizează în scopul îmbunătăţirii raportului 
semnal / zgomot şi înlăturarea exceselor. în ma
joritatea programelor comerciale de prelucrare a

datelor cromatografice sunt incluşi diverşi algo
ritmi de filtrare, trataţi pe larg în literatura tehni
că corespunzătoare şi analiza lor fundamentală 
iese din cadrul lucrării date, astfel că ne vom 
limita în principiu la aplicarea lor practică.
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Prima întrebare, referitor la aplicarea tehnicii 
de calcul la prelucrarea cromatogramelor cere 
de a se da referinţele necesare filtrării semna
lului analog sau deja digital, rezolvându-se uni
voc în favoarea variantei a doUa din următoarele 
considerente: în primul rând, în caz de selectare 
nereuşită a parametrilor de filtrare cercetătorul 
poate reveni la datele iniţiale, neprelucrate; în 
al doilea rând, filtrarea programatică a datelor, 
din punct de vedere tehnic, este realizabilă mai 
simplu decât construirea filtrelor complicate cu 
parametri fini reglabili. Cu atât mai mult, con
vertorul analogo-numeric de tip integrant ate
nuează efectiv zgomotul de înaltă frecvenţă, 
utilizarea lui excluzând necesitatea filtrării pre
ventive a semnalului venit de la detector.

A doua întrebare se referă la algoritmul de 
filtrare şi la parametrii ce trebuie aplicaţi în fie
care caz aparte, echivalând cu o altă problemă 
dacă filtrarea datelor nu e în genere discutabilă. 
Pe de o parte, filtrarea zgomotului îmbunătăţeş
te recepţionarea subiectivă a cromatogramelor şi 
permite micşorarea limitei fizice de detecţie (de
terminată din raportul înălţimii picului la nivelul 
mediu al zgomotului), pe de altă parte -  orice fil
trare, într-o oarecare măsură, alterează semnalul 
util (fig. 2), ce poate duce la o mărire suficientă 
a erorii rezultatului final, în deosebi dacă rezul
tatul cantitativ se calculează după înălţimea pi
curilor. Evident valorile ariei picurilor sunt mai 
puţin sensibile la alterarea formei acestora, dar 
ele sunt şi mai puţin influenţate de zgomot, deoa
rece integrala procesului aleatoriu de zgomot la 
majorarea timpului de integrare tinde spre zero. 
Reiese că, în majoritatea cazurilor la calcularea 
după aria picurilor nu-i nevoie de filtrarea zgo
motului; zgomotul poate deveni obstacol serios 
la depistarea capetelor picurilor cromatografice, 
despre care vom reveni ceva mai târziu. Utili
zarea filtrării în analiza farmacocinetică pentru 
micşorarea limitei de detecţie este de asemenea 
suspectă, deoarece cromatogramele probelor de 
natură biologică conţin, de regulă, o mulţime de 
picuri neanalitice, intensitatea cărora depăşeşte 
cu mult nivelul zgomotului utilajului, şi anume 
ele (aceste picuri) determină limita reală de de
tecţie a semnalului util.

Spre deosebire de zgomotul aleatoriu, exce
sele provocate de trecerea impulsurilor de in

terferenţe ori de abateri la funcţionarea utilaju
lui nu se elimină la integrarea ariilor picurilor 
şi complică marcarea cromatogramei în picuri, 
chiar şi după filtrarea zgomotului. De aceea în 
programele de prelucrare a cromatogramelor 
trebuie să asiste neapărat algoritmi speciali de 
filtrare a exceselor ce pot fi conectaţi implicit, 
dacă ei (algoritmii) sunt selecţi şi nu alterează 
semnalul util. La problema dată am vrea să ne 
oprim mai detaliat, deoarece, după părerea noa
stră, algoritmii de filtrare a exceselor recoman
daţi în sursele bibliografice nu sunt optimali sau 
în descrierea lor au fost omise unele imprecizii. 
De exemplu, în descrierea programului pentru 
calculator “Z-Lab” algoritmul de filtrarea ale 
exceselor este definit astfel: “Punctul se consi
deră ca exces, dacă el rămâne de cel mai apropi
at punct (din dreapta sau stânga) la o distanţă de 
trei ori mai mare de valoarea zgomotului liniei 
de bază. în acest caz punctul dat se coboară (sau 
ridică) la nivelul celui mai apropiat punct ve
cin”. Dat fiind faptul că zgomotul liniei de bază 
se determină pe sectorul cromatogramei lipsit de 
picuri, evident că punctele de pe panta abruptă a 
picurilor vor fi admise greşit ca excese. Este mai 
corect de a compara devierea punctului verificat 
cu devierea standard a celui mai apropiat mediu 
al său, iar în caz că-i acceptat ca exces -  de a-1 
coborî (sau ridica) până la nivelul mediu al celor 
două puncte vecine.

Propunem următorul algoritm de filtrare a 
exceselor: Pentru verificarea punctului curent 
al cromatogramei (cu ordinată Yi) se iau câte 
două puncte mai apropiate din stânga şi dreap
ta (punctul curent nu se include în grupul dat). 
Pentru grupul obţinut se calculează media arit
metică (Ymean) şi devierea standard (SD). 
Dacă |Yi-Ymean| > 3*SD, atunci punctul curent 
se consideră exces şi se înlocuieşte cu valoarea 
(Y(i-l)+Y(i+l))/2.

Filtrarea poate fi efectuată mai rigid, veri
ficând condiţia |Yi-Ymean| > 1,5*SD. în cazul 
dat se elimină şi cele mai neînsemnate excese, 
totodată se atenuează zgomotul aleatoriu, prac
tic fără alterarea formei picurilor; doar în cazuri 
aparte poate fi “retezat” punctul din vârful picu
lui. Formal, un astfel de filtru nu mai poate fi nu
mit filtru de excese, dar utilizarea lui în practică 
dă rezultate bune.
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Fig.2. Influenţa filtrării zgomotului la forma picului cromatografic: a -  cromatograma 
iniţială; b -  după atenuarea aproape optimă.

Alterarea caracteristică a formei picului la atenuarea excedentară cu diverşi algoritmi: c 
-  medie glisantă; d  -  atenuare liniară; e -  atenuare cu polinom de gradul 3; f  -  filtrarea 
Fourier.

Corecţia derivei liniei de bază. Interpolarea 
liniară şi neliniară a liniei de bază, utilizarea 
filtrelor de frecvenţă înaltă şi derivatelor.

Deriva liniei de bază prezintă un fenomen 
neprielnic întâlnit permanent în practica fiecă
rui cromatografist. Ea influenţează în deosebi 
corectitudinea depistării capetelor picului, la 
calcularea înălţimii şi ariei lui, iar uneori face 
imposibilă marcarea cromatogramei.

Principalele cauze de apariţie a derivei sunt:
- Instabilitatea temporară a parametrilor detecto
rului şi convertorului analogo-numeric. Mărimi
le date sunt strict reglate de specificaţia aparata- 
jului şi, din punct de vedere practic, în utilajul 
modern se realizează valori destul de mici.
- Variaţia în timp a condiţiilor de efectuare a 
analizei (temperatura coloanei, compoziţia şi vi
teza eluentului). Cel puţin unul dintre aceşti pa
rametrii se schimbă intenţionat în timpul eluării 
prin gradient. Prin urmare, pe cromatogramele 
obţinute în regimul dat, de regulă se observă 
semnificativ deriva liniei de bază, dar destul de 
reproductibilă.
- Eluarea din coloana cromatografică a compo
nenţilor puternic reţinuţi ai probelor analizate 
anterior. Aceasta este pricina principală a deri
vei liniei de bază la eluarea izocratică.

Şirul de măsuri luate, cum ar fi echilibrarea 
îndelungată a coloanei cu fază mobilă până la 
începerea analizei şi regenerarea coloanei după 
terminare, utilizarea solvenţilor şi reagenţilor de 
puritate destul de înaltă la eluarea prin gradient

pot să micşoreze suficient mărimea derivei liniei 
de bază, dar n-o anulează complet. De aceea în 
deosebi la analiza cromatografică a probelor de 
material biologic apare periodic necesitatea co
recţiei de program a liniei de bază, care poate fi 
realizată prin diferite căi:
- Scăderea cromatogramei de fond (unui sector 
sau în întregime). Procedura dată este destul de 
simplă, dar foarte efectivă in acele (şi numai 
acele) cazuri, când forma liniei de bază se repro
duce de la probă la probă, adică la eluarea prin 
gradient. în cazul dat poate fi anulată nu numai 
deriva, dar şi picurile nedorite ale impurităţilor 
fazei mobile.
- Interpolarea liniară a liniei de bază cu funcţia 
de tip Y=A+B*X (fig. 3a) se efectuează dintre 
două puncte, ce aparţin liniei de bază şi sunt si
tuate până la începutul şi după sfârşitul sectoru
lui de cromatogramă cu picul de analit sau grupa 
de picuri. Procedura este realizată în majoritatea 
programelor de prelucrare a datelor. Pentru a fi 
mult mai evident sectorul cromatogramei poate 
fi îndreptat după interpolarea liniei de bază, dar 
astfel se introduc schimbări în informaţia prima
ră şi, de regulă, astfel de procedee nu se aplică în 
programele comerciale. Avantajul metodei con
stă în realizarea simplă, iar neajunsurile ţin de 
erorile introduse în caz de o relevantă neliniari- 
tate a derivei liniei de bază şi complicat de auto
matizat. Situaţia obţinută aduce a cerc vicios: la 
interpolarea liniei de bază până la amplasarea 
nodurilor de reazem trebuie marcată cromato-
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grama în picuri, care, la rândul său, se compli
că din cauza derivei liniei de bază. Consecinţa 
neajunsului secund este amplasarea manuală a 
nodurilor de reazem la interpolare, fapt care in
troduce, bineînţeles, o oarecare parte de subiec
tivism în procesul de prelucrare a datelor.
- Interpolarea nelineară (în particular exponen
ţială) a liniei de bază (fig. 3b) prezintă evoluarea 
metodei precedente pentru cazurile, când picu
rile analitice sunt situate pe “coada” picului ce 
duce la o mai mare intensitate (picul solventu
lui, surplusul de reagent şi alte) şi-i bazată pe 
faptul că sectorul final al picului cromatografic 
poate fi descris de ecuaţia monoexponenţială: 
Y=A+B*exp(OX). La interpolarea exponen
ţială trebuie stabilite deja trei puncte de reper, 
situate la linia de bază, ce poate fi problematic 
la prelucrarea cromatogramelor complicate şi 
măreşte volumul lucrului de calculare şi aportul 
factorului subiectiv în rezultatul final. Posibil că 
din această cauză n-am întâlnit realizarea meto
dei date în programele finite, totuşi, în cazurile 
analogice prezentate în fig. 3 ea poate determina 
mai exact valorile ariei picurilor.
- Filtrele de frecvenţă înaltă pot fi utilizate atât 
pentru semnalul analog (filtrarea de aparat), cât 
şi pentru echivalentul digital (filtrarea de pro
gram). Ideea constă în înlăturarea din semna
lul cromatografic a componenţilor de frecvenţă 
joasă, cărora le aparţine şi deriva liniei de bază. 
Este atrăgător faptul posibilităţii de prelucrare 
a tuturor cromatogramelor în regim automat, 
fără vreo marcare preventivă. Pentru o alterare 
minimală a formei picului, frecvenţa secantă a 
filtrului trebuie să fie destul de mică, ceea ce ar 
echivala cu o “piatră submarină” a metodei date. 
Metoda se realizează efectiv pe cromatograme 
“curate” (fig. 4 a l, a2), însă în prezenţa picurilor 
străine mai intensive apare un proces de relaxare 
care, din cauza constantei de timp mare a filtru
lui, se extinde adesea pe regiunea picului anali
tic, făcând panta şi / sau curbura liniei de bază şi 
mai mare, decât până la filtrare (Fig.4bl, b2).
- Soluţionarea problemei date poate consta şi în 
micşorarea constantei de timp al filtrului până la 
valori cu mult mai mici ca lăţimea picului cro
matografic, fapt ce va duce la diferenţierea sem
nalului analitic, adică la obţinerea derivatei (fig. 
4a3, b3). Procedura este cunoscută de mult timp

şi aplicată în studiu de spectrofotometrie. Spec- 
trofotometria derivată se aplică pe larg la creş
terea selectivităţii atât în investigaţiile calitative 
(depistarea benzilor de absorbţie ascunse), cât 
şi cantitative (determinarea mai multor compo
nenţi cu spectre suprapuse) [3].

Fig. 3. Determinarea ariei picului, situat pe 
coada picului mai intensiv după interpolarea li
niară (a) şi exponenţială (b) a liniei de bază.

Până în prezent cromatografia derivată, n-a fost 
aplicată în analiza cantitativă, dar cercetările 
efectuate de noi au arătat importanţa acestor 
abordări mai ales la prelucrarea cromatograme
lor complicate ale obiectelor biologice. Cel mai 
mult s-a recomandat derivata de ordinul 2 inver
să (-dY2/dX). Această conversie simplă separă 
efectiv atât deriva liniară, cât şi pe cea nelinia
ră a liniei de bază, totodată permiţând separa
rea picurilor suprapuse, dacă ele se deosebesc 
esenţial după lăţime. Un factor evident pozitiv 
îl prezintă posibilitatea aplicării procedurilor 
standard de prelucrare la cromatogramele con
versate astfel. Luând în vedere creşterea bruscă 
a nivelului relativ de zgomot cu frecvenţă înaltă 
şi creşterea ordinului derivatei, trebuie combi
nată calcularea ei (derivatei) cu atenuarea opti
mală, parametrii cărora e de dorit să fie selectaţi 
experimental pentru fiecare serie în parte. Sensi
bilitatea înaltă a derivatei de ordinul 2 la forma 
picului, ce asigură o înlăturare efectivă a derivei 
liniei de bază, şi, concomitent limitează metoda 
dată, înaintându-i cerinţe sporite la stabilitatea 
temporară a parametrilor sistemei cromatogra- 
fice.
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Fig.4. Filtrarea derivei liniei de bază: a l -  sectorul cromatogramei iniţiale (2 - componentul 
analitic); a2 -  după prelucrarea cu filtru Fourier de frecvenţă înaltă cu frecvenţa secantă 0,01 
Hz şi atenuarea în afara benzii de trecere 24 dB/oct.; a3 -  derivata a doua inversă, obţinută la 
lăţimea fisurii de atenuare 8 s; b l-b3  -  concentraţia 1 component mărită de 40 ori.

Pentru evaluarea domeniului de aplicabilitate 
a metodei de prelucrare propuse au fost modela
te următoarele grupări a câte 100 cromatograme 
fiecare: 1 -  pentru modelarea derivei liniei de 
bază pe picul analitic cu parametrii constanţi s- 
au suprapus două picuri mai intensive şi mai late 
cu repartizarea normală a parametrilor; 2 -  la 
picul analitic cu parametrii constanţi s-a adăugat 
zgomot aleatoriu în raport semnal / zgomot, egal 
cu 10; 3 -  cromatograme ce conţineau pic anali
tic cu aria constantă, lăţimea căruia se schimba 
întâmplător după legea normală cu coeficientul 
de variaţie 5% (modelarea instabilităţii parame
trilor de retenţie). Toate grupările au fost prelu
crate la marcarea automată a cromatogramelor 
prin metoda clasică şi după conversia în deri
vata a doua inversă, valorile obţinute ale ariei 
picului analitic fiind supuse prelucrării statistice 
cu utilizarea criteriilor t şi F. Rezultatele obţinu
te duc la următoarele concluzii:
- La prezenţa derivei pronunţate a liniei de bază 
aplicarea derivatei a doua permite a se micşo
ra semnificativ (mai mult de un nivel) eroarea

aleatoare a rezultatelor, precum şi înlăturarea 
erorii sistematice;
- La selectarea reuşită a lăţimii fisurii de atenua
re prezenţa zgomotului mare, în pofida aşteptă
rilor, nu constituie un obstacol pentru utilizarea 
cromatografiei derivate, deoarece mărimile ob
ţinute ale erorilor aleatorii şi sistematice nu s-au 
deosebit de mărimile corespunzătoare, obţinute 
la prelucrarea cromatogramelor iniţiale (necon- 
vertate);
- Instabilitatea lăţimii picului analitic duce la 
eroarea întâmplătoare a rezultatelor cantitative 
în cromatografia derivată, aproape de două ori 
depăşind eroarea relativă a lăţimii picului, însă 
eroarea sistematică în cazul dat lipseşte.

Depistarea capetelor la picurile cromato- 
grafice, diminuarea influenţei zgomotului la 
precizia marcării cromatogramei.

Din cele două metode uzuale de detecţie a 
capetelor de picuri -  după nivel şi după derivata 
de ordinul 1 -  a doua, după cum se ştie, are un 
avantaj incontestabil datorită insensibilităţii ei 
la ordinată liniei de bază.
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Pare ademenitoare utilizarea derivatelor de 
ordine mai mari. Insă derivata de ordinul 2 nu-i 
sensibilă la deriva liniară a liniei de bază, ori
cât de pronunţată ar fi. Totuşi, prezenţa picurilor 
sateliţi pe a doua derivată complică algoritmii 
de marcare a cromatogramelor, iar la existenţa 
picurilor suprapuse (şi aceasta are confirmare 
în practică) funcţiunea acestor algoritmi devi
ne destul de nesigură, fiindcă programul nu-i 
în stare să depisteze corect picurile-sateliţi în 
prezenţa picurilor interferenţe. Prin urmare, am 
ajuns la concluzia că detecţia picurilor este op
timă efectuată după prima derivată, corectând 
preventiv deriva liniei de bază în dependenţă de 
necesitate. Am dori să expunem şi unele reco
mandări referitoare algoritmii de marcare a cro
matogramelor:

în primul rând, la calcularea derivatei, chiar 
şi la nivelul de jos al zgomotului, necesită utili
zarea fisurii de atenuare, lăţimea căreia trebuie 
reglată în dependenţă de înclinările frontierelor 
picului la bază. în caz de o lăţime insuficientă a 
fisurii este posibilă pierderea unei părţi a ariei 
picului (fig. 5a). Desigur, problema poate fi so
luţionată şi prin micşorarea limitei de detecţie a 
capetelor picurilor, dar aceasta măreşte sensibi

litatea la zgomot şi deriva liniei de bază.
în al doilea rând, la cromatogramele supraîn

cărcate de zgomot nu trebuiesc aplicate valorile 
curente din masivul de date, după cum se reali
zează în majoritatea programelor, dar e necesar 
să se calculeze valorile atenuate ale ordonatei 
capetelor de picuri (fig. 5b). Dar fiind faptul că 
valorile prelevate pentru efectuarea atenuării 
aparţin sectorului neliniar de cromatogramă, se 
preferă utilizarea algoritmilor neliniari de ate
nuare, de exemplu cu polinomul de gradul 2-3.

în al treilea rând, având în vedere că picurile 
reale pot fi destul de asimetrice, se recomandă 
selectarea independentă limitelor depistării în
ceputului şi sfârşitului picului. în aşa mod vom 
obţine o marcare mai corectă a picurilor (fig. 
5c).

în sfârşit, la elaborarea algoritmilor de mar
care poate fi recomandată ataşarea limitei de de
tecţie a picurilor la scara curentă de reprezentare 
grafică a informaţiei. De obicei, pentru confort, 
utilizatorul aranjează scara cromatogramelor în 
aşa mod, ca picurile analitice să încapă în fe
reastra de examinare. Astfel limita de detecţie 
a picurilor se va ajusta automat aproape de op
timală.

Fig. 5. Influenţa diverselor parametri la precizia marcării cromatogramelor: lăţimea fisurii de 
atenuare la calcularea derivatei (a), metoda depistării ordonatei capetelor picurilor (b) şi 
raportul limitelor de detecţie ale capetelor picului (c).
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Fig6. Eroarea depistării coordonatelor vârfului de pic la interval mare de măsurare (a) şi în 
prezenţa componenţilor de zgomot (b).

Depistarea coordonatelor vârfului de pic. 
Aproximarea funcţională a maximului

De obicei, coordonatele celui mai înalt punct 
sunt acceptate drept vârf al picului şi pot fi de
pistate în masivul iniţial de date conform valorii 
maximale (după detecţia începutului picului), 
precum şi conform schimbării semnului deriva
tei de ordinul 1. Varianta a doua convine mai 
mult, în cazul când detecţia capetelor picurilor 
se efectuează la fel după valoarea primei deri
vate. Valorile coordonatelor de vârf obţinute 
sunt agravate de eroarea aleatoare stipulată de 
doi factori: cuantificarea semnalului de intrare 
in timp (eroarea în limita unui interval de mă
surare) şi prezenţa componenţilor de zgomot 
(fig. 6). Valoarea maximă a erorii, introdusă de 
al doilea factor rămâne incertă. Această eroare 
nu influenţează precizia determinării ariilor pi
curilor, dar poate scădea siguranţa identificării 
componenţilor după timpul de retenţie.

Se poate mări precizia depistării coordona
telor vârfului de pic după aproximarea câtorva 
puncte ale cromatogramei în apropierea vârfului 
cu o funcţie matematică corespunzătoare. Noi 
am utilizat funcţia parabolică: Y=A+B»X+0- 
X2, care descrie satisfăcător vârful picului, dacă 
toate punctele luate pentru aproximare aparţin 
părţii a treia de sus a picului. Valoarea timpului 
de retenţie adevărată s-a calculat ca abscisa vâr
fului parabolei: Rt=-B/2/C, iar înălţimea picului

-  ca valoarea funcţiei de aproximare la X=Rt cu 
scăderea ordinatei liniei de bază interpolate. 
Concluzii:
1. A fost studiată influenţa unor parametri ai sis
temelor de achiziţionare şi prelucrare a datelor 
cromatografice la fidelitatea şi siguranţa rezul
tatelor calitative şi cantitative.
2. A fost propusă metoda de calculare a frecven
ţei optime de achiziţionare a datelor reieşind din 
parametrii picurilor analitice.
3. A fost efectuată aprecierea diverşilor algorit
mi de prelucrare a informaţiei cromatografice, 
şi anume -  filtrarea zgomotului şi exceselor, co
recţia derivei liniei de bază, determinarea coor
donatelor capetelor şi vârfului picului.
4. A fost propusă utilizarea cromatografiei deri
vate, şi anume -  a derivatei inverse de ordinul 2 
pentru prelucrarea cromatogramelor complicate 
de deriva liniei de bază.
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