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Rezumat. Lucrarea este dedicatd studiului metodelor matematice pentru separarea
picurilor cromatografice partial suprapuse: scaderea sectorului cromatogramei de fond,
modelarea cromatogramelor cu utilizarea functiilor algebrice §i de aparat. S-au discutat
avantajele si dezavantajele fiecarei metode, propunindu-se propriile recomandari la
optimizarea algoritmilor de calcul corespunzatori. S-au selectat doua modele algebrice —
Gauss exponential modificat si Asimetric bisigmoidal, care descriu mai adecvat picurile
reale, aparente in HPLC. Experimental, s-au evaluat erorile analizei cantitative a
cromatogramelor in functie de gradul de suprapunere a picurilor §i nivelului de zgomot la
utilizarea modelelor algebrice si de aparat.

Cuvinte cheie: HPLC, prelucrarea datelor, modelarea cromatogramelor, deconvolutia
picurilor cromatografice.

Summary. The contributions in optimisation of the chromatographic information
handling algorithms.

This paper is dedicated to research of mathematical methods for separation of particular
overlapped chromatographic peaks: subtraction of sectors of background chromatogram,
modelling of chromatograms using apparatus and algebraic functions. Surveyed of advantage
and disadvantages of each method, the own recommendations on optimisation of the
corresponding computing algorithms are given. Two algebraic models — Exponentially
Modified Gaussian and Asymmetric Double Sigmoid — most adequately describing real peaks
apparent in HPLC have been selected. The experimental estimation of chromatograms
quantification errors depending of various peaks overlapping and noise level is carried out at
usage of apparatus and algebraic models.

Key words: HPLC, data handling, chromatograms modelling, chromatographic peaks
deconvolution.

Materiale si metode

Lucrarea a fost efectuata pe cromatograful de lichide “Jasco”, seria LC-1500, cu detector
UV-VIS, coloane cu faza inversa C-8, C-18 si Phenyl, pe faza amina (NHjy) in regim cu faza
normala si schimb de ioni, pe faza cian (CN) cu mecanism combinat de interactiune. Pentru
alegerea modelului matematic adecvat au fost studiate functiile algebrice, propuse pentru
descrierea picurilor in pachetul de programe matematice “Origin”, versiunea 7.0 (OriginLab
Corp.), si aplicabile in varianta HPLC cu faza inversd. La ajustarea parametrilor modelului
matematic s-a folosit algoritmul de ajustare, mentionat in literatura de specialitate sub
denumirea “Two Step”. Algoritmii studiati au fost realizati in Borland Delphi 3.0.

Rezultate obtinute si discutii
Separarea matematica a picurilor cromatografice suprapuse

De la inceputul dezvoltdrii istoriei cromatografice si pana in prezent, problema separarii
picurilor suprapuse ravaseste mintile cromatografistilor. Chiar dacd zi de zi se Intampla
imbunatatirea proprietatilor sorbentilor produsi si cresterea eficientei coloanelor
cromatografice, permanent se vor gasi sarcini pentru care eficienta data este insuficientd. Cu
alte cuvinte, talere teoretice, precum si bani, niciodatd nu sunt de ajuns si intotdeauna
persistd dorinta de-a “stoarce” ceva mai mult din utilaj, decat este posibil conform definitiei.



1. Sciaderea picurilor empirice si sectoarelor de cromatograme de fond

Deja s-a mentionat, ca scaderea matematica a cromatogramei de fond sau a unui sector al
ei, reprezinta o modalitate utild de inlaturare a derivei liniei de baza, precum si a picurilor de
impuritati din faza mobila la eluarea prin gradient [0]. Aici este nevoie de-a se face o
concretizare substantiald. O simpld scadere a masivelor, cum se procedeaza in spectroscopie,
componentilor de fond (cum si a celor analitici), care duc de obicei la aparitia picurilor
bipolare pe cromatograma diferentiala. Este necesara posibilitatea deplasarii sectorului scazut
de cromatograma pe axa de timp cu interpolarea valorilor dintre punctele de noduri. Noi am
aplicat interpolarea liniara:

Yi +round(@05)-1 = Yisround(et-05)-1-(YOp (round(dt-0.5)-dt+1)+YOj.1- (dt-round(dt-0.5)))-Myo,
unde Y si YO reprezinta masivul datelor de lucru si celui scazut (de fond), corespunzator.
Selectand valorile de deplasare pe axa de timp dt si ale coeficientului de dimensiune My

.....

de tinut cont, ci amplitudinea zgomotului in acest caz creste de /M, +1 ori.

Cu toata simplitatea si eficacitatea metodei, ea are si un dezavantaj legat de alegerea
manuala a valorilor coeficientilor dt si Myp si aprecierea vizual subiectiva a rezultatelor. De

metode mai sigure, cu exceptia cazului de scadere a derivei liniei de baza.

2. Modelarea cromatogramelor din picuri empirice

Dezvoltarea si imbunatitirea metodei descrise mai sus prezintd sinteza unui sector de
cromatograma initiala, format din picuri de compusi individuali, descrisi cu asa-numita
functie de aparat [0]. Ultima se prezintda in mod tabelar, sub forma de masive
unidimensionale, contindnd picuri de componenti individuali, “tdiate” din cromatogramele
experimentale ale substantelor pure, obtinute in aceleasi conditii. Functiile de aparat ai
componentilor individuali se sumeaza, fiecare cu deplasarea ei dt si coeficientul de
dimensiuni My; totodata, ajustarea acestor parametri se poate de efectuat in regim automat,
minimizand suma patratelor de devieri tuturor punctelor a cromatogramei model de datele
experimentale. Ajustarea cu viteza inalta, solutionarea stabila precum si posibilitatea definirii
functiei aparat pentru picuri de orice formd evidentiaza cu adevdrat capacitatile pozitive ale
metodei de prelucrare a cromatogramelor. Un dezavantaj al metodei il prezinta necesitatea
inregistrdrii cromatogramelor tuturor componentilor individuali ai amestecului supus analizei
pentru a obtine acea functie de aparat, care este uneori imposibila de obtinut la analiza
probelor de material biologic, deoarece contin multi componenti neidentificati. Un alt neajuns
este sensibilitatea Tnaltd a metodei la schimbarea formei picului, adica a functiei de aparat,
deoarece modul de definire a functiei date nu permite schimbarea formei ei la ajustare. In
tabelul 1 este prezentatd evaluarea comparativa a erorii determinarii ariei picului la ajustarea
functiei aparat si algebrice, fiind influentata de factorii ce altereaza forma picurilor.



Tabelul 1
Influenta comporzitiei solventului si volumului probei injectate la forma picului si
eroarea determinarii ariei lui.

Substanta | Para- Solventul si volumul probei injectat
metrii apa faza mobila acetonitril — apa
(40:60)
Sul [ 20pl |50l [Spl [ 20ul (S50l |5l |20 ul | 50 pl
Rt 197 198 213 |197 |20 2,0 197 197 [1,95
N 1780 | 1985 | 2183 | 1506 | 1369 | 1013 | 1370 | 807 | 255
Feno- A 1,15 1,22 122 |120 |1,18 |125 |1,14 |1,23 |1,28
barbital | w,, 0,111 | 0,109 | 0,108 | 0,120 | 0,129 | 0,151 | 0,126 | 0,164 | 0,288

CVeme | 05 -195 | -0,64 |-0,72 | 0,95 |1,83 |2,71 |3,49 |-0,88
CVap. 2,77 |107 |334 |-0,60 |-426 |-11,4 |0,177 |-14,1 | -43,2

Rt 354 365 |38 |[355 |36l |3,62 |356 |356 |353
N 3276 | 3453 | 3704 | 2946 | 2774 | 2234 | 2748 | 1693 | 524
Carbama- | A 115 |1,07 | 1,03 |1,03 [1,09 |1,22 |1,03 |1,17 |1,19
zepini W, 0,146 | 0,147 | 0,146 | 0,154 | 0,162 | 0,181 | 0,160 | 0,204 | 0,364

CVeme | -1,7 |-325 |-1,03 |-1,15 | -0,95 | -0,26 | 0,42 |-0,97 | 2,06
CVpp. |216 (008 |264 (001 |-29 |-88 |042 |-144 |-40,1

Nota: Rt—timp de retentie, min; N — eficacitatea, talere teoretice; A — factor de asimetrie;
Wy, — largimea picului la % din inaltimea sa, min; CVemg — eroarea relativa (coeficient de
variatie) a ariei calculata utilizand functia Gauss exponential modificata, %,; CVpp. — eroarea
relativa (coeficient de variatie) a ariei calculata utilizand functia aparat, %.

Conditiile cromatografice: coloana Zorbax RX CI18, 5 mkm 2,1x150mm; viteza de elutie 0,5
ml/min; lungimea de unda 220 nm; faza mobila : acetonitril — 0,01M H3PO,4 (30:70).

3. Modelarea cromatogramelor din functii algebrice

Posibilitatea utilizarii modelelor matematice la imbunatatirea rezolutiei in cromatografie
a fost evidentd din momentul punerii bazei teoretice a metodei si mai este actuala. Exista
metode de separare bazate pe aproximarea sectorului de cromatograma cu suma de Gaussiene
[0, 0], care nu iau in consideratie asimetria picurilor reale; alti autori [0] au utilizat functia
Gauss cu alterarea exponentiald a frontului descendent, dar din anumite motive aceste idei nu
sunt realizate in soft-urile comerciale nici pana in prezent. Una din aceste cauze, observate in
special Tn cromatografia de lichide, o reprezintd corespunderea incompleta a teoriei destul de
simplificate cu procesele fizice reale, dificultatea aplicarii aparatul matematic in practica,
evaluarea neunivoci a sigurantei metodelor matematice model de insdsi cromatografisti. In
cromatografie, un rol important I-a avut imbunatatirea considerabila a parametrilor si largirea
cand se pdrea cd orice problema se poate solutiona alegand corect realizarea aparat a metodei
si conditiile experimentului. Insd orice parametru al utilajului si sorbentilor, ce determin
sensibilitatea si selectivitatea metodei, are o limitd fizicd de care producdtorii deja s-au
apropiat, iar optimizarea selectivitatii prin alegerea experimentald, dintr-un numar enorm de
sorbenti si moduri de detectie, e o “placere” nu doar Indelungata, dar si destul de costisitoare.

e ey

etapa curenta este cu mult mai redus, fapt de care trebuie profitat.



3.1. Alegerea modelului matematic adecvat

Alegerea modelului matematic, care sa descrie adecvat forma reald a picurilor
cromatografice, este un factor decisiv in obtinerea unor rezultate autentice §i sigure.
Necorespunderea modelului teoretic Gaussian, ce ia In consideratie doar surparea prin difuzie
a zonei, cu procesele fizice reale pentru multi cromatografisti a si fost la timpul respectiv, una
din cauzele de baza de-a renunta, in general, la separarea matematica a picurilor. Pe de alta
parte, aplicarea modelului matematic, ce ia in consideratie toate procesele fizice posibile si
mecanismele de interactiune in sistemul cromatografic, par ireale, fie doar si din cauza unor
mecanisme ce Tncd nu sunt studiate deplin. Dar nici nu este cazul. Practic este suficient un set
de functii empirice ce descriu forma reald a picului cu eroare admisibila in diverse variante ale
metodei cromatografice. Cu cat mai complicat va fi modelul empiric §i cu cat mai multi
parametri de reglare va contine el, cu atat mai precis vor fi descrise datele experimentale, iar
solutionare. latd de ce, alegerea unui compromis rezonabil dintr-un numar mare de modele
empirice existente [0] prezinta o sarcina importanta si de mare raspundere.

Fiind studiate 19 modele matematice, propuse pentru descrierea picurilor in pachetul de
programe matematice “Origin” v. 7.0 (OriginLab Corp.), si aplicandu-le in varianta HPLC cu
faza inversd, noi am selectat doud functii cu cea mai mica eroare de ajustare a datelor
experimentale:

Functia Gauss exponential modificata (EMG):
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unde yo, — ordonata liniei de baza, A, X si W — aria, abscisa maximului si latimea
componentului Gauss, ty — constanta de timp al componentului exponential. Raportul
ultimelor douda marimi (W si tp) determina gradul de asimetrie a picului.

Functia este teoretica pentru forma picului obtinut in rezultatul surparii exponentiale a
zonel in injector si capilarele de legaturd si al surparii de tip Gaussian in coloana.
Experimental s-a depistat cd modelul EMG descrie bine forma picurilor reale obtinute pe
fazele inverse C-18 si Phenyl; pe faza amina (NHj) in regim de fazd normala si schimb de
anioni; pe faza cian (CN).

Pentru picuri reale valorile w si to sunt legate reciproc si ajustarea lor independenta este
urmatd de marirea considerabild a timpului de ajustare, de aceea, am inlocuit parametru to cu
coeficientul k=ty/w. Apar unele dificultati la calculul analitic a integralului in expresia (1).
Aplicand proprietatea, ca valoarea lui tinde spre zero, cand z < -6 si spre unu, cand z > 6, noi
am 1nlocuit integralul indefinit cu cel definit in intervalul de la -6 pana laz cand -6 <z <6 si
I-am calculat prin metoda numerica, iar pentru accelerarea calculelor am folosit prezentarea
tabelara a acestei integrale cu interpolarea liniara dintre noduri.

Functia Asimetrica bisigmoidala:

1 1
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unde yo — ordonata liniei de baza, A — amplitudinea, X, — abscisa maximului picului, w; —
distanta dintre punctele centrale a doua sigmoide, ce determina latimea varfului picului, w; si
w3 — latimea frontului ascendent si descendent.

Modelul se potriveste aproape ideal pentru faza inversa C-8 si descrie satisfacator picurile
obtinute pe fazele C-6 si Phenyl. El este mai simplu in calcul, dar contine un parametru mai
mult, ce mareste inevitabil timpul ajustarii.

Probabil aceste doud functii pot fi valabile si la modelarea cromatogramelor, obtinute pe
alte faze stationare, dar n-am avut posibilitatea verificarii experimentale. Este important de
mentionat ca forma picurilor obtinute pe coloanele uzate poate varia esential de cele luate ca
model, manifestandu-se prin alterarea fronturilor (mai des descendent), aparitia “picurilor
caldreti”, largirea si bifurcarea varfului picului. In acest caz, independent de tipul fazei
stationare, modelul Asimetric bisigmoidal se ajusteazd mai adecvat. Metodele model de
prelucrare a cromatogramelor pot da rezultate nesigure la utilizarea coloanelor foarte uzate.

Ambele functii algebrice descrise pot fi aplicate la modelarea sectorului de
cromatogrami, ce contine cdteva picuri suprapuse. In acest caz modelul rezultant prezinti
suma termenului liber yg si a termenilor secunzi din partile din dreapta ale ecuatiei (1) sau (2)
pentru toate picurile.

3.2. Cautarea aproximarii initiale a parametrilor modelului matematic

Orice algoritm iterational de ajustare a modelului matematic cere, dupa cum se stie, sa i
se dea solutionare initiala, care sa nu difere prea mult de cea adevarata. Selectarea nereusita a
coordonatelor initiale in spatiu parametric poate duce la identificarea optimului local sau la
trecerea Tn domeniul valorilor inadmisibile a oricdrui parametru. De reguld pachetele de
programe matematice de destinatie generala cer introducerea manuala a valorilor initiale ale
parametrilor, devenind pentru utilizator o “piatrd de incercare”, indeosebi In cazul modelelor
complicate, precum ar fi cele aplicate in cromatografie la separarea picurilor suprapuse.
Astfel, in exemplu prezentat in fig. 1, modelul matematic contine 37 de parametri ajustati.
Astfel este evidentd necesitatea elaborarii algoritmilor de cautare automata a picurilor partial
suprapuse pe un sector al cromatogramei si determinarea valorilor initiale pentru parametrii
modelului, fard de care aceastd metoda nu se poate implementa in practicd pentru analiza
cromatografica de rutina.

Noi propunem varianta proprie de

—— cromatograma initiala
""" picul de injectare solutionare a problemei date, bazatd pe
picurile componentilor . . . . .
individual analiza derivater de ordinul 1 si 2 al
linia de baza semnalului cromatografic:
—— sectorul de . .
cromatograma restabili Initial, sectorul cromatogramei cercetat
se examineaza in directia cresterii timpului
pentru cautarea punctului, In care se

constatd maximul primei derivate, iar
inclinarea negativa a derivatei a doua este
mai mare decat limita de sensibilitate
stabilitd (verificarea conditiei a doua
elimind “executdrile false” la prezenta
zgomotului). Punctul gasit (“T.” 1n fig. 2)

0 1 2 3 corespunde cu punctul de inflexiune al
T, min frontului ascendent al picului. Apoi,

examinarea continud In cautarea maximului

Fig. 1. Sectorul initial al cromatogramei picului care corespunde punctului “Tc” cu

extractului de plasmd sanguind. Aproximarea ~ ™inimul derivatei a doua si inclinarea
picurilor cu functia EMG. negativa a primei derivate, depasind limita



de sensibilitate. In sfarsit, gasim punctul “Tg”
cu minimul primei derivate si inclinarea
pozitiva a derivatei a doua, depasind o
jumatate din limita de sensibilitate (se ia 1n
consideratie asimetria picurilor reale). El
(“TRr”) corespunde punctului de inflexiune al
frontului descendent al picului. In continuare,
pentru picul gasit se calculeaza valorile
initiale ale parametrilor functiei de
aproximare selectate:

Pentru  functia Gauss exponential
modificata:
W=Tr-T/2,3; Xc=Tc-W/3;
A= (Y1eYo)w2,5; k=(Tr-Tc)/(Tc-TL)/1,1.
Pentru functia Asimetrica bisigmoidala:
Xc = TC; A= (YTc-yo)'2,5; wl = TR-TL/3;
w2 = (Tc-T)/1,8; w3 = (Tr-Tc)/1,5.

I Coeficientii numerici s-au  selectat
T T T T Tee Tee empiric, astfel ca in majoritatea cazurilor
practice sa se obtina rezultate satisfacatoare.

Dupa efectuarea acestor calcule se
continud examinarea sectorului de
cromatograma cercetat in cautarea picului urmator.

Cu regret, nu toate picurile pot fi depistate in regim automat. Astfel de cazuri pot aparea
la coinciderea timpilor de retentie a picurilor cu diferite latimi, la aparitia picurilor negative,
precum si cand un pic oarecare nu se afla in Intregime in sectorul cercetat al cromatogramei
(de exemplu, la determinarea ariei picului-cilaret). De aceea, operatorul, trebuie si aiba
permanent posibilitate de a adauga sau extrage picuri In mod manual; de a regla parametrii lor
controland vizual rezultatele tuturor schimbarilor introduse.

Fig. 2. Depistarea picurilor partial suprapuse
dupa derivate.

3.3. Ajustarea parametrilor modelului

In programele aplicative se utilizeaza un sir de algoritmi de ajustare neliniara a functiilor,
care se deosebesc semnificativ dupd viteza de lucru si reproductibilitatea solutionarii; de
regula aceste doud marimi se afld in dependenta inversa. Siguranta functionarii algoritmilor
scade odata cu cresterea numarului de parametri ai modelului i devine indice critic pentru
acele modele complicate, ce sunt utilizate la separarea picurilor cromatografice. De aceea
dupa parerea noastra la alegerea algoritmului de ajustare compromisul dintre viteza si
stabilitatea de lucru trebuie rezolvat in favoarea indexului al doilea. Astdzi, avand in vedere
aritmetice si, corespunzator, a timpului de calcul, deja nu mai este atat de critica.

Noi am folosit algoritmul de ajustare, mentionat in literatura de specialitate sub
denumirea “Two Step” [0] care, dupa observatiile noastre, functioneaza destul de stabil pe
modelele multiparametrice (nu doar in cromatografie, dar, de exemplu, si pe modele
farmacocinetice). Esenta functionarii algoritmului consta in urmatoarele: n spatiul parametric
n-dimensional (n — numarul de parametri ajustati ai modelului) de la coordonatele initiale se
executd cate doi pasi in fiecare directie — spre marirea i micsorarea valorii parametrului
corespunzator (Fig. 3).

Din 2-n+1 seturi de parametri obtinuti se alege cel ce da valoarea cea mai mica a sumei
patratelor de deviatii ale curbei model de la cromatograma experimentald. Coordonatele noi



servesc drept date initiale pentru urmatorul ciclu de
A iteratie. Dacad intr-un oarecare ciclu coordonatele
P2 initiale dau cea mai mica suma a patratelor de deviatii,
inseamnd ca optimul se afld la o distantd mai mica
decat lungimea pasului. In cazul dat se micsoreaza
lungimea pasului si se continud iteratiile. Ajustarea se
termina cand lungimea pasului devine mai mica decat
marimea definitd, la care eroarea depistarii optimului
poate fi ignoratd. Traiectoria miscarii In spatiu
parametric de obicei prezintd o linie frantd, care se

\l torsioneaza 1in apropierea optimului 1n spirald
> convergenta.
P1 De reguld, algoritmul descris demonstreaza o

repetabilitate buna, dar la diferente mari (de un ordin
si mai mare) ale inaltimilor picurilor suprapuse este
posibil “expulzarea” parametrilor unor picuri minore.
In aceste cazuri acesti parametri trebuie fixati (in
program sa fie prevazuta o astfel de posibilitate) si se cere ajustarea restului picurilor, ca apoi
sd se permitd ajustarea tuturor parametrilor modelului, stabilind pasul de iteratie initial nu
prea mare. De asemenea, este util s se asigure posibilitatea salvarii rezultatelor ajustarii
pentru utilizarea lor ulterioard in calitate de aproximari initiale ale modelului la prelucrare
altor cromatograme din aceeasi serie. In atare mod se reuseste a micsora esential timpul de
prelucrare a datelor la efectuarea analizelor in serii.

Fig. 3. Schema  functionarii
algoritmului “Two Step” pe exemplu
spatiului parametric bidimensional.

3.4. Evaluarea preciziei determindrii ariei picurilor prin metoda model in functie de
gradul suprapunerii lor si nivelului relativ de zgomot

In fond scopul consti in evaluarea sigurantei metodei model de separare matematici a
picurilor si intervalelor ei admisibile de implementare in practica.

Testarea metodelor de prelucrare a datelor pe cromatograme reale este dificila, deoarece
in practica nu se pot obtine cromatograme cu valori ale ariei picurilor, rezolutiei s1 nivelului
zgomotului, fixate precis. Pe de altd parte, aplicarea uneia si aceleiasi functii matematice la
modelarea cromatogramelor de test si prelucrarea lor ulterioara este incorecti: In cazul dat,
conditiile de functionare a algoritmilor si rezultatele ajustarii vor fi imbunatatite artificial,
deoarece intotdeauna forma picurilor reale diferd de cea teoretica. Pentru evitarea acestor
factori negativi noi am modelat cromatogramele test cu parametrii necesari din picurile
cromatografice reale, obtinute la analiza solutiilor de substante pure. Rezolutia picurilor a fost
stabilita 1n intervalul de la 1,0 (incd acceptabilda de prelucrat cu metode clasice) pana la 0,4
(convolutia a doud picuri in unul singur). S-au folosit picuri forma carora intr-0 oarecare
masurd diferd de cea teoreticd; perechile de picuri suprapuse au fost luate cu inaltimile egale
care se deosebeau de 10 ori; de asemenea s-a adaugat zgomot aleatoriu, intensitatea medie a
caruia constituie circa 10% din indltimea picului.

Bineinteles, evaluarea maximum obiectiva a sigurantei metodelor model matematice de
prelucrare a cromatogramelor si aplicarea lor efectivd poate fi obtinuta doar intr-un proces
indelungat de utilizare a lor, la solutionarea celor mai diverse sarcini aplicative. Insa chiar si
acum, pe baza testelor efectuate i succintei experiente practice, putem expune unele concluzii
preliminare:

— Separarea matematicd de model a picurilor poate da rezultate satisfacatoare la
suprapunerea puternica a lor (Rs = 0,4-0,5 pentru picuri cu inaltimile aproape egale), pe
cand separarea lor prin metode clasice este imposibild. De asemenea, s-au obtinut
rezultate mai bune la suprapunerea moderatd (Rs = 0,7-1,0). Totodata, la rezolutia



picurilor, ce e suficient de a fi prelucrata prin metode clasice, aplicarea metodelor model
poate da rezultate mai rele, in deosebi cand forma picurilor este puternic alterata.

— Metodele model dau rezultate mai bune pentru cromatogramele supraincarcate de
zgomot, chiar si in cazul separarii complete a picurilor. Fenomenul se manifesta prin
faptul, ca modelul algebric mediatizeaza zgomotul pe intregul sector de cromatograma
examinat, nu altereaza forma semnalului util si, In atare mod, fiind filtru ideal de zgomot.

— Precizia ajustdrii se imbundtateste suficient, dacd sunt cunoscute si fixate valorile
parametrilor ce redau forma macar la unul din picurile suprapuse; cand se cunoaste forma
tuturor picurilor, dupa esenta si precizia de ajustare metoda se apropie de aproximarea cu
functia aparat. Parametrii formei picurilor, ca si functia aparat, pot fi determinati din
cromatogramele solutiilor de substante pure.

— In caz ca inaltimile picurilor suprapuse difera suficient, valoarea ariei picurilor minore se
determind cu mare eroare care este imposibil de prognosticat, reiesind din valoarea
rezolutiei picurilor. Am depistat o corelatie cu mult mai strdnsd dintre precizia
determinarii ariei si valoarea criteriului de suprapunere partiala (FO), descris in literatura
de specialitate [0]. In studiul farmacocinetic obtinerea unei erori relative admisibile (sub
10-15%) a analizei cantitative poate conta pe valoarea FO a picurilor analitice cel putin
0,80-0,85, iar cand parametrii formei picurilor se cunosc — la valori ale FO cel putin 0,70-
0,75. In ultimul caz prelucrarea cromatogramelor fird aplicarea metodelor matematice de
regula este imposibila.

— Valorile devierii standard pentru datele experimentale, minimizate la ajustarea modelului
matematic, nu coreleaza cu eroarea determindrii ariei, dar, fiind calculate pentru picuri
individuale, ele oglindesc nivelul de adecvare al modelului algebric ales.

— In plus, metoda model de separare a picurilor am testat-o in practica dupa repetabilitatea
rezultatelor cantitative pe exemplu dozarii helidoninei (tabelul 2, fig. 4).

Tabelul 2.

Evaluarea repetabilitatii rezultatelor dozarii helidoninei in formele farmaceutice din
iarba de rostopasca cu utilizarea modelului Gauss exponential modificat la separarea
picurilor suprapuse.

Proba Valoarea FO S-a depistat:

analizata piculuide  I'v/aj0area medie | Repetabilitatea Nota

helidonina conc., mg/ml (CV, %)

Tincturd de 0,76 0,063 10,6

rostopasca
Suc de

rostopasca, 0,82 0,024 8,8
proba 1
Suc de

rostopasca, 0,86 0,021 6,6
proba 2
Suc de 0,76 0,019 15,3

rostopasci Valorile parametrilor ce
proba 3 ’ 0,73 0,021 4,8 determind forma picului

helidoninei sunt fixate




3.5. Aplicatiile functiilor model in
cromatografie

Una din directiile aplicative de modelare
matematicad a picurilor cromatografice, pentru care
in fond si s-au elaborat aceste metode, a fost deja
amintita — separarea picurilor suprapuse ce permite
majorarea suficienta a selectivitatii analizei
cromatografice fard a mari timpul efectudrii ei si
cheltuielile suplimentare la optimizarea realizarii
de aparat. Acest mod de optimizare a selectivitatii
pare destul de ademenitor, insd consideram (si
suntem de acord cu alti autori [0, 0]) ca trebuie
aplicat cu mare atentie si doar in cazurile, cand
separarea fizicd a componentilor intr-adevar nu se

0 1 2 3 4  reuseste. Pe de altd parte, respectiva metoda

T, min trebuie sa se afle in arsenalul cromatografistului ca

una de rezerva la prelucrarea cromatogramelor

Fig. 4. Cromatograma sucului din iarba  complicate cu picuri addugatoare, fenomen intélnit

de rostopasca: periodic 1n practica analizei farmacocinetice.

1 —helidonina; 2 — coptizina. Probele de material biologic reprezinti obiecte cu

componenta calitativd ireproductibild si, oricat de

inaltd ar fi selectivitatea fizica al sistemului cromatografic, se vor gasi probe ce contin

suplimentar componenti interferenti cu cei analitici. De obicei in studiile de bioechivalentd

astfel de probe se rebuteaza, pe cand la efectuarea monitoring-ului terapeutic medicamentos
aceasta ar insemna imposibilitatea formularii unei concluzii referitoare la pacientul anumit.

Separarea picurilor este posibild atat cu valori apropiate ale timpilor de retentie (Fig.5a),
cat si cu aceeasi timpi de retentie, dar cu latimile diferite (Fig.5b); in ultimul caz este
imposibila corectitudinea marcarii automate a cromatogramelor — in loc de doud picuri
interferente se detecteaza unul, dar la ajustarea modelului matematic se depisteaza clar
neconcordanta lui dupd forma cu picurile experimentale. Ultima circumstanta permite usor de
a afla “artefactele” (componenti retinuti puternic din probele precedente), depistarea cdrora cu
alte metode fiind dificild, dacd ele coincid intamplator cu picurile analitice dupa timpii de
retentie.

——— cromatograma initiala
1-ul pic

\ - al 2-lea pic

\" | —— suma picurilor

Fig. 5. Separarea matematica a doud picuri suprapuse: a — latimile egale, cu valori
apropiate a timpului de retentie; b — cu timpul de retentie identic, avand latimile
diferite; c—separarea “picului - calaret”.



O alta aplicare a functiilor model poate fi la prelucrarea picurilor — céldreti (Fig.5c).
Acest procedeu demonstreaza rezultate sigure, dar se cheltui mai mult timp decat la
remarcarea picului analitic cu ajutorul derivatei a doua [0]. Asa-dar el trebuie recomandat
doar 1n cazurile cand asezarea picului analitic pe “coadd” se combind cu interferenta lui cu
alte picuri cu latimi comensurabile.

Modelele matematice au capacitatea de a evidentia efectiv. semnalul util din
cromatogramele supraincércate de zgomot si permite aplicarea lor la detectarea concentratiilor
sensibilitatea datd se determina doar de nivelul relativ de zgomot si nu de semnalele
interferente (Fig.6). La drept vorbind, astfel de situatii se intdlnesc rar in studiul
farmacocinetic.

Determinarea erorii de aproximare a
picurilor individuale cu functii matematice
permite studierea influentei diferitor factori ce
altereaza forma picurilor experimentale — de
exemplu, aprecierea gradului de uzura a
coloanelor cromatografice. De altfel, criteriul
evaluarii cantitative a gradului de uzurd a
coloanei va trebui elaborat pe viitor.
Deocamdata putem constata, ca uzura coloanei
influenteazd  diferit la forma picurilor
compusilor din diverse grupe chimice. Practic,
Fig. 6. Restabilirea picului  din aceasta inseamnd ca in timpul lucrului coloana
cromatograma supraincarcata de zgomot poate deveni complet inutild pentru unele
(raportul semnal /zgomot = 2,0). metode analitice concrete, dar poate fi

prelungita aplicarea ei cu succes la solutionarea

altor sarcini.

Multi cromatografisti creeaza baze de date pentru pastrarea cromatogramelor proprii,
avand ca scop utilizarea lor ulterioara la elaborarea unor metode analitice noi. Implementarea
metodelor model matematice va permite micsorarea suficientd a volumului bazei de date,
fiind pastrate nu masivele initiale, ci parametrii functiilor de aproximare. Totodata,
cromatogramele amestecurilor multicomponente se modeleaza usor din functiile picurilor
individuale.

In fine, incd un punct — posibil, cel mai important - de aplicare a algoritmilor descrisi mai
sus trebuie sd devind metodele model de optimizare a selectivitdtii fizice a sistemului
cromatografic la care ne vom referi mai detailat in alte lucrari.

Concluzii

1. Au fost studiate unele metode matematice utilizate la separarea picurilor cromatografice
partial suprapuse.

2. S-au propus unele recomandari pentru optimizarea algoritmilor corespunzatori de calcul.

3. Am selectat douda modele algebrice — cele mai adecvate la descrierea picurilor
cromatografice reale: Gauss exponential modificat (EMG) si Asimetric bisigmoidal.
Experimental s-a depistat ca modelul EMG descrie adecvat forma picurilor reale obtinute
pe fazele inverse C-18 si Phenyl, pe faza amina in regim de fazd normala si schimb de
anioni $i pe faza cian. Modelul Asimetric bisigmoidal se potriveste pentru faza inversa C-
8 si descrie satisfacdtor picurile obtinute pe faza C-6 si Phenyl.

4. S-a efectuat evaluarea erorilor analizei cantitative a cromatogramelor la utilizarea
modelelor algebrice si de aparat concomitent expunindu-se directiile de aplicare a
functiilor model in cromatografie.



Bibliografie
. Casian A., Casian 1., Valica V. Contributii la optimizarea algoritmilor de prelucrare a
informatiei cromatografice. Revista Farmaceutica a Moldovei. 2005, nr. 3, p. 29-38.

. Kocapes E. JI., Mypanos K. O. XpomaTorpadusi cBepXBbICOKOTO pa3perieHus. [Ipubops! u
texHuka sxcnepumenTa. 2001, Ne 4, C. 74-79.

. ApanoBuu I'. JI., Apunmreiin A. 3., XKyxoBuukuii A. A., u np. MnaTepnperanus
NEePEeKPBIBAIONINXCS XpoMaTorpaduyecknx MUKOB. 3aBozckas jadoparopus. 1983, 1. 49,
Ne 11, C. 29-31.

. Ceperuna H. U., Cononuenko I'. H. Koppekuus ucka)keHUi XpoMaTorpaMm U pa3ieieHue
NEepeKPBIBAIONINXCS XpomaTorpaduyeckux nmukoB. XKypH. aHanmuT. xumuu. 1995, 1. 50, Ne
2, C. 187-189.

. @arkynunoBa III.P., Cononmuenko I'.H. Ilpumenenue uudpoBbIX Mojenel pearbHBIX
XpOMAaTOrpaMM ISl OLIEHKM MOTPEIIHOCTH PE3YJbTaTOB XMMHUYECKOro aHanusa. JKypH.
aHaimut. xumud. 1998, 1. 53, Ne 11, C. 1158-1165.

. Pomanenko C. B., Crtpombepr A. I'. Knaccudukamuss maTemMaTHuecKux Mojemneit
AQHAINTUYECKUX cUTHAIOB B (opMe nukoB. JKypH. ananut. xumuu. 2000, 1. 55, Ne 11,
C.1144-1148.

. OukoB B. Mathcad PLUS 6.0 qns cryaentoB u mxenepoB. M.: KommneroteplIpece, 1996, c.
134.

. Cxynmakepc I1. OnTuMuzanus ceneKTUBHOCTH B XpoMaTorpadwuu. [lep. ¢ anria.— M.: Mup,
1989, C. 154.

. Papas A. N., Delaney M. F. Evaluation of chromatographic integrators and data systems.
Analytical Chemistry. 1987, v. 59, no. 1, p. 55A-59A.



