
27

№ 4' 2005

Ю.А. Каламбет —

генеральный директор

ЗАО «Амперсенд»,

канд. физ.-мат. наук

Ю.П. Козьмин —

ЗАО «Амперсенд»

С.А. Мальцев —

ЗАО «Амперсенд»

КАК ПОЛУЧИТЬ
ПРАВИЛЬНЫЙ СПЕКТР
ХРОМАТОГРАФИЧЕСКОГО

ПИКА

АВТОРЫ

В статье предложен метод

вычисления спектра

хроматографического пика

по «наилучшей локальной

чистоте»

П. 3 Верстка 18.02 Сверка 04.02 Правка сверки 11.03 Контр.читка 00.00

Введение

В последние годы в высокоэф-
фективной жидкостной хромато-
графии (ВЭЖХ) все более широ-
кое применение находят много-
волновые спектрометрические де-
текторы [1]. Чаще всего это детек-
торы с фотодиодной матрицей.
Эти детекторы позволяют, кроме
обычных хроматографических
данных, определять спектры по-
глощения веществ.

Такая информация представляет
значительный интерес, в частно-
сти, для идентификации компо-
нентов путем сравнения с эталон-
ными спектрами веществ. Однако
ряд факторов: шумы, ошибки вы-
числения базовой линии, выход за
пределы линейного диапазона де-
тектора и прочие — могут сущест-
венно искажать спектральную ин-
формацию. Применение специ-
альных метаматематических мето-
дов обработки [2] позволяет в зна-
чительной мере устранить влия-
ние этих негативных факторов.
Но при этом к методам вычисле-
ния спектров предъявляются весь-
ма жесткие требования, так как
они должны быть устойчивы к пе-
речисленным выше искажениям
и обладать хорошей воспроизво-
димостью от анализа к анализу —
только в этом случае получаемые
результаты будут достаточно на-
дежны и однозначны для приме-
нения их на практике.

В настоящей работе рассматри-
вается метод вычисления спектра
по «наилучшей локальной чистоте»
(далее — НЛЧ), реализованный в
программе «МультиХром», и про-

водится сравнительный анализ
с другими известными методами.

Теория

На сегодняшний день наиболее
употребительными являются сле-
дующие методы вычисления
спектров: спектр в вершине пика,
средний спектр пика, спектры на
переднем и заднем склонах пика.

Чтобы пояснить способ вычис-
ления спектров по НЛЧ введем
необходимые определения.

Для сравнения спектров друг с
другом в [3] было предложено ис-
пользовать понятия угла в N-мер-
ном пространстве, где N — число
значений длины волны, на которых
производятся измерения. Каждый
спектр в этом случае представляет-
ся как N-мерный вектор, компо-
нентами которого являются откли-
ки детектора на N длинах волн.

Если имеются два спектра с
компонентами iP  и iQ , то коси-
нус угла j между ними вычисля-
ется следующим образом:
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где суммирования производятся
по всем длинам волн.

Если сравниваются спектры, по-
лученные в результате разных ана-
лизов, то применяется специаль-
ная процедура нормировки, позво-
ляющая минимизировать влияние
погрешностей измерения [3].

Поясним данное определение на
простом примере, когда измерения
производятся всего на двух длинах
волн, т.е. рассмотрим два спектра
с компонентами 1P , 2P  и 1Q , 2Q .
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Рис. 1. Графическое изображение
двух спектров с компонентами

1P , 2P  и 1Q , 2Q .

Представим эти спектры графи-
чески в системе координат (рис. 1),
где по горизонтальной оси откла-
дываются величины отклика на од-
ной длине волны, а по вертикаль-
ной оси — на другой. В этом слу-
чае спектры будут представлены
в виде векторов P  и Q , угол ме-
жду которыми, по определению,
и есть угол между спектрами.

Далее введем меру «локальной
чистоты» пика. «Локальная чис-
тота» в точке пика определяется
наибольшим из двух углов между
спектром в данной точке и спек-
трами в двух ближайших (по вре-
мени) соседних точках.

Для однородного пика должен
выполняться закон Ламберта-Бера.
То есть спектры, измеренные
в разных точках должны быть про-
порциональны друг другу и, соот-
ветственно, угол между спектрами
должен быть равен нулю. В реаль-
ных условиях угол несколько боль-
ше нуля, поскольку всегда есть по-
грешности измерений, возможны
нелинейные эффекты и наличие
примесей. Однако чем ближе угол
к нулю, тем лучше выполняется
закон Ламберта-Бера. Поэтому мы
говорим, что «локальная чистота»
в точке пика тем выше, чем мень-
ше угол между спектром в данной
точке и спектрами, измеренными
в ближайших по времени точках.

Спектр НЛЧ пика есть спектр,
измеренный в точке, где угол ме-
жду соседними спектрами в пре-
делах пика оказывается наимень-
шим. Такой спектр обладает ря-
дом полезных свойств.

Во-первых, он достаточно устой-
чив к влиянию нелинейности от-

клика детектора, которая может
появляется в области больших зна-
чений поглощения света. Нели-
нейность приводит к нарушению
закона Ламберта-Бера, поэтому
процедура вычисления спектра
НЛЧ «проигнорирует» область, где
сигнал вышел за пределы линей-
ного диапазона, и вычислит спектр
не в вершине, а в некоторой точке
на склоне пика.

Во-вторых, этот метод оказыва-
ется устойчив и к наличию при-
месей, поскольку примесь тоже
нарушает закон Ламберта-Бера и
процедура вычисления найдет
место в пике, где примеси еще
нет или она минимальна.

Исследуем, что такой метод мо-
жет дать на практике, и проведем
сравнение с другими методами.

Эксперимент

Для сравнения мы взяли на-
бор хроматограмм, полученных
с помощью детектора на
фотодиодной матрице. Измере-
ния проводились по 87 каналам
ультрафиолетового диапазона от
220 до 392 нм (с шагом 2 нм).
В качестве исследуемого веще-
ства был взят этомидат. Было
проведено 11 анализов с разной
концентрацией. Для приготов-
ления пробы вещество в коли-
чествах от 0,01 до 50 мкг разво-
дилось в одинаковых объемах
растворителя. Типичная хрома-
тограмма представлена на рис. 2.
На рис. 3 изображен график
изменения угла между соседни-
ми спектрами, соответствующий
этой хроматограмме.

Рис. 3. Изменение угла между соседними спектрами хроматограммы,
представленной на рис. 2.

Рис. 2. Типичная хроматограмма раствора этомидата, полученная с помощью
детектора на фотодиодной матрице.
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Рис. 5. График зависимости угла между эталонным и анализируемым
спектрами от концентрации раствора этомидата.

— средний спектр (интеграль-
ный отклик по всему пику для
каждой длины волны);

— спектр в вершине пика;
— спектр в точке НЛЧ, полу-

ченный описанным выше мето-
дом.

На основе полученных данных
был построен график зависимо-
сти угла между эталонным и ана-
лизируемым спектрами от кон-
центрации (рис. 5).

Легко заметить, что при малых
концентрациях наихудшей вос-

Рис. 4. Изображение эталонного
спектра.

Спектр исследуемого вещества,
полученный при разведении 5 мг
вещества, когда еще не наблюда-
ется никаких нелинейных эффек-
тов, но сами спектры хорошо вы-
ражены и шумы вносят наимень-
шие искажения, был принят в ка-
честве эталонного (рис. 4).

Эталонный спектр сравнивался
со спектрами, полученными во
всех прочих анализах. При этом
для вычисления спектров исполь-
зовалось 3 метода (сравнивались
спектры, вычисленные одним и
тем же методом):
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производимостью обладает метод
вычисления среднего спектра пи-
ка. Сильное влияние на него ока-
зывают шумы и ошибки опреде-
ления базовой линии. Это влия-
ние наблюдается вплоть до опти-
мальной концентрации, при ко-
торой вычислялся эталонный
спектр. При дальнейшем повы-
шении концентрации начинает
оказывать сильное влияние выход
за пределы линейного диапазона
и угол растет.

Результаты с использованием
метода вычисления спектра в
вершине пика значительно лучше
в области малых концентраций.
Однако спектр оказывается еще
более искаженным, как только
мы достигаем концентраций, ко-
торые выводят детектор за преде-
лы линейного диапазона.

Что касается метода вычислен-
ия спектра по НЛЧ, то, как вид-
но из графиков, даже при малых

концентрациях его результаты
оказываются наилучшими, хотя
метод вычисления спектра в вер-
шине пика уступает незначитель-
но. Однако в области нелинейно-
сти сигнала метод показал непре-
взойденные результаты — он
просто «не чувствует», что такие
искажения есть.

Заключение

Результаты вычисления спектра
с помощью метода НЛЧ  оказа-
лись самые надежные во всем
диапазоне концентраций.

Основным недостатком данно-
го метода является то, что теряет-
ся информация об абсолютной
величине сигнала, поскольку
спектр может быть взят фактиче-
ски в любой точке пика. Соответ-
ственно, метод нельзя применять
для количественного анализа, т.е.
для расчета концентрации. Для
проведения количественных рас-

четов необходимо использовать
другие методы: средний спектр
пика или спектр в вершине пика.

Эту проблему, по крайней мере
частично, можно решить путем
введения нормировочных коэф-
фициентов. При вычислении
спектра по НЛЧ одновременно
можно вычислять средний спектр
и спектр в вершине пика и про-
водить соответствующую градуи-
ровку полученного спектра.
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