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ANACROM - PROGRAMA

COMPUTACIONAL PARA A ANALISE DE CROMATOGRAMAS

RESUMO
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1 - INTRODUÇÃO

Na rotina dos laboratórios modernos desenvolveni-ea constantemente experimentos que incluem
a purificação, seperaçio ou fradonamento dt substâncias. Com muita freqüência esse objetivo 4
alcançado com processos que giram um cromatograma- Nesses casos provavelmente h i necessidade do
conhecimento da área relativa de cada pico, sua real posicio, largura á meia altura (FWHM) e a
capacidade de resolucio do sistema cromatográfico para discriminar cada composta Essas informações
tomam-se de difícil obtenção quando os picos cromatográficos se mostram parcialmente sobrepostos.

0 sistema ANACROM, aqui proposto, é um programa computacional, desenvolvido com o
objetivo precfpuo de auxiliar a análise dt cromatogramas. Sua estrutura efetua opcionalmente a pesquise
automática inicial dos perímetros dt cada pico e a partir dessas estimativas evolui para o cálculo
iterativo mais exato dos parâmetros.

A pesquisa automática está baseade no conceito da variação do sinal da derivada primeira,
calculada de acordo com o método dt SAVITZKY e G O L A Y ( 1 Í ) . Os pseudo picos eventuais slo
eliminados pelo critério do teste 't ' de STUDENT. Antes da execuçio do ajuste, o ruído de fundo do
cromatograma (valor admitido como sendo constante) é subtraído dos dados experimentais.

n
A função analítica ajustada ao cromatograma tem a forma geral y = I G( (x) onde x é um

número representativo da amostragem tubo, submúltiplo do volume, etc . G (x) é uma funçio Gaussiana
simples ou modificada á esquerda ou i direita por um termo exponencial e n é o número de picos
parcialmente sobrepostos.

0 ajuste de dados uti l iza o método dos mínimos quadrados n i o linear da
MARQUARDT-BEVINGTON<2>.

0 sistema oferece ao usuário três gráficos: a) valores experimentais e preditos versus o número
da observação (x), b) resíduos versus o número de observação e c) gráfico probebilfttico dos resíduos.
Esses três gráficos tem a finalidade de fornecer recursos para a avaliação qualitativa do ajuste.

0 sistema ANACROM diferencie-se dt outros programas'1'6'11( semelhantes, todos reelizados
no campo da análise de espectros gema, nos seguintes pontos:

- incluslò do modelo Gaussian* modificada i direita por um termo exponencial. Este

C) CPO-Ar« de PMquüN
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modelo mosiiuu-se necessário para cromatogramas sendo inexistente em programas
desenvolvidos para análise de espectios gama.

— indusio de informações estatísticas sobre o processo de ajuste por mínimos quadrados
nao linear com a impressio de quadro contendo a soma de quadrados e quadradas médios
devido ao modelo escolhido e resíduos.

- indusio do gráfico dos resíduos e gráfico probatllístico (probito contra resMuo) que sio
elementos importantes na análise do resultado do processo de ajusta.

- reunião de três modelos (gsussiana simples e gaussiana modificada è esquerda e i direita)
num mesmo programa.

— possibilidade de execucio em separado de cada uma das seguintes ações: pesquisa de
picos, ajuste de picos, pesquisa e «juste de picos, gráfico do cromatograma.

0 exame do gráfico dos resíduos permite a avaliação da uniformidade da varüncia
(homocedasticidade). A não constância da variáncia (heterocedasticidade) pode indicar a inadequacidade
do modelo ou a necessidade do emprego de ajuste ponderado14'. O gráfico dos resíduos leva ainda a
identificação de observações que pelo valor discrepant» do resíduo devem receber atenção especial. A
inspeção do gráfico probabilístico permite verificar se os resíduos têm ou não distribuição normal.

2 - PESQUISA DE PICOS E CALCULO DO RUÍDO DE FUNDO

2.1 - Determinação do Ruído de Fundo

0 ruído de fundo (BG) é suposto constants para todo o cromatograma, sendo calculado pela
expressão:

BG = I y, / P (1)

1=1 '

com

ymin < y( < ymin • 2 y y m l n

onde ymin é o menor valor observado do cromatograma.

0 cáiojlo do ruído de fundo é opcional. Quando nao for determinado paio programa, o usuário
deve fornecer o seu valor.

2.2 - Localização dos Picos.

Após a correção do ruído de fundo é inicializado o processo da procura de picos por meio da
veriaçfo do sinal (positivo, negativo, positivo) da derivada primeira calculada em cada ponto do
cromatograma'1'4'. Para o cálculo da derivada primeira é empregado o método da SAVITZKY a
GOLAY' 1 2 ' . É usada uma função polinomial da convokiçfo a, para cada grupo de 2 m + 1 pontos, (m
inteiro a par), o polinômio toma o valor do ponto central.

No trabalho de SAVITZKY a GOLAY constate-se que o cálculo da derivada primeira am cada
ponto é dado por:



e - 1 / N Z k y, (2)

kr
 s r-eeimo elemento do conjunto de 2m • 1 número* inteiro* cutee

de m e do grau do polinomio da convotucfo uaado.

N - fator de normalização.

No programa ANACPOM 4 usada a convoluçab de cinco ponto* ( m « 2 | attocJeda ao polinomio
da segunde ordem ( n s 2 ) correspondendo ao conjunto k os seguintes valores: - 2 , - 1 , 0, 1. 2. É
coniideiado como início do pico o ponto central do grupo de cmco pontos onde o sinal da derivada
primeira passa de nega tino pare positivo. O último ponto do pico corresponds ao ponto centrai do grupo
onde o sinal da derivada primeira passa novamente de negativo para positivo.

2.3 - T e m da Signrfklncia

Para a eliminação o* picos nao significativos é empregado o método descrito por BARNES111,
que consiste em «mar o vetor da 0 .

D ' «me» " 'ml * W

usando-sa o teste de STUDENT com

t = D/t (4)

onde s é o erro pedrao da D.

Da* equaçOe* (2) a (3) segue que:

Í I ^ y , ) ^ ] (6)

Numa primeira aproximaçfo, supfie-s* que os valores observado* (yr) satisfaçam a distribuição
de POISSON. Embora aasa hipótese stja desprovida de maior fundamentacio teorice, permita dispor da
um critério aproximativo capaz da eliminar do processo ume fração apreciável de picos espúrio*. Com
aasa hipótese, a varitncia em cada ponto é igual a:

a o erro padrfo s da D 4 dado por:

m
(8)



BARNES111.
(4) Mparo o ei ftico *4* para ojua o pico

3 — INFORMAÇÕES SOBRE O PROCESSO DE AJUSTE
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«r = <«i - •» »p)

• procura-te minimizar a expresslo:

Q = I [ y , - F<x,, a ) ] 1 w, (12)

tendo:

V, - valor correspondente à i-étima observaçXo

w. - peso correspondente è observação V|

m — número de pontos do intervalo de ajuste

Usondo-se a fórmula de TAYLOR, a expressio (11) pode ser reascrita numa vizinhança da
estimativa &' = (a'-., a '% , . . . , a' ( do vetor 4:

y. = F(x,.a') + £ P [3 F(xi( a) / 3 «k \.^

desprezando-se os termos superiores a primeira ordem.

Substituindo-se (13) em Í12) a expressfo Q se torna linear em relaçio aos termos A a k de
correçlo da estimativa inicial a,'.

A expresslo (12), assim linearizada, pode ser minimizada, rtsolvendo-se o sistema de equaçOes
normais:

3 Q / d A a k - 0 ( k - 1 , 2 p) (14)

com relt:lo às variáveis á ak.

Ü sistema de equaçOes lineares posto sob a forma matricial é:

[ A ] 4 * 1 (16)

com os seguintM elementos genéricos:



A partir do vetor £', estimativa inicial do vetor a_ dos valores dos parimetros das gaussianas, é
resolvido o sister» de equacões(15), obtendo-se como soluçio o vetor de correção a " ' , onde o índice
superior indica o número da iteração. 0 vetor L<1' = [A]" 1 B é somado ao vetor a.' e calculado um novo
vetor de estimativas £' = 1 ' + A 1 " e assim sucessivamente.

O processo iterativo é interrompido quando

- a solução nao converge, sendo essa condicio detetada pelo contínuo crescimento do valor
de Q apôs um certo número de sucessivas iterações.

- o valor de Q de uma iteraçlo para a seguinte sofre diminuição fracional menor ou igual a
0.1% (condicio pré-definida) ou alternativamente uma certa fraçio estabelecida pelo
usuária A solução pode ainda ser convergente mas nào atingir a precisão da variação
fracional estipulada. Nesse caso o processo é também interrompido após ser atingido um
número pré-fíxado de iterações.

- a soluçio apresenta um valor negativo em qualquer dos parimetros das gaussianas.

Para acelerar o processo de convergência é usado o método de MARQUARDT*10 ' como
utilizado por BEVINGTON<2>. Os elementos da diagonal principal da matriz [ A ] tao multiplicados pelo
fator {1 + X) e o sistema de equações! 15) fica:

([A] + MU) à " I (17)

onde [ I ] é a matriz identidade.

O coeficiente X faz uma interpolaçlo entre dois extremos: o método de GAUSS-NEWTON (X »
0) e o método do gradiente (X-»») . Para valores pequenos de X(X-»O), o sistema de equações(17) tende
para o sistema de equaçfies(IB) cuja soluçio é:

Para valores grandes de X (X -»• • ) , o sistema (17) degenera em p relações do tipo

A§j = B, / (XA(J> - - 1 / ( 2 X A,,) 8 0 / a a ,

que slo incrementos na díreçlo do gradiente de Q.

No início do processo X toma o valor de 0.001. Se durante o ajuste for verificado que o valor
da Q sofre um aumento em relaçlo ao valor da iteração precedente, multiplica-se X por 10 e recalcule-te
o vetor A das correções. O processo é repetido até que O diminua de valor ou seja atingido um
determinado número de vezes tem ocorrer a diminuiçio. Nesse Cltimo cato, o processo é interrompido,
devendo o usuário modificar os valores das estimativas iniciais.



No cato da Q «ofrer urn decréscimo, o valor de X e dividido por 10 • inicia-se a iteraefo
seguinte.

3.4 - Estimativa Inicial dos Parâmetros de Ajuste

Como estimativa da altura de cada pico (parâmetro a,), admita-se o maior valor observado
depois de subtraído o ruído de fundo. A posição do ponto correspondente ao maior valoi observado é
considerado como estimativa do centro da gaussiana (parftmetro a,+.j). A estimativa do parâmetro a | f j 4
feita pela expressão:

a. + 2 = 4Ln(2) /<L J 4 ) 2

sendo a largura a meia altura (L1/4) determinada pala diferença entre o número da observaçfb
onde s derivada primeira á mínima e o número da observação onde a derivada primeira e máxirras.

U = (x), - Ixln min 'max

O parâmetro a | + 3 que define a posição do termo axponencial com relação ao centro da
gaussiana é estimado como uma fraçffo do vaior da larqura è meia altura. Desde que nlo haja re-dafiniçio
pelo usuário, admite-se o valor de 0.25 da largura 1 meia altura como estimativa inicial.

3.5 - Calculo das Areas

Para a gaussiana simples a área de cada pico i dada pela expressão:

Area = a, V ff/«|+2

com o erro padrfo

Para a gaussiana modificada, o cálculo da área de cada pico é feito numericamente por melo da
expressão:

Area = £ 6 M U + k)

k = - -

onde

xe - centro da gaussiana

GM - expressfo da gaussiana modificada

O erro padrfo da área é dado pela expressão:

i l
a A | - [ I



Xt - Análise Estatística

O trro padrlo assintótico de cada parâmetro a. da gauniana é dado por:

onde

x ' , 0 ~ * ° qui-quadrado reduzido referent» i última iteraçio.

glr - graus de liberdade do resíduo, igual ao número de pontos do intervalo de ajuste
menos o número de parâmetros do modelo empregado.

A (. - i-ésimo elemento da diagonal principal da matriz [ A ]

e.. — i-ésimo elemento da diagonal principal da matriz | o ] " ' , sendo o eleiiento audefini-
do por:

1 + X para j = k

para j # k

Após o ajuste de cada conjunto de picos sobrepostos 6 impresso um quadro contendo
informações estatísticas referentes à soma de quadrados e quadrados médios do modelo ajustado,
resíduo, total corrigido e total nio corrigido.

A seguir sfo impressos os valores estimados dos parâmetros com os seus erros padrões
assintóticos. Logo após seguem de forma destacada, informações sobre o centro do pico, a área, a largura
a meia-altura, a razfo:

R = Largura è meia altura/Centro da gaussiana (FWHM/CENTRO).

e os erros padrões assintóticos correspondentes.

A homocedasticidade dos resíduos é verificada pelo gráfico RESÍDUO x NÚMERO DA OBS.. 0
gráfico probabilfstico permite verificar se os resíduos têm distribuição normal.

Na impressio dos gráficos, os símbolos X, + e • significam respectivamente: valor observado,
valor calculado e valores coincidentes.

4 - DESCRIÇÃO DOS VALORES PPRÉ-DEFINIDOS E DADOS DE ENTRADA

4.1-Valores Pre-detinidoi

O programa toma automaticamente as seguinte» pré-definições:

a) Modelo: gauniana simples.
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b) Pesquisa dt picos seguida do processo da ajuste.

c) Ruído de fundo calculado pelo programa (ver item 2.1).

d) Variável TESTE igual a zero. O processo de ajuste é interrompido quando qualquer
perímetro do modelo for menor ou igual ao valor de TESTE, sendo neste caio impresso
mensagem para modificação das estimativas iniciais ou valor da variável TESTE.

e) Lista de parâmetros: para os parâmetros definidos no comando NAMELIST o programa
toma os valores iniciados na tabela seguinte:

IV.1

Parâmetros Pré-definidos no Programa e seus Significados. Estes valores podem ter
Alterados pelo Usuário de Acordo com suai Conveniências

I

SSSSSSXX

.J VALOS J SluNIflCADO

f lAXOA I 0 - 3 0 1

íãACJN

Kf i .50

?£X?

ilk i

;vc

20

0.01

0

0.2a

Paracetro ie controle ao processo iterative

Numero aáxino ae iterações
•>

<%
Fracào para teste de convergência

Processo ae ajuste nao ponaerado (peso*1)

Frac^ao aa largura *a 1/2 altura correspondente
a pasicào JO teroo expoaencial.

Valor aínuo pecsitido para a estiiativa da
lac?ura*a 1/2 altu.a.

Xapcime valores ooservaàos,preditos • resíduos

4,2 - Oedot da Entrada

4.2.1 -Cartão Título - ai colunas de 1 a 72 sio utilizadas para um título identificando os dados do
cromatograma. Esse cartfo á obrigatório.

4>2>2 ~ Modlficaçow das PnVDefínicoafw

Quando deseja-se modificar qualquer pnJ-definiçfo do programa, deve-se codificar logo apôs o
cartfo título, um ou mais certoas contando cada um delas uma das saguintM palavra* (ou apenas as
quatro primeiras letras):
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MODELO

AJUSTE

PESQUISA

TESTE

PARÂMETROS

RUÍDO

GRAFICO

nas colunas de 1 a 72 e em qualquar ordam.

1 2 . 2 . 1 - M O D E L O

Implica na substituição do modelo dascrito por gaussiana simplts, para geussiana modificada por
um termo exponential. No cartio imediatamente seguinte daverá estar codificado (colunas da 1 a 72):

GME para gaussiana modificada i esquerda.

GMD para gaussiana modificada i direita.

42.2.2 - AJUSTE

Implica na execuçio pelo programa, apenas, do processo ajusta. O usuário daverá fornecer os
extremos do(s) intervatoU) e as estimativas iniciais correspondentes (var item 4.2.4) aos parâmetros do
modelo.

4 2.2.3 - PESOUISA

Implica na execuçio pelo programa, apenas, do processo de pesquisa de picos.

4.2.2.4 - TESTE

Permite modificar o valor da variável TESTE. No cartio imediatamente seguinte é introduzido o
novo valor para a variável, em especificaçio inteira ou real da simples precisão (formato F ou E), nas
colunas de 1 a 72.

4.2.2.6 - PARÂMETROS

Quando incluído, permita a modificaçfo da qualquar valor dafinido na lista da parâmetros (var
tabela IV.1). Nos carries imediatamente seguintes sio codificados o nome da lista (&LISTA), os
parâmetros com seus novos valores separados por vírgulas e por último o cartio indicativo do fim
(&END).

No caso da st dtsejar, por exemplo, modificar o número da iterações para 30, a estimativa da
posiclo do termo exponential para 0.60 da largura i 54 altura a suprimir a impressio dos valores
observados, preditos e resíduos, deve-se codificar após o cartio contando a palavra PARÂMETROS:

coluna 2

ALISTA
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ITMAX = 30, PEXP = 0.50,1VC = 0

«END

/ SEND

/ ITMAX-30,PEXP-0.80,IVC-

/ a LISTA

0

Para os perímetros MPESO • IVC, t io possíveis as seguintes alternativas:

MPESO : 0 Processo de ajuste nèb pondtrado.

: 0 Processo de ajuste com peso igual ao inverso do valor observado.

IVC : 0 Nio serio impressos os valores observados, preditos e resíduos.

: # 0 Serio impressos os valores observados, preditos e resíduos.

42.2.6 - RUÍDO

Quando codificado, permite introduzir o valor do ruído de fundo, que nio mais será calculado
pelo programa. No cartio imediatamente seguinte é codificado o valor do ruído de fundo, em
especificaçio inteira ou reel de simples precisio (formato F ou E), nas colunas de 1 a 72.

42.2.7 -GRAFICO

Quando codificado, o programa imprime o grafico dos dados, nio executando tanto a pesquisa
como o ajuste dos picos. Essa opçlo será usada quando o usuário apenas desejar visualizar o aspecto do
crometograma>

42.2.8 - Exemplo de Modificação das Pré-deflniçôes

No caso de se desejer, por exemplo, alterar o modelo para gaussiana modificada i direita,
permitir que os perímetros das gausslanas tomem valores negativos maiores ou iguais a - 1 x 10* e
atribuir ao ruído de fundo o valor 2 x 10*, o usuário deverá codificar:

MODELO

GMD
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TESTE

- 1.0E6

RUftX)

2.0E6

4.2.3 - Valorei Observados

Os valores observados sio codificados logo após o cartio obrigatório contendo a palavra
DADOS (colunas de 1 a 72). A codificação dos valores observados pode ser feita em especificação inteira
ou real de simples precisão (formato F ou E), separados por brancos ou vírgula, nas colunas de 1 a 72.
Assim por exemplo:

DADOS

35.2 60 7.9E+1 90.

6.5E1 59.0 47 .32E2 3.1E1

4.2.4 - Intervalo de Ajuste e Estimativas Inicieis

O usuário quando usar a opçSò AJUSTE, deve obrigatoriamente fornecer *ogo após a
codificação dos valores observados, informações sobre o(s) intervalo(s) de ajuste e estimativas dos valores
dos parâmetros do modelo. Inicialmente codificar a palavra INTERVALO ou apenas as quatro primeira»
letras nas colunas de 1 a 72. Fornecer no cartio seguinte informações sobre o intervalo de ajuste, em
especificacfo inteira ou real de simples precisão (formato F ou E), com os valores separados por brancos
ou vírgula na seguinte ordem:

a) extremo inferior do intervalo de ajuste

b) extremo superior do intervalo de ajuste

c) número de picos a serem ajustados dentro do intervalo

Para introduzir o valor das estimativas iniciais deve ser codificado no próximo cartio a palavra
ESTIMATIVA ou apenas as quatro primeiras letras nas colunas de 1 a 72. Fornecer no cartio
imediatamente seguinte o valor das estimativas, em especificação inteira ou real de simples precisão,
separados por brancos ou vírgula, nas colunas de 1 a 72 na seguinte ordem:

a) estimativa da posição central da gaussian*

b) estimativa da largura a % altura

c) estimativa da posição do termo exponential am relação ao centro (opcional)

Nos modelos GME e GMD, a omissão da estimativa da posício do termo exponential, leve o
programa a assumir como estimativa, o produto da fraçio PE XT (ver item 4.1) pala estimativa da largura
I % altura.

Para cada intervalo de ajuste, o usuário deve incluir um cartão INTERVALO seguido do cartio
contendo a indicaçlo dos extremos do intervalo e número de picos, e um cartio ESTIMATIVA seguido
do(s) cartio(oes) contendo os valores iniciais dos perímetros da gsussiant. Observe-se que o número
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máximo da pico» tobrtpottot por intervalo é de 5.

42.4.1 - Examplo

No caso da te ter, por exampJo, dois intarvalos da ajuiia com o* eapiintes dadot:

EXTHfcHO IkFtSlÚR

50

EXIBEHO SUPSB1OB

40

70

H0RBIO OC PICOS

2

1

riCG
I &SIXSATXVA DA LABSUBA

ESTIMATIVA DO CENTRO|

::::::::::»

13
25

A 1/2 ALIUBA

3
5

60

dtva-tt codificar:

INTERVALO

6 40 2

ESTIMATIVA

16 3

26 6

INTERVALO

60 70 1

ESTIMATIVA

60 4
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6 - E X E M P L O S

6.1 - Exemplo 1 - Pesquisa a Ajusta de Picos com Geusstenes Simples

6.1.1 - Deacriclo e Anilisa do Ensaio

O cromatograma analisado refere-se a Insulina-' " l marcada pelo método convencional da
Cloramina-T segundo Greenwood'8'71 e purificada usando-se Sephadex G-60<fino), coluna (50 x Icm),
equilibrada com tampão, fosfato 0.2M, pH 7.4. As frações colhidas continham 1 ml a a radioatividade
presente foi medida em detetor de Nal(TI) tipo poço.

Os dados foram submetidos ao sistema ANACROM com as seguintes opções: pesquise
automática de picos e modelo soma de gaussianas simples. A pesquisa identificou três picos sobrepostos.
As informações estatísticas relativas ao processo de ajuste dos mínimos quadrados nio linear, mostram
que a fonte de variaçio devida ao resíduo é relativamente bem menor do que a fonte de variaçio devida
ao modelo, sugerindo a adaquacidade da função ajustada. Os gráficos subsequentes (Figuras 2, 3 e 4),
confirmam e qualidade do ajuste. Apesar do número de observação ser inteiro, freqüentemente
encontra-se na abscissa valores fracionários devido ao critério da cálculo que define os limites de escala.

6.1.2-Dadosde Entrada

fcigrtPi.0 1 * P£SJlUSA Oil PICJS * AJüáZE ."
DA DO 5

42o í»51 «04

IJJ77

5 4 3 4 2 61171
38 lib 16b50 1100* d tio 7JJ1

6.1.3-Resultados

i « f 0 i B i C J t S $ 0 B R «S * P Z S j U I S i 02 ? I .' 3 S

iX£«PLJ t • PZSwUXSA 02 PIC05 • AJUSTE C0I1 SAUSi i i lAi SI.1PLE3

Nonsao iNici.0 n.i íSTí«un»A ESTIMATIVA KÍTHAIIVA
oo Pico oo PICO oo PICO oo csvrso OA AITOZA OA LAISUBA

1 5 lã 12. 71846. 4.JOOJ
2 16 30 2». «OâdOS. 4.3300
3 30 «0 33. 193655. 4.0000
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0 3 S . TAL32 0BSE3fADO TALOB CALCULADO 3ZSI903

5
ò
7
3

10
11
12
13
1«
15
16
17
Ia
19
20
21
li.
li
2<*
25
26
27
23
29
30
31
32
33
3*
39
36
37
33
39
«0

444.
Oi4.
632.

215J.
7»36.

<*4i 1 2 .
72245.
34d14.
1d512.
13377.
1J933.
13:>93.
2»i4».
24|)53.
«4634.
44345.

221215.
3*3385.
«06254.
336019.
25o114.
15*509.
«77*3.
543*2.
61171.
144326.
168055.
19*10*.
157*25.
12*303.
33126.
16850.
11002.
3296.
7901.

•*9.
•*4.
450.
518.
13*9.
12*92.
44113.
67190.
4345».
12133.
1800.
621.
1159.
4111.
15236.
«7090.
115375.
221677.
33313».
391293.
359225.
25*154.
1*7162.
73713.
52*6*.
76672.
128238.
177*30.
1923*7.
162223.
106*31.
5**00.
21790.
7009.
2016.
7*0.

5.
SO.
164.
114.
301.

-4«0Í.
-1.

5105.
-i!>42.
6379.

' 11577.
133o7.
17431.
237á3.
13»1*>.
-2*5o.

-23430.
-*o2.
IJ^SI.
14961.

-23296.
-23*5.
73»7.
1*030.
1373.

-15501.
Io038.
•9*25.
1757.

-«798.
17877.

-1627*.
-*9*0.
3993.
6280.
7161.
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5.2 - Exemplo 2 - Ajuste com Gaussianas Simples. Picos Distintos

5.2.1 - Oescríçio a Anilise do Ensaio

Os dados do cromatograma referem-se i Atoumina-131! marcada pelo método da Cloramine-T
de acordo com Bocci13-61 e imediatamente purificada em resina da troca aniònica de Ambarlite
IRA-410. Uma alíquota do ekiato foi submetida a cromatografia ascendente em papel Watmarm número
1, fita de 23 x 2.5 cm, utilizando-se metanol a 75% como solvente. Recortaram-se 40 tiras de 0.5 cm e
mensurou-se a radioatividade presente em cada uma em detetor de Nal(TI) tipo poço.

Os dados experimentais foram submetidos ao sistema ANACROM para ajuste direto (modelo
gaussianas simples), prescindindo-se de pesquisa automática de picos. Esta conduta foi adotada
exclusivamente para ilustrar esse tipo de alternativa. Os picos foram ajustados separadamente, sendo
fornecido para cada um deles o intervalo de ajuste e a estimativa do centro e da largura i meia altura. O
ajuste dos dois picos poderia ter sido simultâneo, entretanto a diferença de amplitude dos mesmos
deixaria o segundo pico desapercebido no gráfico do cromatograma. As informações do processo dos
mínimos quadrados nio linear mostram que o resíduo é relativamente pequeno face a fonte de variaçio
devida ao modelo. Entretanto a observação dos gráficos subsequentes (Figuras 5 a 7) sugere
inadequacidade do modelo escolhido. Foram omitidos os gráficos correspondentes ao primeiro ajuste por
terem sido considerados desnecessários, pois sio semelhantes aos do segundo ajuste.

5.2.2 - Dados da Entrada

EXEMPLO 2 * AJUSTE DXRST3 • GAUSSI1MAS S M P L E S * PICOS D I S T I N T O S
AJUSTE
DADOS
40 108 199 2491 16870 33469 629S6
88<td7 I6S350 283736 161330 8029 102<» 1000
1098 1340 Í502 238* 2863 4904 10117
91»0 3901 1486 370 113 87 85
82 90 69 82
INTfcEVaU)
1 14 1
ESTIMATIVAS
10 2
INTEKVALO
15 27 I
ÍSTIRATIVAS
21 3
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5.2.3 - ftowHadM

OBS. VALOS

15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
2o
27

OBSEBVADO

1093.
1340.
1502.
2384.
2863.
4904.
10117.
9190.
3901.
I486.
370.
113.
87.

TALOB CALCULADO

40.
45.

106.
553.

2368.
6215.
9607.
8699.
4619.
1454.
295.
67.
42.

I2SIDUO

1058.
1295.
1396.
1831.
495.

-U11.
510.
491.

-718.
32.
75.
46.
45.

i i r o i n c o i s S O B R Z A S ABBAS

HUN.PICO AB2A ( * ) BBB3 PADBAO ASSIII.

1 95.62506889 17.53447328
2 4.374931106 0.7820387731
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- - | i ' - » * | i — ae» j E i i i l i n n fflmtifir aitei I

5 .11 - Descrição • Análise do Ensaio

0$ dados do cromatograma deste axamplo são os masmos do «xampto anterior(5.2). Os gráficos
(valores observados versus número da observação) de ambos os picos sugaram a utilização dt uma
componente exponential à esquerda. O parâmetro TESTE teve o sau valor prf-definido alterado para
-1 x 10*(-1.0E06 am anotação FORTRAN), permitindo que o processo iterativo de ajuste fosse
interrompido quando qualquer parâmetro do modelo tomasse um valor negativo maior ou igual ao
mesma Embora um valor negativo não tenha significado físico, ele pode ocorrer eventualmente em
alguma fase do processo iterative

O modelo 'gaussiana modificada á esquerda' mostrou-se mais adequado. Verifica-se acentuada
redução da componente RESÍDUO e visível melhoria do gráfico do cromatograma, gráfico da dispersão
dos resíduos e gráfico probabilístico (Figuras 8 a 10).

5.3J - Dados da Entrada

EXtflPLO 3 * AJUSTE OIBETJ • GAUSSIA«A MODIFICADA A 23JUE3DA
JIODELO
GSE
TESTE
-1.0E5
AJUSTE
DADOS
i*0 108 199 2491 16870 33469 62956
88487 165330 285736 161330 8429 1024 1000
1098 1340 1502 2384 2863 4904 10117
9190 3901 1486 370 113 87 85
82 90 69 82
INTEITALO
1 14 1
ESTIflATIVAS
10 3
IHTEBfALO
15 27 1
ESTIHATlfAS
21 3

5.3.3 - Resultados

I N F O 2 H A C O E S S D B B E A S AI8A5

HUB.PICO ABEA ( % ) EIB3 PADBAO ASSINF.

1 95.73555002 65.61505159
l 4.2 •<••»«» 9976 2.569294392



C O t S E S O S L I • I I •

H O D E i. 3 S 3 a i D l G A O S S I A S A S H O 0 I

.OKIE

3D0EÍO

«iSioua

lOThl (SAO

mu ;co*;IS10U)

j
1
1

)

S.L.

,

9

13

12

J
1
1

SOUA

3

0

0

DOS 3.0ADRABOS

.2*1600850 09

2851225.6

.2«4<ó207D 09

.12««39»SD99

1
1
1

0OADIAO33 BBDZ3S |

• 3 4 3 3 2 1 2 . |

316832.85 1

?A2«ft£TS0 VAL02 saao

4LTU3»
CÁKTHO
sisna

P05.EXP

10307.8553*
21.«7268076
1.126945522

5J7.«963661
0.1332978729
0.3»»99982d«
0.18791659*3

.JS Í à «Aí ALT. PA3IAU ASSIM?. lilt ( ft ) IIB3 PADBAO ASSIIT. Püii/cnri3 1113 Motto issiar.

100.0000900 52.57*03238 3. 0.1187913*060-01
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15
16
17
18
19
20
21
22
23
2«
25
26
27

TALOB OBSEBfADO

1096.
1340.
1502.
2384.
2863.
U904.
10117.
9190.
3901.
I486.
370.
113.
87.

f ALO& CALCOLIDO

457.
743.
1225.
2038.
3409.
5720.
9480.
9279.
4155.
874.
117.
43.
40.

•ISIO00

641.
597.
277.
346.

-546.
-816.
637.
-89.
-254.
612.
253.
70.
47.
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6.4 - Exemplo 4 - Ajutte oom Gmneianae Modificada* i Direita. Woo» Sobreposto»

6.4.1 — Dewriçlo « Análise do Ensaio

Os dados desse exemplo referem-se è insulina-1 a $ I radioiodada pelo método controlado da
Cloramina-T* , purificada imediatamsnte em coluna de celulose. 0 substrato purificado foi
convenientemente diluído em tampSo, veronal 0.02M, pH 8.6, com atividade de aproximadamente
2 x 10CPM/ml. Alíquotas de 1 ml foram liofilizadas e mantidas a 4°C por 46 dias. Recombinou-te um
frasco com 1 ml de égua destilada, submetendo-o a cromatografia em Sephadex G-50 (fino), coluna
(50 x 1 cm), equilibrado com tampão veronal, usado também na eluiçfo. As frações colhidas continham
1 ml e a radioatividade foi medida em detetor de Nal(TI) tipo poço.

Os dados experimentais foram submetidos ao sistema ANACROM para ajuste direto (modelo
soma de gaussianas modificadas & direita). Três picos foram ajustado1, 'simultaneamente, fornecendo-se o
intervalo de ajuste e as estimativas da postçSo central e largura i meia altura. Como não foi dada a
estimativa da posição do termo exponential, é admitido o valor pré-definido no sistema, isto é, 0.25 da
estimativa da largura è meia altura. As informações estatísticas decorrentes do processo de ajuste, bem
como os gráficos subsequentes (Figuras 11 a 13) confirmam a escolha apropriada do modelo.

6.4.2 - Dados de Entrada

íXÊflPLO 4 * GAUSSIANA MODIFICADA A DIB2IPA « PICOá
«ÍOOti.0

si PI D
TESTi
- I.0E1O
AJUSTE
DADOS
496
521
2a139
27173
70439
46817
5740
7D9

221
24J
11032
5193o
57362
44267
3939
681

IKTEBVALO
b 30 3
EáTI«ATIVA3
13 3
26 5
3S 5

269
647
7770
927o5
44078
33679
2572
607

134
21922
4429
124142
4J050
26838
1904
511

279
61253
7217
1311ã 3
45632
19276
U97
777

20 3
6137o
6817
127175
47770
13520
1196
521

211
39167
15426
104906
ã3208
10445
892
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ABSTRACT

ANACROM it • computar coòt developed for automatic peak search and «valuation of toma chromatograma

parameters tuch at: cantroidL height, area, full width at half maximum (FWHM) and resolution for aach peak.

Ettimttad paramatart ara accompaniad by thair anociated «asymptotic ttandard errors. Tha paak search it batad on tha

concapt of tign changes of tha firtt derivative. Tha mathod of Savitzky and Golay it utad to computa tha firn

dsrivative.

Tha ptaudo-paaks ara aliminatad by a 't' tatt daicribad by Barnes. A constant back-ground it ajbtractad of tha

axparimantal values.

n
Tha fitting function hat a ganaral form y = £ G. (x) where GU) it a timpla Cauttian function or a modified

r=1 '
Gauttian by a left or right exponential term, and n it the number of overlapping peaks.

The f i t t i r j of tha data use» the Marquardt-Bavington method to find the non-linear leatt-squtres animatet of

f.

Three plots are obtained: a) experimental and predicted values versus observation number, b) residuals vertui

observation number and c) probabilistic graph of residuals. They should help the users to confirm the goodness of the

model chosen.
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