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ANACROM — PROGRAMA
COMPUTACIONAL PARA A ANALISE DE CROMATOGRAMAS

Antonio Soeres de Gowla® ¢ Curios Howigus de Masguine®*

O programas ANACROM foi dessrwolvido pava pesquiss sutomitica de picos ¢ svalisglio de perimetros de
crometogrames tals como: centro, situra, brea, lergurs b meis slwura(FWHM)e razfio FWHM/Centro de cada pico.

1 - INTRODUGCAO

Na rotina dos laboratbrios modermnos desenvolvem-se constantasments experimentos que incluem
a purificscio, separacio ou fracionamento de substincias. Com nwita frequincia esse objetivo &
sicancado com processos que geram um cromatograma. Nesses casos provaveimente hé necessidede do
conhecimento da #res relative de cada pico, sus real posicio, lergura & meia situra (FWHM) ¢ o
capacidade de resolucio do sistema cromatogrifico pera discriminer cads composto. Essas informagBes
tornam-se de dificil obtencio quando os picos cromatogrificos se mostram parciaimente sobrepostos.

O sistema ANACROM, aqui proposto, 4 um programs computacional, desenvolvido com o
objetivo precipuo de suxilisr a anflise de cromatogramas. Sua estrutura sfetus opcionaiments s pesquisse
sutoméitica inicial dos perSmetros de cads pico e » partir dessss estimativas evolui para o céiculo
iterativo mais exato dos parémetros.

A pesquiss sutomitica esté baseadz no conceito da vari do sinal da derivada primeirs,
calculada de acdrdo com o método de SAVITZKY e GOLAY''?). Os pssudo picos eventusis sbo
eliminados pelo critério do teste ‘t’ de STUDENT. Antes da execuclo do sjuste, o rufdo de fundo do
cromatograma (valor admitido como sendo constante) é subtrafdo dos dados experimentais.

n
A funcBo analftica sjustade so cromatograma tem a forma geral y = 'E‘ G, (x) onde x 6 um

nGmero representativo da amostragem tubo, submultiplo do volume, etc . G (x) é uma fungiio Gaussisns
simples ou mc~.ficada & esquerds ou & direits por um termo exponencisl @ n § o nimero de picos
parcisiments sobrepostos.

O asjuste de dados utiliza o método dos minimos quadrados nfo linear de
MARQUARDT-BEVINGTON'?),

O sistema oferece 80 usulrio tris gréficos: a) valores sxperimentais ¢ preditos versus o nGmero
ds observacBo (x), b) residuos versus o nimero da observaclio ¢ c) gréfico probabilistico dos resfducs.
Esses trds grificos tem a finslidede de fomecer recursos para & aveliscio qualitativa do ajusts.

O sistems ANACROM diferencis-se de cutros programas'’®:11) semeihantes, todos reslizados
no campo ds anllise de eSPECTrOs gaMa, NOs segUintes pontos:

— incluslio do modeio Geussisne modificads d direita por um termo exponencisl. Esse

{*) CPD - Ares de Pesquiess
(**) CABRR — Ares de Aplicaoies Miciae de Radioisdtopos ¢ Redieoles



modelo mostrou-m necessirio para cromatogramss sendo inexistents em programaes
desenvolvidos para anflise de espectros gama.

— inclusio de informacGes estatisticas sobre o processo de sjuste por minimos quadrados
nlo linesr com s impressio de quadro contendo 3 soma de quadrados ¢ quadrados médios
devido a0 modeio escolhido e residuos.

— inclusio do grifico dos residuos e grifico probet.:lfstico (probito contra residuo) qus sio
elementos importantes na anflise do resultado do processo de ajuste.

— reunifo de tris modelos (geussiana simples ¢ gaussisna modificada ) esquerds ¢ & direita)
NUM MESMO Programa.

— possibilidade de execucio em separado de cads ume dss seguintes agles: pesquiss de
picos, ajste de picos, pesquisa ¢ .juste de picos, grifico do cromatograma.

O exame do grifico dos resfiduos permite 3 avaliscio da uniformidede da variincie
(homocedasticidade). A ndo constincia da variincia (heterocedasticidade) pode indicar 3 inadequacidade
do modelo ou a necessidade do emprego de sjuste ponderado'®’. O gréfico dos residucs leva ainda &
identificacdo de observagGes que pelo valor discrepante do residuo devem receber awencio especial. A
inspecdo do grifico probabilistico permite verificar se os resfduos thm ou nio distribuicdo normal.

2 — PESQUISA DE PICOS E CALCULO DO RUIDO DE FUNDO
2.1 — Determinaglo do Ruido de Fundo

0 rufdo de fundo (BG) & suposto constante para todo 0 cromatograma, sendo csiculado Dels
expressdo:

p
BG=1 vy /P 1))
=1

ymin <y, < ymin + 2 v/ymin

onde ymin é o menor valor observado do cromatograma.

O céir.alo do ruido de fundo ¢ opcional. Quando nio for determinado pelo programs, o usudrio
deve fornecer o seu valor.

2.2 ~ Localizaclo dos Picos.

Apbs a correclio do rufdo de fundo ¢ inicislizado 0 processo ds procura de picos por meio de
verisclo do sinal (positivo, negstivo, positivo) da derivads primeira ceiculads em cada ponto do
cromatograma'’#). Para o céiculo da derivada primeira é empregado o método de SAVITZKY e
GOLAY''2), € usada ume funclo polinomial de convoluclio e, para cads grupo de 2m + 1 pontos, (m
inteiro @ pear), o polindmio toma o velor do ponto central.

No trebatho de SAVITZKY & GOLAY constats-se qus o céiculo des derivads primeirs em cede
ponto ¢ dedo por:



= 1
. M'.}i.l,v, @

Y,-ﬂamnrm observaclo

t'=rﬁmm&mhmah+lnﬁwinﬁmmmm
de m ¢ do grau do polindmio de convoluglio usedo.

N = fator de normalizacio.

No prograna ANACPROM ¢ usade 2 convolugio de cinco pontos (m = 2) sssocieds 80 polindmio
de segunds ordem (n=2) corrspondendo 80 conjunto k os seguintes valores: -2, -1, 0, 1, 2. €
considerado como infcio do pico o ponto central do grupo de Cinco pontos onds o singl da derivads
primeira passa de negativo pers positivo. O Oitimo ponto do pico corresponds 30 ponto central do grupo
onde o sinal de derivade primeira passs novaments de Negativo para positivo.

2.3 - Teswe do Significineis

Pera s eliminaclo de picos ndo significativos ¢ empregedo o método descrito por BARNES'!),
Que consists em Wstar o valor de D.

D=0 ox = *min 3
usando-se o teste de STUDENT com
t=.Dll @
onde s é 0 erro padrio de D.
Das squacSes (2) ¢ (3) segue que:
m
D-IIN[(Zk Y, )mex (.!'2" K Y ) el (8)

Nums primeirs sproximagio, supSe-se que os valores observados (y,) satisfscam » distibuiclo
de POISSON. Embors esss hipbtese sejs desprovids de maior fundamentaclo tedrice, permim dispor de
um critirio sproximativo capsz de eliminar do processo uma fraclio sprecidvel de picos espirics. Com
esse hipOtese, 8 varibneis em cada ponto ¢ iguel o:

Q =y,
8 0 orro pedrBo s de D ¢ dado por:

[ m %
s=IN[(I Ky + (z k2y,)) ]



BARNES'"), basssdo ne hipSeese de nulidede de ‘D’ sugsre que o velor ds °V calculedo pels
epressio (4) supere 0 welor crftico ‘4’ pera que 0 pico mjs coneidrado COMO SStINSTICEMONGS
3 - INFORMACOES SOBRE O PROCESSO DE AJUSTE
21 — Descriglio dus Fungles ds Ajuste

Para 0 sjuste dos picos o programa dispe de funglio gaussians ¢ de fungiio gaussiene
pela inclusio de ume perte exponencis! conforme descrite por LEDERER™’ ¢ ussde por FELAWKA'S!.

o) Goumiaona Simpls

v, =8 ow( -8, ix — s,

s, = slwrs ds geussiana
8,y = contro da geussiene

8,2 = perdmetro relacionedo com a dispersio de geussiens
8,2 = 12,3, = A0(D) / (Ly P
.ndol.xaluw'aimmnﬁm

b) Gaussiane Modificads 3 Direirs

Para a geussiana com o centro em &, tem-se:

Figurs 1 - Gaussiens modificads § diveits
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v, =8 wmiay,, 4,y a,y -2 - A,)] Lt I PR
onde a4 ¢ ¢ posicio do termo exponenciel ) direits do conre Figere 1).

< Gouwmisne Medificaile ) Exguends

Pars 3 goumians com 0 CoNIo em 8, , WIS

v, =8 g, ix —g,,)] X > 8, 8,

Y, =8 omlay,, 8, a,, + 2 -] s x, < 8,y — 8,

e*.,,adopwbbdo-mmw’dlﬂ-tbm

12 - Limites do lntervele do Ajuste

O inicio ¢ 0 fim de cade pico slio identificados pele werieglio do singd de deriveda primeire
(negativo ~——*positivo). Dois picos slio considerados sobrepostios quando © ponto iniciel do segundo
pico coincide com o Gitimo ponto do pico imedistamente sntevior. O inervelo de sjuste inchui todos os
picos sobreposios ssquencisimente. Cade intervalo de ajuswe poderd conter de 1 8 5 picos.

O usufirio pode prescindisy de pesquiss sutomitics de picos ficando sob sue responesbilideds 8
definiclo do mtervalo de sjuste & Nimero de PIcos SOLYEPOSIUS.
Para um dado intervelo s funclio a» ser sjustade ¢ de forme:

k™
Y, {(caiculedo) = li Gk (l‘) 17

G, — geumiens simples ou modificads
n - nimero de geussienes sobvepostss In € §

43 — Mbsodo des Minimes Ouaivados nlile Lineer

No sjuste de expressiio (10) sos dudos experimentals é empregedo 0 méswodo de minimas
quadrados ni linesr. A expresslio (1 G) pode ser escrits ne forms:

v, =Fix,.» - an

onde g é o vetor dos perimetros des gaussionss



T
.. = (.lo .Iv-n-:.p’

@ procura-se minimizer a expressfio:

1=m

Q=% {y-Fly o)l w (12)

sendo:
y; — valor correspondente 3 i-ésima observaclio
w, — peso cofrespor:dente & observacio v,
m — nimero de pontos do intervalo de sjuste

Usundo-se a formula de TAYLOR, a expressBo (11) pode ser reescrita numa vizinhanga da
estimativa g’ = (s’:,8%,..., o;, ) do vetor g:

k= p
vy, =Fix,a’) + 3;1 (9 Fix, a) /9 lk].:kA'.‘ 13

desprezando-se os termos superiores & primeira ordem.

Substituindo-se (13) em {12) a expressdo Q se torna linesr em relaglo sos termos 4 a, de
correclo da estimativa inicial a8’

A expressio (12), assim linearizada, pode ser minimizada, resolvendose 0 sistema de equacles
normais:

3Q/0A8a =0 (k=1,2...,p (14)

com elesBo ds varidveis A L

0 sistema de equacBes lineares posto sob a forma matricial é:

(A}JA=8 (18)

onde AT = (A9, Br;...0a)

com os seguintes elemantos gendricos:

i=m
A”(-E' [aF/aa‘]“"._.,[aFlaak]h',!_., w {1|)



i=m
B = '3_31 [y, — Fix, 2] [aF/a.l)wl., w, (18)

A partir do vetor a’, estimativa inicial do vetor a dos valores dos parmetros das geussianas, ¢
resolvido o sister:s de equagdes(15), obtendo-se como soluclio o vetor de correciio & m. onde o (ndice
superior indica o niOmero da iteraclo. O vetor £ LR [A]™! B ¢ somado 80 vetor &’ ¢ calculado um novo
vetor de estimativas g’ = 2’ + Q“) e assim sucessivaments.

O processo iterativo é interrompido quando

-~ 8 solugo nSo convergs, sendo essa condicdio detetads pelo continuo crescimento do valor
de Q apbs um certo nimero de sucessivas iteragdes.

— o valor de Q de uma iteraglo para a seguinte sofre diminuiclio fracional menor ou igual @
0.1% (condicdo pré-definida) ou alternativamente uma certa frac#o estabelecida pelo
usudrio. A soluglo pode ainda ser convergents mas nio atingir a precisdo da varisclo
fracional estipulada. Nesse caso o processo é também interrompido apés ser atingido um
nimero pré-fixado de iteragdes.

— a solugBo apresenta um valor negativo em qualquer dos parmetros das gsussisnss.
Pare acelerar o processo de convergincia é usado o método de MARQUARDT''?! como

utilizado por BEVINGTON'2). 05 elementos da disgonal principal da matriz [ A ] s8o multiplicados pelo
fator (1 + A) e o sistemna de equagdes({15) fica:

({A]J+A[1])A=8B (17)

onde [| ] ¢ s matriz identidade.
O coeficiente A faz uma interpolacio entre dois extremos: 0 método de GAUSS-NEWTON (A =

0) ¢ o0 método do gradients (A =), Para valores pequenos de A(A - 0), o sisterna de equagSes(17) tende
para o sistema de equacBes{15) cujs soluclio é:

a=(A]'8

Para valores grandes de A (A = o), o sistema (17) deganera em p relagdes do tipo
A-l = 8'/ (XA“) = -9 /(2XAH) 30/30,

que sfo incrementos na direcio do gradients de Q.

No infcio do processo A toma o valor de 0.001. Se durants o sjusta for verificado que o valor
de Q sofre um sumento em relaclo ao valor da iteraclo precedents, multiplica-se A por 10 ¢ recsicule-se
o vetor 4 des correcBes. O processo é repetido até que Q diminuas de velor ou seja stingido um
determinado nGmero de vezes sem ocorrer 8 diminuicBo. Nesse Citimo caso, o processo é intsrrompido,
devendo o usuério modificar os valores das estimatives iniciais.



No caso de Q sofrer um decréscimo, o valor de A ¢ dividido por 10 e inicisse a iwrsglo
seguinte.

3.4 — Estimativa Inicial dos Pardmetros de Ajuste

Como estimativa da altura de cada pico (pardmetro a)), admite-se 0 maior valor obssrvado
depois de subtraldo o ruldo de fundo. A posiclo do ponto correspondents 20 maior valot observado
considerado como estimativa do centro da geussiana (pardmetro 8, . ). A estimativa do parémetro 8,2 ]
feita pels expressfo:

I+1

8,5 = 4Ln @)/ (Ly)?

tendo o largura a meia altura (L,) determinada pela diferenca entre 0 nimero da observacho
onde a derivada primeira & minima ¢ 0 nOmero da nbservacRo onde & derivada primeira ¢ méxime.

LK = (l). ) - ‘l).

min max

O parbmetro 8,4 que define a posicio do termo uxponencial com relagiio a0 centro ds
gaussiana é estimado como uma fraclo do vaior da largura & meia altura. Desde que niio hajs re-definicio
pelo usuério, admite-se o valor de 0.25 da fargura 3 meia altura como estimativa inicial.

3.5 - Cculo das Arems

Para & gaussiana simples a Area de cada pico é dads pela expressdo:
Area = 8 vV n/8,,,

com o erro padro '

= 2 3 1%
aAI [ ‘U.l /l') + ‘0.“2 /{2 .l+2) ] » Area
Para » geussiana modificada, o céiculo da 4rea de cada pico é feito numericamente por meio de
expressfo:

Ares = ::E-.. GM (x, + k)
onde
x'e - centro da gaussisns
GM — expresslo da gaussians modificeds

O erro padro de érea é dado pels expressio:

i™+3 %
oa, =[ I (3A/30)" aa}]



3.8 — Anidlise Estatistics

O erro padriio assintdtico de cada parémetro . da gaussisna é dedo por:

% ~ le, /A) X,

onde

X2eq — ¢ © qui-quadrado reduzido referents & Gltima iteraglio.
3 =
Xreg = @/ 0l

gir — graus de liberdade do residuo, igusl 80 niOmero de pontos do intervalo de sjuste
menos 0 numero de pardmetros do modeio empregado.

i-6simo elemento da diagonal principal da matriz [ A ]

€, — isimo elemento da diagonal principal ds matriz | & 17}, sendo o elemento aikdlﬁnl-
do por:
1 + A pera j =k

Alk/‘/ A” A“ pers j#k

Apés o ajuste de cada conjunto de picos sobrepostos é impresso um quadro contendo
informacdes estatisticas referentes 3 soma de quadrados e quudrados médios do modelo sjustado,
resfduo, total corrigido ¢ totsl no corrigido.

A sequir slo impressos os valores estimados dos pardmetros com os seus erros padrdes
assintéticos. Logo apOs seguem de forma destacada, informacdes sobre o centro do pico, a érea, a largura
® meig-altura, a razéo:

R = Largura & meia altura/Centro da gsussiana (FWHM/CENTRO).
e 0% erros padr3es assintticos correspondentes.

A homocedasticidade dos residuos ¢é verificada pelo grifico RESIDUO x NUMERO DA 0BS.. 0
gréfico probabilistico permite verificar se os residuos tém distribuicio normal.

Na impressBo dos gréficos, os simbolos X, + e « significam respectivamente: valor observado,
velor calcuiedo e valores coincidentes.
4 - DESCRICAO DOS VALORES PPRE-DEFINIDOS E DADOS DE ENTRADA
4.1 — Velores Pré-definidos

O programs toma automaticaments as seguintes pré-definigBes:

8) Modelo: gaussiena simples,
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b) Pesquiss de picos seguida do processo de sjusts.

¢} Rufdo de fundo calculado pelo programa (ver item 2.1).

d) Varitvel TESTE igusl a zero. O processo de ajuse é inwrrompido quando qualquer
perbdmetro do modelo for menor ou igual 20 valor de TESTE, sendo nesss caso impresso
mensagem pars modificacko das estimativas iniciais ou valor da veridvel TESTE.

e) Lista de parimetros: pws os parimetros definidos no comando NAMELIST o programe
toma os valores iniciados na tabela seguinte

Tabela V.1

Parimetros Prédefinidos no Programa e seus Significados. Estes velores podem ser
Aherados pelo Usuidrio de Acordo com suas Conwenidncias

- T - - - - D - — D - .-

! |

[
n }
PAHANEIRG} VALOR SiuNIFICADO }
i | !
===$=:=88,====8==.=8==========:===========!288388‘I'ISSS...".I.IS" ‘
[ | - |
FLAYOA | 0.J01 | Parametro ie controle do processo iterativc |
) Vo, . . A
LoNAX I 20 | Nuzero maximo ae i1teracoes |
) | - ]
FSACOM ) 0.01 | Fracdo para teste de convergencia |
) | : [
%2Es0 | 0 | Processo ae ajuste ndo ponderado (peso=1) {
J | |
PIX? )} G.45 ) ‘F:ac,i'o 13 jargura‘a 1/2 altura cosrrespondente |
i | 'a posicdo Jo termo exponencial. |
) | i
ELA 1 | Vaior aminido persitido para a estimativa da }
) | larjura“a 1/2 altuia. ]
] ] i
b8 Jof ) 1 | laprime valores observacios,preditos e residuos ]
| J i
I | - {

4.2 — Dados de Entrada

4.2.1 —Cartho Titulo — as colunas de 1 8 72 slio utilizadss pers um titulo identificando os dedos do
cromatograma. Ese cartlo § obrigatbrio.

4.2.2 — ModificagBes das Pré-Definicles.
Quando deseja-se modificsr qualquer pré-definiclio do progrema, deve-se codificar logo spés o

cartio titulo, um ou mais certSes contendo cads um deles ums das seguintes pelavras (ou apenss ss
quatro primeiras letras):



1"

MODELO
AJUSTE
PESQUISA
TESTE
PARAMETROS
RUIDO
GRAFICO
nes colunas de 1 3 72 ¢ em quaiquer ordem.

42.2.1 - MODELO

implica na substituicio do modelo descrito por gaussiana simples, pera gsussisna modificada por
um termo exponencial. No cartio imediatamente seguinte deveré estar codificado (colunas de 1 8 72):

GME peara gaussiana modificada ) esquerda.
GMD pera gaussians modificads 3 direita.
42.2.2 - AJUSTE

Implics na exscuciio pelo programa, apenas, do processo sjuste. O usudrio deverd fornecer os
extremos dols) intervalols) ¢ as estimativas inicisis correspondentss (ver item 4.2.4) sos parimetros do
modelo.

4.2.2.3 - PESQUISA

Implica na execuciio pelo programa, apenss, do processo de pesquisa de picos.
4.2.2.4 - TESTE

Permite modificar 0 valor da varivel TESTE. No cartio imediataments seguints ¢ introduzido o
novo valor para s varifvel, em especificacBo inteirs ou resl de simples precisio (formato F ou E), nes
colunas de 1 a 72,

42.2.5 - PARAMETROS

Quando inclufdo, permite 8 modificaglio de qusiquer valor definido na lists de perbmetros (ver
tsbela 1V.1). Nos cartles imediatamente seguintes slo codificados 0 nome da lista (&LISTA), os
parfmetros com seus novos valores separados por virgulss ¢ por Gitimo o cartdo indicativo do fim
(&END),

No caso de se desejer, por exemplo, modificar 0 nGmero de iteracSes pars 30, a estimetivs ds
posiclo do termo exponencisl pera 0.50 ds largurs d %4 situra ¢ suprimir s impressio dos velores
observados, preditos e residucs, deve-se codificar apés o carto contendo s pelavris PARAME TROS :

coluns 2
$
&LISTA



1ITMAX =30, PEXP =0.50, IVC =0

/ &END

/ ITMAX= 30, PEXP=0.60,IVC=0

/ ALISTA

Para os parimetros MPESO e IVC, tlo possiveis as seguintes siternativas:
MPESO : 0 Processo de ajuste nfo ponderado.
0 Processo de ajuste com peso igusl 80 inverso do valor obssrvado.
IVC : 0 Nio serfo impressos os valores obesrvados, preditos ¢ resfducs.
: 3% 0 Serfo impressos os valores observados, preditos ¢ residuocs.
4.2.2.6 — RUMDO
Quando codificado, permite introduzir o valor do rufdo de fundo, que nfo mais seré calculado
pelo programa., No cartlo imediataments seguints é codificado o valor do rufdo de fundo, em
especificaclo intsira ou real de simples precislo (formato F ou E), nas colunss de 1 a 72,
4.2.2.7 - GRAFICO
Quando codificado, o programa imprime o gréfico dos dedos, nio executando tento & pesquisa
como o ajuste dos picos. Esss opclio serd usads quando o usuirio apenas desejer visualizer o aspecto do
cromatograma.
4.2.2,8 — Exemplo de Modificaglio das Pré-definigDes
No caso de se desejar, por exemplo, alterar 0 modelo para gsussisns modificeds 3 direita,
permitir que os perBmetros das geussianas tomem valores negetivos maiores ou igusis 8 ~1x 10° ¢
stribuir o rufdo de fundo o valor 2 x 10%, o usubrio deveré codificer:
MODELO
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TESTE

- 1.0E6

RUDO

2.0E6

4.2.3 — Valores Obsarvados

Os valores observados so codificados logo apés o cortio obrigatdrio contendo a pslavrs
DADOS (colunas de 1 a 72). A codificaclo dos valores observados pode ser feits em especificaclo inteirs
ou resl de simples precislo (formato F cu E), separsdos por brancos ou virguls, nas colunss de 1 8 72.
Assim por exemplo:

DADOS

352 60 7.9E+1 90

6.5E1 59.0 47 322 3.1E1
4.2.4 — Intervalo de Ajuste s Estimativas Inicieis

O usudrio quando usar a opgdo AJUSTE, deve obrigatoriamente fomecer ‘ogo apds s
codificacBo dos valores observados, informacGes sobre o{s) intervalols) de sjuste e estimativas dos valores
dos pardmetros do modelo. Inicisimente codificar a palavra INTERVALO ou apenas as quatro primeiras
letras nas colunss de 1 8 72. Fornecer no cartio sequinte informacdes sobre o intervalo de sjuste, em
especificaclo inteira ou real de simples preciso (formato F ou E), com os valores separados por brancos
ou virguls na seguinte ordem:

a) extremo inferior do intervalo de ajuste
b) extremo superior do intervalo de ajuste
c) nGmero de picos a serem ajustados dentro do intervalo

Para introduzir o velor das estimativas iniciais deve ser codificado no préximo cartlo a palavrs
ESTIMATIVA ou apenss as quetro primeiras letras nas colunss de 1 a 72, Fornecer no cartfo
imedistamente seguinte o valor das estimativas, em especificacdo inteira ou real de simples preciso,
separados por brancos ou virgula, nas colunas de 1 a 72 na seguinte ordem:

8) estimativa da posiclio central da gaussiana
b) estimstive da largura % altura
¢) wstimativa ds posiclo do termo exponencial em relscBo so centro {opcions))

Nos modelos GME ¢ GMD, ¢ omisslio da estimative da posiclo do termo exponencial, levs o
programa a assumir como estimativa, o produto ds fraclo PEXT (ver item 4.1) pela estimative da largurs
3 % altura,

Para cade interveio de ajuste, 0 usufrio deve incluir um cartio INTERVALO seguido do cartio

contendo ¢ indicaclio dos extremos do interveio @ nimero de picos, @ um cartho ESTIMATIVA seguido
do(s) cartlo(3es) contendo os valores inicisis dos parBmetros da gaussisna. Observese que o nimero
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méximo de picos sobrepostos por intervelo ¢ de 5.

42.4.1 — Exemplo

No caso de se ter, por exemplo, dois intervalos de ajusts com os seguintes dedos:

[
[ i | I |
{iNIEBVALO} EXTREMO INFERIOR § EXTRENO SUPERIOR j NURERO DE PICOS [}
I l i ] )
|:::::::::'::::::::::x:::z::sl:zz::s::::s:::x:zslxttcszu:xnst:ttllst'l
| 1 ] | !
| 1 | 5 i «0 i 2 {
i ) ] ] |
J < } 50 | 70 ) 1 i
) i i ! i
b ) oo ) i
................................................... PR ]
} ) i | cSTINATIVA DA LARGURA i
VINTERVALC) #1CC JESTIMATIVA DG CENTRO| N J
| | | ) A /2 ALTURA )
} :::=====:| 2z === ' =======:=======:az==| szz:z:z:sss:888:38.:88:::::’::::l
J | } i ]
| 1 1 } 15 i 3 |
) | < | 25 | 5 ]
fommmom-- foo==-n R Gttt s Jooomeeecmeo s e oo ]
1 } I ) |
i < [ 1 | 60 i L] ]
J i | ] i
. | 1. I |
deve-se codificar:
INTERVALO
5§ 40 2
ESTIMATIVA
16 3
2% 6
INTERVALO
60 720 1
ESTIMATIVA
60 4
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S — EXEMPLOS
5.1 — Exemplo 1 — Pesquisa & Ajuste de Picos com Gaussisnes Simples
6.1.1 — Descriclo ¢ Andlise do Enssio

O cromatograma snalisado refere-se d Insulina-'251 marcade pelo método convencional de
Cloramina-T segundo Greenwood'®.7! o purificada usando-se Sephadex G-50{fino), coluna (50 x 1cm),
equilibrads com tamplo, fosfato 0.2M, pH 7.4. As fracles colhidass continham 1 ml e a radioatividade
presente foi medids em detetor de Nal(TI) tipo pogo.

Os dados foram submetidos a0 sistema ANACROM com as seguintes opcles: pesquise
sutomética de picos ¢ modelo soma de gaussianas simples. A pesquisa identificou trés picos sobrepostos.
As informacBes estatisticas relativas 80 processo de sjuste dos minimos ousdrados niio linear, mostram
que a fonte de variagBo devida a0 residuo ¢ relstivaments bem menor do que a fonts de variacio devide
80 modelo, sugerindo a3 adequacidede da funclio ajustada. Os gréficos subsequentes (Figuras 2, 3 ¢ 4),
confirmam a qualidede do asjuste. Apessr do nimero de observacdo ser inteiro, frequentements
encontra-se na sbscissa velores fracionérios devido a0 critério de céiculo que define os limites da escala.

5.1.2 — Dados de Entrada

EXEMPL0 1V = PESQULSA 22 PICIS ™ AJUSIE <IN JSATSSIAUAS 51alLZ3
DADOS

bo? 239 420 551 w34 433 uls
bi¢ 4150 To3n wells T3> Ju3dily 1351,
13377 13980 13590 PEY-EL 2335V wub 3 24545
221215 343385 w0b23u 330913 23011 15203 37743
S5¢342 61171 Tew o Todd3> 1740106 137445 12433
33140 16650 1100« 3290 7301

5.1.3 — Resuitados

L pPpl)RNBACIOES §OoOBRECE A PESJ UL 3 A D2 212

ZXENPLO ) * bZSiUISA DE PICOS * AJUSTE CON GAUS3LANA3 SLMPLES

$URERO INICio ris ESTINATLVA ESTINATLIVA ESTLIALLYA
D0 P4iCO DO P1CO D0 PLCO DO CBNTRO DA ALrUZA DA LARIURA

5 18 12. 71846. 4.300)

1
2 16 30 4. 4054805, 4.9300
3

30 40 33, 193655, 4,0000
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J33S.

VALO2 OBSE3VADO

P L L T R

454,
9.
ola.
632.
213).
7036.
wilil2,
14235,
Je3iti.
13514,
13377.
13983,
18599).
2widde.
2393).
w4038,
M IS5,
221215,
3e3335.
80625%.
336019,
25114,
1545073,
37743,
Seinl.
61171,
Ten 3 26.
168055.
194 10w,
1574 25.
126303,
ddV12é.
163590.
11002.
8296.
7901,

VALO3 CALCULADO

sa9,
),
%59,
S513d.
1349,
12692,
113,
67130,
3450,
12133,
b2,
1159,
1),
152136.
87930.
115375,
221577,
33313,
331293,
359225.
254159,
147162.
73713,
524646 .
16672,
1282488,
17730,
192387,
162223.
106431,
Sa400.
217390,
7009.
2016,
T60.

12:251.
16361,
-23296.
-2345.
73187,
14030,
18748,

- '550 'o
Tod38.
-9‘250
1757,
-%798.
17877,
- ‘6 11..
-~’.°o
3993,
6280.
7161.
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5.2 — Exemplo 2 — Ajuste com Gaussianas Simples. Picos Distintos
5.2.1 — Descriglo ¢ Anlliss do Enssio

Os dados do cromatograms referem-se 4 Albumina-'>'1 marcads pelo método de Cloramine-T
de acordo com Bocci'38) ¢ imedistamente purificada em resina de troca anidnics de Amberlite
IRA-410. Uma alfquota do eluato foi submetida s cromatografia ascendents em papel Watmann mimero
1, fita de 23 x 2.5 cm, utilizando-se metanol 3 76% como solvents. Recortaram-se 40 tiras de 0.5cm ¢
mensurou-se a r2dioatividade presente em cada ums em detetor de Nal(Tl) tipo pogo.

Os dados experimentais foram submetidos ao sistema ANACROM para sjuste direto (modelo
geussianas simples), prescindindo-se de pesquisa automitica de picos. Esta conduts foi asdotads
exclusivamente paras ilustrar esse tipo de alternative. Oz picos foram sjustados separadaments, sendo
fornecido para cada um deles o intervalo de sjuste ¢ a estimative do centro s da largura 3 meis sltura. O
sjuste dos dois picos poderia ter sido simuitineo, entretanto s diferencs de amplitude dos mesmos
deixaria 0 segundo pico desspercebido no gréfico do cromatograms. As informacdes do processo dos
minimos quadrados nfo linesr mostram que o resfduo ¢ relativaments pequeno face a fonts de variaclo
devida a0 modelo. Entretanto a observacio dos gréficos subsequentes (Figuras 5 a 7) sugere
inadequacidade do modelo escolhido. Foram omitidos os grificos correspondentss 8o primeiro sjuste por
terem sido considerados desnecessirios, pois sio semelhantes aos do segundo ajusts.

6.2.2 — Dados de Entrada

EXENPLO 2 ¢ AJUSTE DIRET) * GAUSSIANAS SIEPLES * PICOS DISTINTOS
AJUSTE

DADOS

40 108 199 2691 16870 33469 62956
83us? 165350 285736 161330 8829 1024 1000

1098 1340 1502 2384 2863 4904 10117
91%0 3301 1486 370 113 87 85

82 90 69 82

INTERVALO

1 14 9

ESTINATIVAS

10 2

INTESVALO

15 27 1

ESTINATIVAS

21 3



52.3 — Rewitados

OBS. VALOR OBSERVADO VALOR CALCULADO RESIDUO
15 1093. 40. 1058.
16 1340. 45. 1295.
17 1502. 106. 1396,
18 2384, 553. 183,
19 2803. 2368. 495.
29 4904, 6215. =131
21 10117, 9607. 510.
22 9190. 8699. 491.
23 3301, 4619. -718.
24 1486. 1454, 32.
25 370. 295. 75.
20 113, 67. 46.
217 87. 42. 45,

I NPOABRBACOTES SOBRE A S AREAS

NUM. PICO AREA (%) ERRD PADRAO ASSINT.

1 95.62500889 17.53447328
2 4,374931106 0.7820387731
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6.3 — Exemplo 3 — Ajuste eagp @euesianas Modificadas 3 Esquerda. Picos Distintos
5.2 1 — Descriglo ¢ Andlise do Enssio

Os dados do cromatograma deste exemplo s#o os mesmos do exemplo anwrior(5.2). Os grificos
{valores observados versus nOmero da observacio) de ambos 0s picos sugsrem a utilizagio de uma
componente exponencial 3 esquerda. O parimetro TESTE teve o seu valor pré-definido alterado pars
-1x10°(-1.0E05 em anotaclo FORTRAN), pemmitindo que O processo iterativo de asjusw fosse
interompido quando qualquer perimetro do modelo tomasse um valor negativo maior ou igual 80
mesmo. Embora um valor negstivo nfo nha significado ffsico, ele pode ocorrer eventuaimente em
slguma fase do processo iterativo.

O modeio 'glusiana-modificadn 4 esquerda’ mostrou-se meis adequado. Verificase acenwuiads
reduciio da componente RESIDUO ¢ visivel melhoria do grifico do cromatograma, grifico da dispersio
dos residuos e grifico probabilistico (Figuras 8 a 10).

5.3.2 — Dados de Entrada

EXCHPLO 3 * AJUSTE DIRETD * GAUSSIANA RODIPICADA A 2SQUE2DA
MODELO

GHE

TESTE

-1.0E5

AJUSTE

DADOS

40 108 199 243 16870 33469 62956
88487 165350 285736 161330 8429 1024 1000
1093 1340 1502 2384 2863 4304 10117
9190 390 1486 370 13 87 85

82 90 69 82

INTERVALO

1 18

ESTIBATIVAS

10 3

INTERVALO

15 27 1

ESTIAATIVAS

21 3

5.3.3 — Resultados

INPORMNACOES SOBRE AS AREAS

NUNM.PICO AREA (%) ERRD PADRAO ASSINI.

1 95.73555002 65.61505159
2 3,2000049976 2.569294392
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0BS.

VALOR OBSERVADO

15
16

1098.
1340.
1502.
2384,
2863.
4904.
10117,
9190.
3901,
1486,
370.
13,
817.

YALOR CALCULADO

457.
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5.4 — Exampio 4 — Ajuste com Gaussisnas Modificadas 4 Direita. Picos Sobrepostos
5.4.1 — Descriglo 9 Anklise do Ensaio

Os dados desse exemplo referem-se 3 insulina-'2%| radioiodada pelo método controlado ds
Cloramina-T“:”, purificada imediatamente em coluna de celulose. O substrato purificado foi
convenientemente dilu/do em tampdo, veronal 0.02M, pH 8.8, com atividade de sproximadaments
2 x 10 CPM/mi. Alfquotas de 1 ml foram liofilizadas e mantidas a 4°C por 46 dias. Recombinou-te um
frasco com 1 ml de &gua destilada, submetendo-o a cromatografia em Sephadex G-50 (fino), coluna
(60 x 1 cm), equilibrado com tampéio veronal, usado também na eluiclo. As fragBes colhidas continham
1 m! e a radioatividade foi medida em detetor de Nal{T!) tipo pogo.

Os dados experimentais foram submetidos a0 sistema ANACROM para ajuste direto (modelo
soma de gaussianas modificadas A direita). Trés picos foram sjustado: ‘imultanesmente, fornecendo-se o
intervalo de ajuste e as estimativas da posicio central e largura & meia altura. Como n§o foi dads a
estimativa da posic3o do termo exponencial, é admitido o valor pré-definido no sistema, isto é, 0.26 da
estimativa da largura & meia altura. As informacGes estatisticas decorrentes do processo de ajuste, bem
como os grificos subsequentes (Figuras 11 a 13) confirmain a escolha apropriada do modsio.

6.4.2 — Dados de Entrada

SXEAPLO 4 * GAUSSIANA NODIFICADA A DIREITA * PICO3 S032E22)3T03
NODJELO

GMD

TESTS

-1.0E10

AJUSTE

DADOS

496 221 69 184 279 203 211
521 244 oul 21922 61253 61370 IR ALY
25139 11032 7711 4429 7217 63817 15426
27173 51930 92705 12¢ 142 131153 127175 194309
70439 57302 44073 43050 45632 47770 2328
48817 b4 267 33073 20858 19276 13520 10445
5740 3339 2572 1904 1437 1196 392
759 031 807 51 177 521 25
INTERVALY

6 50 3

ESTIMATIVAS

13 3

26 5

I5 5
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0BS. VALOR OBSERVADO VALOR CALCULADO RESIDUO

6 203. 199, 4.
7 211, 199. 12.
8 521. 201, 320.
9 28], 30%. -58.
10 647, 2684, -20137.
11 21922, 21194, 728.
12 612513, 61505. -252.
13 61374, 62081, -705.
1 39167, 370819, 1348,
15 25139, 23071, 2068.
16 11032, 14115, -30813.
17 17170, 8723. -9513,
18 4429, 5678, -1249.
19 7217, 4672. 2545,
20 6817. 6566, 251,
21 154 26. 13718, 1708.
22 27173, 29479, =2306.
23 51988. 55805. -3817.
24 927e65. 89466. 3299.
25 124142, 120336, 3806,
26 1311513, 135551, -4398.
27 127175, 128077, -3902.
28 104908. 1022137, 2671,
29 70439, 72568, -2129.
30 57362. 54328. 30 34.
31 44078, 45577. -1499,
32 43050, 43479, -429.
33 45632. 45314, 318.
k1) 47770, 48306, -536.
35 50203. 49919, 289,
36 48817, bB434, 3ai.
37 44207, 43393, 374,
38 33679, 35810, -1931.
39 26858, 26070, 188,
40 19276. 18697, 579.
41 13520. 13089. 431,
42 10445, 9182. 12613,
') 3939. 4503, -524.
45 2572. 3241, -669.
46 1904, 2320, -4 16,
47 Tuy?. 1078, -181.
48 1196. 1230, - 34,
49 892, )16, - 26,

50 159, 701. 58.
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ABSTRACT

ANACROM is a computer code developed for sutomatic pesk sserch and evelustion of some chromatograms
peramweters such ss: centroid, height, ares, full width at halif maximum (FWHM) snd resolution for sech pesk.
Estimated parameters are accompenied by their associated assymptotic stendard errors. The pesk ssarch is besed on the
concapt of sign changes of the first derivative. The method of Sevizky and Golsy is used to compute the first
derivative.

The pssudo-peals are eliminated by a ‘t’ test described by Barnes. A constant back-ground is subtracted of the
experimental valuess.

n
The fitting function has a general form y= 2 Cii {x) where G(x) is a simple Caussian function or a modified
=t
Gaussisn by a left or right exponencial term, and n is the number of overlapping pesks.

The fittir 3 of the deta uses the Marquardt-Bevington method to find the non-tinesr iesst-squares estimates of
the psrameters.

Thres plots are cbusined: a) experimental snd predicted vakies versus observation number, bl residuals versys
obssrvation number and c) probebilistic graph of residusis. They should heip the users to confirm the goodness of the
modsl chosen.
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