Optimizarea Fazei Mobile la Separarea Cromatograficia cu Amestecuri de Trei Solventi

Introducere

Optimizarea fazei mobile la separarea cromatografica cu amestecuri de trei solventi este
posibila atunci cand numarul determinarilor experimentale ale parametrilor de separare pentru fiecare
compus separat in parte se efectueaza pentru un numar de compozitii distincte ale fazei mobile cel

putin egal cu numarul de variabile ale modelului matematic [1,2].

Model Matematic

Se presupune intr-un amestec de trei solventi mérimea cantitativd a parametrului cromatografic
ales depinde de compozitia fazei mobile printr-o ecuatie de dependenta de una din cele 2 forme:
M6(x1,X2,X3) = a1X; + axXp + a3X3 + 24X X + asX X3 + agXoX3 (1)
M7(x1,X2,X3) = a1X; + ayXp + a3X3 + 24X X + asX X3 + 2XpX3 + 27X X2X3 2)
unde x;, X, X3 sunt fractiile molare ale celor 3 solventi (x; + X2 + x3 = 1), M6 si M7 sunt
estimatori §i apoi predictori ai parametrului cromatografic ales iar a;, a,, a3, as4, as, ag i a; sunt
coeficienti care sunt intdi determinati pe baza celei mai bune estimari a parametrului cromatografic ales
iar apoi sunt folositi pentru a prezice valorile acestui parametru pentru orice compozitie a fazei mobile.
Parametrii cromatografici care au fost modelati utilizdnd ecuatiile (1) si (2) sunt:
« RF(i,e) = 1(i)/1(e) 3)
unde i este unul din compusii de separat, e este eluentul folosit ca faza mobild, 1(i) este
coordonata la care a migrat in eluentul e, 1(e) este coordonata la care a migrat eluentul,
iar RF este sirul factorilor de retentie ai compusilor de separat pentru eluentul e;
* RS(i,j,e) = 2*(1(D)-1G))/(w(i)+w())) 4
unde 1, j sunt doi compusi de separat, w(i) si w(j) sunt latimile petelor compusilor, iar
RS este matricea rezolutiilor calculate pentru separarea compusului i de compusul j;

« RSO(i,e) = 2*(lo(i)-lo(i+1))/(W(i)tw(i+1)) (5)



unde lo(i) este a i-a coordonatd de migrare in lista ordonata a lungimilor de migrare iar
RSO este matricea rezolutiilor ordonate pentru separarea compusilor consecutivi;

« Sm(e) = V(T (ARFT-ARF(j,e))N(n+1) (6)
unde n este numarul de compusi de separat, ARFT este factorul de retentie ideal in
separare (1/n), ARF(j,e) este diferenta a i-a intre 2 factori de retentie consecutivi in lista

ordonatd a factorilor de retentie, iar Sm este separarea medie inregistratd pentru eluentul

<

* RSA(e) = Y;RSO(,e)/n @)
unde RSA este rezolutia medie a separarii folosind eluentul e;

* RRP(e) = IIRSO(j,e)/RSA(e) ®)

unde RRP este produsul ponderat cu media rezolutiilor in separarea folosind eluentul e;
e Inf(e,m) = Zy(nyx/n)logy(ny/n) 9)
unde ni este numarul de compusi care migreaza in al k-lea interval echidistant din cele
m in care a fost Tmpartitad intreaga lungime de migrare 1(e) iar Inf este un factor de
calitate al separarii calculat dupa metoda Logit si care se anuleazd pentru o separare
ideala;
« FOB(e,m) = Zja;F;(Sm(e),Inf(e,m),RSA(e),RRP(e)) (10)
unde 1 <j <4, F; sunt functii care exprima fiecare cite o expresie de cei 4 parametrii, a;
sunt coeficienti alesi arbitrar sau printr-o relatie de ponderare definitd matematic, iar
FOB este o functie obiectiv ce caracterizeazd separarea cu eluentul e in raport cu
alegerea coeficientilor aj, a functiilor F; si respectiv a numdrului de intervale m.
Prin aplicarea uneia dintre ecuatiile (3-10) pentru un sir de p experimente, rezultd o matrice
MOB cu una (ecuatiile 6-10) sau mai multe linii (ecuatiile 3-5) si totdeauna p coloane, cte una pentru
fiecare experiment, ale carei elemente reprezintd valorile parametrului cromatografic care se modeleaza
folosind una din ecuatiile (1) sau (2). Pentru ca algoritmul de optimizare sa aiba o solutie unic
determinata este necesar ca p > 6 pentru ecuatia (1) si respectiv p > 7 pentru ecuatia (2).
Pentru fiecare linie a matricei MOB se construieste un sistem de p ecuatii liniare cu 6 sau 7
termeni (ecuatia 1 si respectiv ecuatia 2) in coeficientii a; in forma:
MOB(j) = ajx; + aX; + azx3 + asX;Xp + ... (11)
unde x; sunt fractiile molare ale fiecarui solvent (i = 1, 2, 3) ce intrd In compozitia
eluentuluie; G=1,2, ..., p).
La sistemul de ecuatii liniare de forma (11) se aplicda metoda celor mai mici patrate pentru

construirea sistemului de ecuatii cu solutie unic determinatda MMCP, care se obtine dupa formula:



MMCP(k,0) = M2(MOB,A(k)), MMCP(k,l) = M2(A(k),A(l)) (12)

unde k1 =1, 2, ..., 6 (ecuatia (1) sau 7 pentru ecuatia (2)), A(k) este sirul termenilor
cunoscuti din ecuatia (11), M2 calculeazd media pentru produsul sirurilor MOB si A(k), iar MMCP
este matricea extinsd a sistemului de ecuatii liniare ce serveste la determinarea coeficientilor a.

Se aplica metoda Gauss pentru determinarea solutiei sistemului (12). Fie A0 = (a1, a2, -, 206)
solutia acestui sistem (sau A0 = (agy, a2, -.., 2p7) pentru cazul ecuatiei (2)). (13)

Odata determinati coeficientii A0 se folosesc valorile acestora pentru a efectua predictia
parametrului cromatografic folosind din nou una din ecuatiile (1) si (2) si anume cea pentru care s-au
determinat coeficientii.

Fie Y parametrul cromatografic ales. Daca matricea MOB (predictorul lui Y) are mai mult de o
linie, si atunci si estimatorul lui Y are mai mult de o linie. Daca z este numarul de linii al matricei
MOB (si implicit numarul de predictori) atunci putem exprima estimatorul parametrului cromatografic
ales Y sub forma unui sir:

Y=(91 090 (14)

Optimul se obtine prin aplicarea unei functii de maxim sau de minim (cum este caracterizarea
unei separdri de mai multi compusi prin cea mai proasta separare a doi compusi ai acesteia):

o = opt(Y), unde opt = "max" sau opt = "min" (15)

Parcurgand intreg domeniul de valori posibile pentru compozitia fazei mobile se identifica
punctul de optim i anume compozitia optima a fazei mobile (x;, X2, X3):

() | Y () = opt{ ¥(i/100,j/100,k/100) | i=0..100, j=0..100-i, k=100-i-j} (16)

Interfata Programului

Pentru a implementa optimizarea fazei mobile la separarea cromatografica cu amestecuri de trei
solventi s-a creat un pachet de programe PHP (Pre Hypertext Processed) care asigurd o maxima
portabilitate [3]. Astfel, programul de optimizare poate fi executat de pe orice calculator care este legat
la Internet de la adresa:

http://vl.academicdirect.org/molecular dynamics/mobile phase opt/

Trei programe (opl.php, op2.php, op3.php) asigurd interfata pentru introducerea datelor
experimentale si selectia modelelor folosite.
Astfel, programul opl.php permite specificarea celor trei solventi folositi si a compusilor care

se doreste a fi separati (daca acestia sunt cunoscuti). Aceste informatii nu afecteaza modul de calcul pe



care se bazeaza optimizarea, ci sunt folositi numai pentru usurarea manipularii interfetei programului si

prezentarea rezultatelor optimizarii.

Rezultatul alegerii este transmis programului op2.php care dintr-o lista de 10 compozitii ale
fazei mobile experimente permite utilizatorului sa aleagd exact acele experimente pe care le-a efectuat.

Programul op3.php contine ultima interfatd pentru introducerea datelor mésurate. Aici pentru
fiecare experiment se cere distanta pe care a migrat eluentul si pentru fiecare compus se cere distanta
pe care a migrat acesta si largimea spotului cromatografic.

Alegerea modelului matematic si a parametrului cromatografic folosite este posibila in orice
combinatie dintre modelul cu 6 si cel cu 7 termeni §i respectiv functie obiectiv, rezolutie sau factor de
retentie.

Programul op4.php efectueaza toate calculele solicitate si afiseaza rezultatele in forma:

o Nume parametru cromatografic;

« Ecuatia modelarii parametrului cromatografic;

e Valorile parametrului cromatografic ce rezulta din experiment din aplicarea formulelor de calcul ale
acestuia, pentru fiecare experiment ales si fiecare compus, pereche de compusi sau sub-functie
obiectiv (vezi modelul matematic);

e Valorile parametrului cromatografic ce rezultd din modelare in aceeasi succesiune ca pentru valorile
ce rezultd din experiment;

e Lista valorilor prezise de model pentru valorile parametrului cromatografic pentru toate valorile
posibile ale compozitiei fazei mobile cu un increment de o unitate procentuala de compozitie;

o Compozitia optima calculatd de model si valoarea prezisa a parametrului cromatografic in acest
punct;

e O cale de acces catre un alt program (graph.php) care reprezintd grafic sub forma de suprafata de
nivel dependenta parametrului cromatografic prezis in functie de compozitia fazei mobile folosind 4
specificatii utilizator (care doi din cei trei solventi sunt alesi pentru a reprezenta axele Ox si Oy, care
este valoarea minima a parametrului cromatografic are sd apara pe graficul rezultat, si cate nuante
intermediare de culoare intre 2 culori de bazi sa fie folosite pentru reprezentarea suprafetei de nivel
intre valoarea minima si valoarea maxima a parametrului cromatografic prezis); programul produce
un grafic In format PNG (Portable Network Graphics);

o O cale de acces catre salvarea rezultatelor in format text.



Implementare Software

Fisierele datal.php, data2.php si data3.php contin tablouri uni- §i bi- dimensionale a 3
experimente care pot fi folosite drept model in executia programului de modelare.

Astfel, compusii, solventii si distantele de migrare ale eluentilor sunt tablouri unidimensionale
iar experimentele si rezultatele sunt tablouri bidimensionale. O notd aparte fac rezultatele, a caror
implementare ca tablouri bidimensionale (compus Vvs. data) a fost preferata in favoarea celei naturale a
acestora de tablouri tridimensionale (compus VS. experiment VS. data) pentru usurarea manipularii
acestora de catre utilizator.

Transmiterea datelor intre client (utilizator) si server (programe) se face cu precadere prin
metoda POST, insa optiunea de alegerea datelor model se face prin metoda GET.

Nucleul principal al aplicatie de optimizare este realizat de modulul z_ HPTLC_Models.php:

« Functia MX_Model intoarce un sir ale cdrui valori sunt obtinute din efectuarea inmultirilor acolo unde

este necesar conform modelului dat de ecuatiile (1) si (2);

Functia MX_Put foloseste rezultatul dat de functia MX_Model si valorile parametrului cromatografic

pentru a construi sistemul de ecuatii liniare dat de ecuatia (11);

Functia MX_System foloseste rezultatul dat de functia MX_Put pentru a construi sistemul de ecuatii

liniare cu solutie unic determinata (12);

Functia MX_Gauss rezolva sistemul de ecuatii liniare (12) dat de functia MX_System si intoarce

valorile calculate ale coeficientilor modelului (ecuatia 13);

Functia MX_Coefs integreazd functiile MX_Put, MX_System si MX_Gauss intr-un modul care
primeste ca si date valorile parametrului cromatografic si valorile compozitiei fazei mobile si produce

valorile coeficientilor modelului;

Functia MX_Est efectueaza predictia valorilor parametrului cromatografic folosind datele calculate

ale coeficientilor modelului si o compozitie data a fazei mobile;

Functia Worst_RF defineste parametrul care caracterizeazd o separare modelata prin factorul de
retentie ca parametru cromatografic; foloseste un sir de valori calculate ale factorului de retentie

pentru fiecare compus §i intoarce ca valoare cea mai mica diferentd care se Inregistreaza in acest sir;

Functia Worst_RS defineste parametrul care caracterizeaza o separare modelatd prin rezolutie ca
parametru cromatografic; foloseste un sir de valori calculate ale rezolutiei o serie de perechi de

compusi si intoarce ca valoare cea mai mica valoare din acest sir;

Functia Worst_OB defineste parametrul care caracterizeaza o separare modelatd prin functie obiectiv;

are o singura data de intrare, valoarea functiei obiectiv §i o Intoarce pa aceasta ca valoare;



e Functia f_sm implementeaza calculul separarii medii dat de ecuatia (6);

e Functia f_rsa implementeaza calculul rezolutii medii dat de ecuatia (7);

e Functia f_rrp implementeaza calculul produsul ponderat cu media rezolutiilor dat de ecuatia (8);

e Functia f_inf implementeaza calculul factorului de calitate al separarii calculat dupa metoda Logit dat
de ecuatia (9);

e Functiile f_obX (X=1,2,...) implementeaza diferite functii obiectiv date de ecuatia (10).

Testarea Aplicatiei

« in figura urmitoare este redata interfata de intrare in aplicatie:
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3 http:f fvl.academicdirect.orgf molecular_dynamics{mobile_phase_optfc

File Edit ‘View Favorites Tools Help

Qeak ~ ) ~ [%] (@] D] O seach JyFavories €] v AP 3

Address Iéj http: /vl .academicdirect org/malecular_dynamics/mobile_phase_opt/opl.php?d=0

Googler | j\ &2 Search Web ~ |0 | P=fen B0 blocked B ALior| | BEOptions 2

Solvents: Compounds:
metazepan

napoton

nitrazepan

Submit Query

o Alegerea experimentelor este redata in figura urmatoare:
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