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Streszczenie

Automatyzacja analizy sygnaléw chromatograficznych jest, w ogdlnym
przypadku, trudnym zadaniem wieloetapowym. Jednym z etapow jest
wygladzanie sygnalu w celu zmniejszenia wariancji zaklocen losowych.
Od jakosci wygtadzania zalezy efektywno$¢ wykrywania pikéw oraz
wyznaczania wstegpnych ocen ich parametrow metoda analizy przebiegu
pochodnych sygnatu chromatograficznego. W pracy do wygladzania
sygnatu rozwaza si¢ procedur¢ wygladzania wielomianowego wg
Savitzky’ego i Golay’a (SG). Optymalny dobor parametréw tej procedury,
czyli szeroko$ci okna oraz stopnia wielomianu wygladzajacego jest
kluczowy dla jakosci wygladzania. Automatyzacja wymaga okreslenia
kryterium, wg ktoérego dokonuje si¢ doboru tych parametrow. W tym celu
zastosowano i przetestowano kryterium Durbina-Watsona.

Slowa Kluczowe: wygladzanie wielomianowe, kryterium Durbina-
Watsona, automatyzacja analizy sygnatu chromatograficznego.

The use of Durbin-Watson criterion for
automatic analysis of chromatographic signals

Abstract

Automation of analysis of chromatographic signals is a difficult task
generally. One of the stage of the analysis is signal smoothing for purpose
of eliminate of random noise. Efficiency of peaks detection procedure
depends on quality of the smoothing when features of first and second
order derivatives are used for peak detection. In the article Savitzky-Golay
smoothing procedure is considered. Optimal choosing of parameters of
the procedure is a main factor of quality of smoothing. Automation of
calculation of smoothing parameters needs to define a criterion. One of the
possible is a Durbin-Watson criterion of quality of smoothing, tested in the
article.

Keywords: polynomial smoothing, Durbin-Watson criterion, automation
of analysis of chromatographic signal.

1. Wstep

Celem analizy sygnatu chromatograficznego jest przyporzad-
kowanie kazdemu pikowi na chromatogramie nazwy substancji
chemicznej, ktérej odpowiada (identyfikacja sktadnika) oraz
okreslenie stezen poszczegdlnych sktadnikoéw poprzez wyznacze-
nie powierzchni pikéw. Sygnaly chromatograficzne moga zawie-
ra¢ ogromna liczbg pikow, przy czym piki moga si¢ naktada¢ na
siebie, co komplikuje analize i prowadzi do stosowania skompli-
kowanych algorytmow analizy [1]. Analiza takich sygnatow jest
na ogo6t trudna do automatyzacji. Jakos¢ wygladzania sygnalu ma
tu podstawowe znaczenie, gdyz podstawie wygtadzonego sygnatu
wyznacza si¢ jego pochodne, a ich przebieg oraz odpowiednio
dobrane warto$ci progdéw detekcji dla sygnatu i jego pochodnych
determinuja jako$¢ procedury wykrywania pikéw. Ogoélnie proce-
dura wykrywania pikoéw na chromatogramie na podstawie prze-
biegu pochodnych przedstawia si¢ nastgpujaco: miejsca zerowe

pierwszej pochodnej sygnatu chromatograficznego przy zmianie
znaku pochodnej z dodatniego na ujemny okreslaja polozenie
wierzchotkow pikéw na osi czasu. W przypadku pikéw natozo-
nych procedura oparta na przebiegu pierwszej pochodnej moze
okaza¢ si¢ zbyt mato selektywna, wtedy liczbe pikow i polozenie
ich maksiméw okresla si¢ na podstawie przebiegu drugiej po-
chodnej — potozenia miniméw lokalnych drugiej pochodnej przy
ujemnej wartosci tej pochodnej utozsamia si¢ z potozeniem wierz-
chotkow pikow.

Procedura ro6zniczkowania sygnatu cyfrowego w obecnosci za-
ktécen losowych nalezy do zadan trudnych [2], bowiem przy
rézniczkowaniu sygnalu roézniczkuje si¢ rowniez zaktdcenia.
Zwiazek migedzy gestosciami widmowymi mocy sygnatu x i jego
pochodnej x” jest nastepujacy:

S.(0)=0"-S (0)- (D

Wynika z niego, ze moc sygnatu po rézniczkowaniu wzrasta o’
razy. W przypadku sygnatu chromatograficznego, ktoérego skta-
dowa uzyteczna jest wolnozmienna w stosunku do szumoéw, sto-
sunek sygnat-szum po rézniczkowaniu pogorszy sie, a przebieg
pochodnej nie bedzie gtadki. W zwiazku z tym nalezy zapropo-
nowac procedure, ktdra zmniejszy udzial szuméw w sygnale, tak
aby przebieg pochodnej byt odpowiednio gtadki.

2. Procedura wygladzania
Savitzky’ego-Golaya

W eksperymencie chromatograficznym rejestruje si¢ sygnat
wyjsciowy y z detektora chromatograficznego w postaci cyfrowe;j:

y,=c,+z,+¢,i=0.n-1, 2)

gdzie y~=y(t;) — wartosci sygnatu y w dyskretnych chwilach czasu
t, t,=t,+i-At, ty — chwila rozpoczecia rejestracji sygnatu,

At — staly okres probkowania; ¢; — wartosci  sktadowej uzytecznej
sygnatu; z; — wartosci dryftu linii bazowej; & - zaktdcenia losowe;
n — liczba zarejestrowanych probek sygnatu.

W procedurze wygtadzania wielomianowego Savitzky’ego-
Golaya elementy wektora danych y sa zastgpowane warto$ciami
wielomianu k-tego stopnia aproksymujacego lokalnie sygnat
w oknie o szerokosci f, przy czym probka wygtadzana y; znajduje
si¢ w S$rodku okna. Szerokos$¢ okna jest liczba nieparzystg
f=2-m+1, gdzie m oznacza liczb¢ probek otaczajacych prébke
wygladzang z lewej i z prawej strony. Na ogot /<<n. Aby uzyskaé
efekt wygladzenia stopien wielomianu £ musi by¢ przynajmniej
0 2 mniejszy od szerokosci okna f. Ilustracj¢ procedury stanowi
rys. 1 (=7, wielomian 2 stopnia jako linia ciagla). Podobnie po-
stepuje si¢ dla probek w kolejnych chwilach czasu #, #;45, ... itd.

y Aproksymacja wielomianowa
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Rys. 1. Ilustracja procedury wygladzania wielomianowego dla probki w chwili 7
Fig. 1.  Illustration of Savitzky-Golay smoothing procedure at time ¢
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W swojej pracy [3] Savitzk’y i Golay pokazali, ze obliczanie
wygladzonego sygnatu przy spetnieniu zatozenia, ze okres prob-
kowania jest staty, sprowadza si¢ do splotu sygnatu wygtadzanego
z oknem wspdtczynnikéw o statych wartosciach i szerokosci f,
a wigc procedura, przy swoich zaletach, jest bardzo prosta obli-
CZeniowo.

Matematycznie zagadnienie wygladzania wielomianowego
przedstawia si¢ nastgpujaco: przy zatozeniu, ze wielomian dobrze
aproksymuje dane w oknie o szerokosci f zadanie aproksymacji
sprowadza si¢ do wyznaczenia wspotczynnikéw b wielomianu
zatozonego stopnia metoda najmniejszych kwadratéw dla modelu:

yr=Trbtey 3

gdzie y, —wektor wartosci danych w oknie o rozmiarze fxI,
T; — macierz Vandermonda zmiennej niezaleznej o rozmiarze
fXxk+1, gdzie k — stopien wielomianu aproksymujacego; b — wektor
wspotczynnikéw wielomianu o rozmiarze (k+1)x1; & — wektor
realizacji bledow o rozmiarze fx1. Rozwigzanie uzyskane metoda
najmniejszych kwadratdw ma postac:

[;:(TfTTf)ﬂTnyf’ “)
a wartosci wielomianu aproksymujacego wyznacza si¢ z wzoru
Py =Tb=T,(T,'T,)"'T,"y, = Hy,> )

gdzie H= Tk,»(T‘,»TTf)’1 TfT jest dla wybranego stopnia wielomianu
i szerokosci okna wygladzajacego f macierza stala o rozmiarze
f%f, niezalezng od indeksu i wygladzanej probki y; . Poniewaz
wygtadzana dana y; lezy w srodku okna, do wygtadzania wyko-
rzystuje si¢ tylko srodkowy wiersz 4 macierzy H, jednakowy dla
wszystkich probek wygtadzanych y;, a wigc procedura wygtadza-
nia sygnatu y w chwili ¢; sprowadza si¢ do wyrazenia:

j\/(t;‘): Zhj ’y(ti+/'):h'yf:

J=—m

h=[h h .k, h ], (6)

v, =)yt )]

gdzie y, jest wektorem wartosci probek sygnatu o dlugosci
f=2-m+1. W swojej pracy Savitzk’y i Golay podali wartosci wek-
torow wspotczynnikow wygtadzajacych 4 dla réznych szerokosci
okna i stopni wielomianu. Zaleta procedury jest prostota oblicze-
niowa. Za pomoca procedury mozna réwnocze$nie wygladzac
i rézniczkowaé sygnal, przyjmujac wartosci pochodnej sygnatu
rowne wartoSciom pochodnej wielomianu wygtadzajacego
w punkcie wygtadzanym, ktére bardzo tatwo wyznaczy¢. Warto-
$ci wspolezynnikow dla procedury rozniczkowania z wygtadza-
niem podano dla réznych szerokosci okien wygtadzajacych oraz
rzedu pochodnej w [3]. Jesli stopien wielomianu wynosi &, to
w jednym kroku wyznaczy¢ mozna co najwyzej k-ta pochodng
sygnatu, pochodne wyzszych niz k rzgdéow beda miaty wartosci
réwne 0. Jakos$é wygltadzania metoda S-G zalezy od odpowiednie-
go doboru parametrow procedury, ktérymi sa: stopien wielomianu
k oraz szeroko$¢ okna f. Na ogot operator oprogramowania dobie-
ra te wartosci recznie. W algorytmie automatycznej analizy sygna-
hu nalezy podaé kryterium, wg ktorego parametry te bytyby dobie-
rane bez udziatu cztowieka.

3. Kryterium Durbina-Watsona

Automatyczny dobor szeroko$ci okna przeprowadza si¢ za po-
moca kryterium Durbina-Watsona. Statystyka ta wyraza si¢ wzo-
rem [4]:
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3 (v - yw,i) =i = Vi )]2

o (LJ ™
Z(yi_yw,i)z "

gdzie y; — warto$¢ i-tej probki zarejestrowanego sygnatu chroma-
tograficznego, y,,; — wartos¢ i-tej probki po wygtadzeniu sygnatu,
n — liczba probek w chromatogramie. Statystyka DW jest miarg
korelacji elementow wektora r=y-y, obliczanego jako rdznice
migdzy sygnalem oryginalnym i wygtadzonym W liczniku staty-
styki DW wystepuje suma kwadratow réznic kolejnych residuow
sygnatow oryginalnego i wygtadzonego: r; i 7.1, a w mianowniku
suma kwadratow residudéw. Przyjmuje si¢ zatozenie, Zze brak kore-
lacji miedzy elementami wektora » oznacza, ze procedura wygta-
dzania ma dobrze dobrane parametry. W przypadku braku korela-
cji migdzy kolejnymi elementami wektora » wartos¢ DW jest
bliska 2, co wynika z wzoru (7), dla wigkszej jasnosci zapisanego
ponizej dla reszt r;:

D 2T 2 =2 )
> 2

2 2
[brak korelacji= > rr, = ()] ~ M

2
2

Gdy okno wygladzajace jest zbyt waskie, wartosci kryterium
DW>2. Przyjecie w procedurze wygtadzania zbyt duzej szerokosci
okna wygladzajacego f'i zbyt malego stopnia wielomianu prowa-
dzi do wartosci DW<2.

Zastosowanie kryterium DW do optymalnego doboru szeroko-
$ci okna polega na przegladzie wartosci DW dla r6znych szeroko-
$ci okna wygladzajacego i wybraniu tej szerokosci okna, dla
ktdrej wartos¢ DW jest mozliwie najblizsza liczbie 2 [2].

®)

1N

2

4. Zastosowanie procedury do danych
chromatograficznych

Procedur¢ automatycznego doboru optymalnej szerokosci okna
zastosowano do sygnatéw uzyskanych z chromatografu gazowego
Varian 3800.
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Rys. 2. Chromatogram mieszaniny 6 alkoholi
Fig.2. Chromatogram of mixture of 6 alcohols



292

Chromatografowano mieszaning szesciu alkoholi, od metanolu
do heksanolu, w stalej temperaturze 60°C. Zastosowano kapilarng
kolumng chromatograficzng CP-SilSCB o $rednicy 0.53mm dedy-
kowang do rozdzielania alkoholi. Dane z detektora FID (ptomie-
niowo-jonizacyjny) zarejestrowano z czgstotliwoscia probkowania
40Hz, wartos¢ kwantu przetwonika A/C gq=10° V. Uzyskano
chromatogram z 6 rozdzielonymi pikami, reprezentujacymi
w kolejnosci metanol, etanol, propanol, butanol, pentanol, heksa-
nol. Uzyskany chromatogram przedstawiono na rys. 2.

Odchylenie standardowe zaktocenn losowych wyniosto ok.
10 V. Rozktad bledéw losowych jest zblizony do rozktadu nor-
malnego.

5. Wyniki

Sygnat z rys. 2 podzielono na 4 segmenty: piki 1-3 (s1), pik 4
(s2), pik 5 (s3), pik 6 (s4), grupujac piki w segmenty o zblizonych
szeroko$ciach

Stosujac kryterium DW do sygnatu z rys. 2 wyznaczono opty-
malng szeroko$¢ okna wygladzajacego dla stopnia wielomianu 3:
f=7 przy wartosci kryterium DW=2,36. Dla okna o szerokosci 7
oraz stopnia wielomianu wygtadzajacego 3 wyznaczono pierwsza
i druga pochodne sygnatu w poszczegdlnych segmentach. Wyniki
przedstawiono na rys. 3 4 pierwsze piki charakteryzujq si¢ poje-
dynczymi minimami w ujemnej czesci drugiej pochodnej, co
w polaczeniu z progowaniem sygnatu pozwala poprawnie zidenty-
fikowac liczbe pikéw. Dla pikdéw 5 i 6 wygladzenie sygnatlu po-
chodnej jest tu niewystarczajace i w przebiegu drugich pochod-
nych widoczne sg wielokrotne minima lokalne. Na skutek tego
pojedynczy pik jest interpretowany jako grupa pikéw mocno
nalozonych, a wigc analiza drugiej pochodnej w przypadku pikow
516 prowadzi do btednej liczby wykrytych pikow.
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Rys. 3. 2-gie pochodne sygnalu wyznacznone metoda SG dla szerokosci okna 7
i wielomianu 3 stopnia. Kropkami zaznaczono minima lokalne drugiej
pochodne;j

Fig.3.  2-nd derivatives of chromatographic signal calcutated by SG metod with
width of window equal to 7 and 3-rd order polynomial. Dots indicate
2-nd derivatie minimas

Nastgpnie do kazdego z segmentéow osobno dobrano optymalng
wg kryterium DW szeroko$¢ okna wygtadzajacego dla stopnia
wielomianu 3. Uzyskane wyniki przedstawiono na rys. 4. Jak
widaé zmiana nastapita tylko dla segmentu s1, gdzie wyznaczono
warto$¢ szerokosci okna 5. W przypadku segmentow s3 i s4 sytu-
acja jest podobna jak w przypadku poprzednim — to znaczy,
zwlaszcza dla segmentu 4, poprawne wyznaczenie liczby pikow
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w segmencie jest niemozliwe. Nalezatoby zwigkszy¢ szerokosc
okna.

Wyniki pokazuja, ze kryterium DW nie jest skuteczne jesli cze-
stotliwos¢ probkowania oraz szeroko$¢ piku sa duze. Aby roz-
wiazaé problem proponuje si¢ zastosowaé wielokrotne powtdrze-
nie wygladzania metoda Savitzky’ego-Golaya dla tej samej proby
przy tej samej szerokosci okna, przy czym krotno$¢ powtodrzen
przy ustalonej szerokosci okna staje si¢ dodatkowym parametrem,
ktérego odpowiedni dobdr moze poprawic to efekty wygtadzania.
Autorzy w [4] nie uwzglednili tego aspektu w swojej pracy.
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Rys. 4. Wynik obliczenia drugiej pochodnej sygnalow w segmentach. Kryterium
DW stosowane osobno do kazdego segmentu

Fig.4. Results of 2-nd derivative calculation for particular segment sof signal
DW criterion applied to each segment separately

Wyniki wielokrotnego wygladzania dla segmentu s4, sktadaja-
cego si¢ z najszerszego, pojedynczego piku, przedstawiono na
rys. 5.
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Rys. 5. Wyniki wyznaczenia drugiej pochodnej przy wielokrotnym
wygladzaniu dla segmentu s4; a) szeroko$¢ okna f=7; liczba powtorzen
filtracji n=63; DW=0.092; b) szerokos¢ okna f=15; liczba powtorzen
filtracji n=12; DW=0.093

Fig. 5. Results of 2-nd derivative of s4 segment calculation for repeated
smoothing. a) window width /=7; number of repetition »=63; DIW=0.092;
b) window width /=15; number of repetition »=12; DW=0.093

6. Podsumowanie

Automatyczna analiza zlozonych sygnatéw chromatograficz-
nych wymaga wyznaczenia pochodnych sygnatu chromatogra-
ficznego w celu prawidlowej detekcji pikdow na chromatogramie.
Zaproponowane w literaturze wygladzanie wielomianowe wg
Savitzky’ego i Golaya przy zastosowaniu kryterium Durbina-
Watsona do doboru szerokosci okna wygtadzajacego w pewnych
przypadkach prowadzi do uzyskania sygnatu drugiej pochodnej
z wieloma minimami lokalnymi, co jest przyczyna btgdnego wy-
znaczenia (zawyzenia) liczby pikdw w sygnale. W pracy pokaza-
no przyktady uzyskania btednych wynikéw dla rzeczywistych

sygnatow chromatograficznych, charakteryzujacych si¢ duzym
stosunkiem sygnat-szum. Kryterium DW jest w tym przypadku
nieczute i nie daje dobrych rezultatow zwlaszcza przy pikach
szerokich, o wigkszych czasach retencji.

W pracy podjeto probe rozwiazania problemu poprzez zastoso-
wanie wielokrotnego wygladzania sygnalu przy oknie o stalej
szerokosci. W trudnych przypadkach, gdy wygtadza si¢ segmenty
chromatogramu zawierajace szerokie piki, udato si¢ znalez¢ liczbe
powtorzen procedury filtracji przy ustalonej szerokosci okna,
prowadzaca do prawidlowego okreslenia liczby pikéw. Dodatko-
wo przy stosowaniu szerszego okna wygtadzajacego do uzyskania
prawidtowego przebiegu pochodnej wystarczata mniejsza liczba
powtoérzen procedury wygladzania. Optymalny przebieg drugiej
pochodnej uzyskano dla wartosci DW=0.23 dla piku wezszego
(segment s3) oraz dla DW=0.093 dla piku szerszego (segment s4).
Nalezy zauwazy¢, ze obie te wartosci znacznie odbiegaja od war-
tosci teoretycznie najlepszej, czyli DW=2. Przy tym minimum
drugiej pochodnej znajduje si¢ praktycznie w tym samym miejscu,
co przy wygladzaniu prowadzacym do wartosci DW bliskiej
liczby 2. Okazuje sig, ze znieksztalcenie systematycznie pochod-
nej (poszerzenie przebiegu drugiej pochodnej w osi odcigtych oraz
splaszczenie w osi rzgdnych) powstate na skutek powtarzania
procedury wygtadzania nie prowadzi do btedéw w wyznaczeniu
potozenia piku. Dodatkowo, im szerszy pik, tym mniejsza warto$¢
DW daje optymalny przebieg drugiej pochodnej. Gdy celem sto-
sowania wygladzania metoda Savitzky’ego-Golaya jest wyzna-
czenie przebiegu pochodnych sygnatu (zwlaszcza drugiej po-
chodnej) ,dopuszcza si¢ stosowanie mniejszych wartosci DW niz 2
jako optymalne, jednakze dobdr tych wartosci zalezy od konkret-
nego systemu oraz od szerokosci pikéw sktadowych w sygnale
i wydaje si¢ trudny do automatyzacji.
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