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RESUME

La séparation de deux pics voisins formant un
doublet serré est un probléme fondamental qui inter-
vient dans toute analyse de spectre, et en particulier
en chromatographie. Dans le cas ol les deux pics &
séparer sont de méme forme et de méme largeur, une mé-
thode d'estimation de la distance et du rapport des
aires 3 partir de profils norm&s par la surface a déja
été proposée et testée en simulation. On applique ici
les algofithmes 3 des chromgtogrammes réels. On par-
vient & séparer des couples d'isoméres dont le signal
résultant apparait comme un pic unique. On discute
avec l'aide de simulations numériques, le bienfondé
de 1'hypothese d'&galité des largeurs pour les pics

composants.

SUMMARY

The separation of two strongly owerlapped
peaks is a fundamental problem occuring in every spec=—
tral analysis, e.g. in chromatography. In case of two
peaks with equal shapes and equal widths, an estima-
tion method for separation and area ratio by means of
nqrmalized profiles has already been proposed and che-—
cked by simulation. Here the algorithms are applied

to real chromatograms.

We are abble to separate isomer pairs whom resultant
signal appears as a unique peak. The hypothesis of
width equality is discussed using simulation.on a com—

puter,
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1. INTRODUCTION

Le dépouillement des spectres que l'on ren-
contre dans les procé&d&s d'analyse physico-chimique
se heurte au probl&me fondamental de la séparation des
pics qui se chevauchent. Méme dans le cas le plus sim—
ple oli 1'on cherche & séparer seulement deux pics voi-
sins, les approches sont nombreuses mais toujours 1li-

mitées, en particulier lorsque le signal observé est
un "doublet serré" c'est-a-dire qui se présente sous
1l'aspect d'un pic unique. D'un point de vue purement
numérique, le probléme est mal conditionné : on peut
en effet ajuster un pic unique gaussien, ou lorentzien
... sans bruit, & l'aide soit d'un mod&le & un pic
soit d'un mod&le & deux pics voisins [1] avec des er-
reurs résiduelles du méme ordre de grandeur. Dans le
cas de signaux réels le bruit ne fait qu'accroitre
1'incertitude.

En présence d'un signal ayant une allure de
pic, 1e4premier probléme est donc de détecter s'il est
"simple" (1 raie unique dans le cas de la spectrosco-
pie...) ou "multiple" c'est i dire obtenu mar somma-
tion de deux ou plusieurs pics simples suffisamment
peu résolus. Une réponse a ce probléme a déja &té pro-—
posée avec la méthode des fonctions de Répartition

[2,3,4] qui permet de mesurer de petites variations de
forme entre deux signaux transitoires. L'efficacitéd
de cette méthode a &té prouvée pratiquement par son
application & la chromatographie dans le probléme de
la détection des pics doubles [5] et dans d'autres
probldmes tels que la mesure de 1'évolution de forme
d'un pic simple avec certaines conditions d'expérien-
ce [6,7].

Plagons nous maintenant en pré&sence d'un
pic double le probléme que l'on se pose et que nous
traitons ici est celui de 1'estimation des paramétres
du doublet. Considérons le cas oli le signal observé
z(t) est la somme de deux pics (signaux unimodaux)
de méme forme :

z(t) =e(y(t)+(k/a)y((t-d)/a) (H

: y(t) est le profil d'une des composantes ;

oll
¢ est une constante }
d représente la distance du an pic au 187,
k représente le rapport de l'aire du ond pic 2
celle du 1Er;
a représeﬁte le rapport de largeur du 2nd pic
3 celle du 1%%
Une méthode d'estimation de d et k (en supposant a=l,
c'est @ dire des pics de méme largeur) a &té publiée
par 1'un des auteurs [8]. Le but de cette communica-

tion est de montrer les premiers résultats de 1'appli~

cation des algorithmes 3 des chromatogrammes réels.

L'hypoth&se de picsde méme largeur (a=1) couramment ad-
mise en chromatographie pour des pics voisins n'est que
la limite obtenue quand la distance tend vers zéro.
Afin d'étayer la discussion nous-avons, au préalable,
€tudié en simulation l'influence de cette hypoth&se’:en
faisant varier le paramdtre a autour de la valeur 1, on
calcule les estimations de d et k qui supposent "a=1",
et on les compare & celles obtenues en estimant simulta-
nément a,d,k.

2. SIMULATION NUMERIQUE

2.1, Rappel de la méthode : cas "a=1"

En reprenant les notations de (1), l'applica-

tion de la méthode suppose que 1'on dispose :
1°/ de 1'enregistrement y(t) (échantillonné) de 1'un
des pics composants, & un facteur multiplicatif présj
2°/ de 1'enregistrement z(t) somme des deux pics com~
posants, avec la m@me origine des abscisses que y(t).
En faisant 1'hypoth&se "a=1", la relation (1) s'écrit :

z(t) = c(y(t) + ky(t-d)) (2)
Les paramétres 3 estimer sont d et k. On montre [8] que
le paramétre d, quiintervient de fagon non lin&aire,

s'obtient trés simplement 3 partir des profils normés

+® +00
y(t) = y(t)/ / y(x) dx et z(t) = z(t)/

/Il z(x) dx

-

Comme indiqué sur la figure 1, d est la différence d'ab
scisse entre le point d'intersection des courbes g'et z
et le point de méme ordonnée sur ;i Connaissant d, la
relation (2) permet de calculer k :

k = (y(£) -2())/(z(£)-y(t-d)) (3)

pour une valeur quelconque de t (différente de l'abscis—
se du point d'intersection). Pratiquement, en présence
d'un signal bruité il est préférable d'utiliser une
série de valeurs t. de t (i= Jl 3 J2). Soit d 1'estima-
tion de d ; si 1l'on pose

N N
v, = V(e = y(t) - 2(t)) %)

o Y

u(ti:a) = Z(ti) - y(ti_a) (5)

u.
1
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On obtient 1'estimation R de k associée 3 & en calcu-
I lant la droite de régression v= qutf des v, par rap-
port aux u; ; on a
E=oa (6)

2.2, Etude du cas "a#l"

Pour avoir une idée de 1'influence d'une
fluctuation de largeur de l'un des pics par rapport 3
1'autre nous avons fait varier a de quelques 7 de part
dt d'autre de 1, tout en appliquant la méthode précé-
dente qui suppose a=i. La figure 2 illustre les résul-
tats obtenus sur des pics 3 profil gaussien pour k=0,5
et pour trois valeurs de d : 0,5, 1 et 1,5 (1'unité
d'abscisse est 1'8cart-type du pic y(t)). En fonction
de 1'abscisse a on peut lire, sur les ordonndes de
gauche les valeurs des estimations & de d donnant pra-
tiquement trois droites (trait plein) et sur les or-
données de droite les valeurs des estimations K de k
donnant trois courbes (pointillé) correspondant aux
trois valeurs données de d (0,5,1 et 1,5). Ces résul-
tats ont &té obtenus en ajoutant aux signaux des sé&-
quences de bruit blanc gaussien de fagom & obtenir un
rapport S/B=100. La définition utilis&e du rapport S/B

est celle des chromatographistes :

- 5
S/B = hmax / 4 O'B (7

oli hmax désigne la hauteur maximale du signal et g

1'gcart-type du bruit. Enfin chaque point de la figure
2 représente une moyenne obtenue i partir de dix réa-
lisations correspondant & dix séquences de bruit indé-

pendantes.
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Remarque:]-L'estimation & de d ne dépend pas de k ; on
a vérifié de méme que la variation de 8 en fonction de
a 8tait ind&pendante de k aux fluctuations du bruit
prés.
2-0n a également vérifié le comportement de la

relation (3) permettant de calculer k pour une valeur
de t donnée. La figure 3 donne des exemples de vatia<
tion de k(t) (qui devrait, sans bruit, &tre la droite

y=k) en supposant a=l,

k&)

i1
W‘

W
05+ == 2

1, d=1,0 ; k=0,5 ; a=1,00
2. 4=1,0 ; k=0,5 ; a=1,05
3. d=1,0 ; k=0,5 ; a=0,95
4« d=0,5 ; k=0,5.; a=0,95

Fig. 3

Les ré8sultats de la figure 2 seront utilisés
dans la troisidme partie pour justifier 1'application
telle quelle de la méthode (avec a=1) aux cas réels
étudiés. Néammoins d'un point de vue purement théori-
que, ou en vue d'autres appliéations, il nous a paru
intéressant d'étendre la méthode au cas oli le paramé-
tre a, laissé variable, &tait aussi & estimer. Nous
avons programmé la proc&dure d'optimisation décrite
dans [8] mais qui n'avait pas fait 1'objet de tests
numériques. Dans le cas ot le paramétre a intervient

on doit tirer k de la relation (1)

k = ((0)-2(t)/ (Z(£)~(1/a) F((t-d)/a) )
L'estimation de k s'obtient alors comme la pente
de la droite de régression des vy o= v(ti) donnés par
(4) par rapport aux quant%tés qu'on continuera # noter
u;, et qui maintenant dépendent de d et a :

u, = u(t,,d,a) = 2(t;)~(1/a) y((t;=d)/a) G

Etant donné deuxbestimés d et 3 de d et a, on obtient
R (8,3) en calculant la pente de la droite de régres-
sion des v(ti) par rapport aux u(ti,a,a). La procédure
consiste 3 rechercher les meilleures valeurs de 8 et &
(donc ®) en minimisant (moindres carrés)la dispersion
des v, par rapport 4 la droite de régression. Les exem-
ples de résultats du tableau ci-dessous, relatifs a

un rapport S/B=i00, montrent 1'amélioration, aux prix
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de calculs, plus longs, grice & 1l'estimation simulta- Rapportées 3 la demie largeur & mi-hauteur du pic ter-
née des trois paramétres a,d,k. lLes valeurs estimées tio, ces valeurs représentent respectivement des distan—
sont des moyennes sur 10 essais. ces de 0,9, 1,5 et 2,4. D'autre part la variation de

largeur entre tertio et n est de 1'ordre de 3 %Z. Compte

tenu de la précision sur les données et compte tenu de
D & 0,95 0,99 1,04 0,95 1,04 . o . ) .
0 la figure 2, on peut en premi@re approximation négliger
g d 0,5 0,5 0,5 1,5 1,5 les variations de largeur. Le tableau ci-dessous montre
g K 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 des résultats d'estimation et la figure 4 donne des
exemples de tracés normalisés, analogue & ceux de la
a 0,34 0,46 0,64 1,47 1,52 figure 1, mais pour des pics réels.
=1 )
R 1,097 0,56 0,34 0,51 0,48
A — Composé 1 d(sec.) R
a 0,952 0,972 1,02 0,956 1,039 tertio + n : (d=4.28) 4.2 0.96
0,49 0,49 0,48 1,50 1,50 k=1
0,52 0,51 0,54 0,50 0,50
TABLEAU 1 iso+tertio : (d=2.70)
- . k=0.33 2.6 0.38
3. SEPARATION DE PICS CHROMATOGRAPHIQUES REELS . k=0.6 2.6 0.6
- . k=1 2.7 0.95
Pour tester les possibilit&s d'application de L k=1.66 2.8 1.8
la méthode 3 la chromatographie une premiére série de
manipulations a &té effectue sur trois isoméres de iso+n : (d= 5.8)
position T, iso et tertio butylbenzdne , en chroma- . k=0.14 1.6 0.15
tographie liquide. . k=0.33 1.6 0.38
Rappelons que la chromatographie est une . k=0.6 1.7 0.7
technique d'analyse chimique qui repose sur le prin-
cipe décrit ci-apr&s. On fait passer dans une colonne
le mélange 3 analyser sous forme gazeuse (chromatogra- TABLEAU 2

phie gazeuse) ou liquide (chromatographie liquide).

Ce mélange est entrainé par un fluide vecteur qui ne
réagit pas avec la colonne. En revanche les différents
corps purs du mélange sont retenus par la colonne du—

rant un temps qui est caractéristique du corps. Ce

SICNAL

temps est en réalité une grandeur qui fluctue autour
d'une moyenne (temps de rétention du corps pur) et
le signal observE en sortie du chromatographe est,
pour un corps pur unique, un pic qui représente la b
distribution des temps de sé&jour des molécules du L
corps dans la colonne. L'aire sous le pic est propor~
tionnelle 3 la quantité du corps pur injecté.

On dispose donc d'enregistrements &chantil-

lonnés des isoméres seuls et d'enregistrements ol 1l'on

a, en proportion variable, mé&langé deux isoméres

MO .
3 : . . s RSN SRR TR SIUE SIRPID W A i a4 AN QAL A S
tertio+iso, tertio+n et iso+n. L'ordre de sortie des + e
pics est tertio-Iso~n, et l'on peut mesurer, & partir
de troils injections différentes de ces corps purs, les Pic simple : tertio
intervalles séparant les temps de rétention ; on trou- Pic double : 7,5 tertio + 12,5 n (unité arbitraire)
ve :
- e rti iso : 2 sec .
entre tertio et is dT~I ,70 Fig. 4 (a)
- entre iso et n : dI~N 1,58 sec
- entre tertio et n : d 4,28 sec.

T~N
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performances nécessitera un plus grand nombre d'expé-

SIGNAL

Pic simple : tertio
Pic double : 15 tertio + 5 iso (unité arbitraire)

Fig. 4 (b)

Pic simple : iso
Pic double : 7,5 iso + 2,5 n (unité arbitraire)

Fig. 4 (c)

riences couplées & une analyse de forme des pics.
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Ces résultats sont trds satisfaisants &tant donn@ les

conditions de bruit sur les enregistrements. Plusieurs

causes peuvent, dans la pratique, expliquer la diffé-

irence de précision avec les cas simulés

: outre le

bruit proprement dit, certains pics parasites &taient

présents sur certains chromatogrammes ; la recherche

de ligne de base est moins facile pour des pics avec

trainée que pour des pics gaussiens ; enfin 1'hypoth&-

se de stricte 8galité des formes n'est vraie que pour

une réponse du détecteur parfaitement liné&aire, ce
qui n'est pas rigoureusement vral [7]. Pour &liminer
les cas erratiques nous avons utilisé une procédure
de sélection grice aux courbes k(t) analogues a cel-
les de la figure 2, en &liminant les profils ol les
variations de k(t) é&taient trop importantes.

En conclusion, cette ﬁremiére série de mani-

pulations a permis de montrer 1l'efficacité de la mé-

thode. Les raffinements et 1'&tude plus fine des
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