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RÉSUMÉ. Le problème de détection et de reconnaissance des pics constitue une des difficultés majeures dans l’automatisation du développement automatique de procédure analytique. Est proposé ici une méthode  numérique, l’ICA (Independent Componenent Analysis)  pour localiser les pics, les séparer et extraire les trois points cardinaux d’un pic permettant tant leur modélisation que leur quantification. Le faisabilité, les limites ainsi que les opportunités que présente cette approche est présentée. Au minimum, à l’image de la spectrométrie de masse, l’ICA de séparer et quantifier des pics qui co-éluent sur base de simple détecteurs à barrette en UV. 
MOTS-CLÉS : HPLC, Automation, Numerical separation, ICA, optimization.

1. Introduction

Comme chaque analyste le sait, les principaux problèmes en chromatographie sont i) la séparation et ii) la reconnaissance ou identification des pics. Ce dernier point a d’ailleurs toujours constitué un obstacle ou une difficulté à l’utilisation des plans d’expériences: comment suivre et reconnaître les pics sans se tromper lorsque l’on fait varier les conditions opératoires aussi fortement. Ce problème de détection et de reconnaissance des pics constitue par ailleurs une des difficultés majeures dans la mise au point de technique de développement automatique de procédure analytique. En effet, pour automatiser, il faut pouvoir d’abord se passer de l’expertise de l’analyste qui localise et identifie les pics. Cette étape manuelle a toujours été requise dès lors que les plans d’expériences ont été envisagés. Et le recours à ces plans est nécessaire eu égard aux objectifs en sciences séparatives.

 D’autres approches proposées pour automatiser une procédure, utilisant des méthodes d’optimisation du type simplex, évoluent dans l’espace des conditions de « proche en proche » pour éviter de perdre la trace des pics d’un chromatogramme à l’autre. Mais cette approche souffre de certains inconvénients: la durée et donc le coût du développement sont a priori inconnus, l’absence de garantie de solution possible et enfin, le risque de fournir comme solution un maximum local dont la robustesse n’a pas été évaluée. Afin de permettre cette automation et d’éviter l’intervention humaine pour la lecture des chromatogrammes, nous proposons d’utiliser des méthodes numériques pour i) localiser les pics, ii) les séparer et extraire les trois points cardinaux d’un pic et iii) pouvoir les quantifier avec exactitude.

2. Méthode

La méthode statistique proposée est dénommée « Independent Component Analysis » (ICA) et est utilisée largement dans l’analyse d’images satellites et dans les traitements de signaux complexes. Les calculs ont étés effectués avec la librairie fastICA de R 2.3.0.0 [www.R-project.org]. 

Pour permettre l’utilisation de l’ICA, un phénomène doit être enregistré par plusieurs canaux simultanément, comme ici les différentes longueurs d’onde d’absorption dans l’UV. Le recours à l’ICA n’a dès lors de sens que si un PDA est utilisé. 

Le principe à la base de l’ICA est de supposer que le signal observé est la résultante de plusieurs sources ou phénomènes indépendants. Dans le présent projet, nous pouvons considérer en théorie que c’est le bien cas, étant donné que l’on peut voir un chromatogramme comme la somme des signaux émis à différents moments par les produits à séparer, la phase mobile, le bruit de fond, les changements de pression. En maximisant l’indépendance, et en particulier le caractère non gaussien , la méthode ICA peut recréer ou estimer des composantes qui sont sensées représenter les sources constitutives. Dans ce cas, un certain nombre de composantes devraient représenter les chromatogrammes « pur » des solutés, c'est-à-dire, des chromatogrammes où chaque composé est visualisé séparément.

3. Résultats

Un exemple est donné ici avec la condition suivante et avec 4 molécules courantes tels que Sulfinpyrazone, Phenytoine, Warfarin etAtenolol. Une colonne XBridge C18 , avec CH3CN, à pH 5 et un temps de gradient de 10min :
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Figure 1.  Chromatogramme enregistré à 240 nm.

Dans ces conditions, l’indexation manuelle des pics donne les résultats suivants :

	Name
	Area
	Height
	Baseline Start
	RT
	Baseline End

	Sulfinpyrazone
	149726
	11098
	8,615
	8,825
	9,01

	Phenytoine
	209327
	20246
	9,01
	9,24
	9,615

	Warfarin
	67612
	6285
	10,64
	10,814
	11,14

	Atenolol
	18186
	1896
	13,357
	13,527
	13,723


Tableau 1.  Indexations des pics du chromatogramme en figure 1 (ci-dessus)

La décomposition du chromatogramme d’origine à permis d’identifier les sources suivantes qui sont le plus vraisemblablement associées aux pics :
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Figure 2.  Les 4 composantes résultant de l’ICA et visuellement associée à des pics. Dans la légende en dessous des abscisses des graphiques, sont repris respectivement le n° de la source dans la matrice de « dé-mélange » et le temps à l’apex automatiquement calculé.
.

On remarque clairement pour la source 22, que comme le pic est de plus faible intensité, le rapport signal sur bruit de la quatrième source est plus important. L’avantage lors du traitement ICA est que l’échelle d’absorbance est respectée, ce qui permet d’envisager l’intégration successive des pics même s’il y a co-élution. On notera également que pour les pics correspondants, les temps de rétention à l’apex tels qu’estimés automatiquement par la méthode ICA sont très proches de ceux obtenus manuellement avec le système d’intégration. Les temps de début et de fin de pics peuvent aussi être estimées sur les sources obtenues, sans que les problèmes de co-élution ne viennent biaiser les valeurs. En effet les différents pics ont ici été résolus numériquement en jouant sur la propriété d’indépendance.

Parmi les autres sources obtenues par ICA, voici reprise dans la Figure 3 quelques exemples :
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Figure 3.  Exemples de 4 composantes résultant de l’ICA qui ne sont pas visuellement associée à des pics.

Comme on peut le voir, parmi ses composantes on reconnaîtra des évènements tels que le bruit (source 3) ou l’arrivée du front de solvant (source 4). 

Une fois ces sources triées adéquatement selon leur relevance et leur appartenance, il est sur cette base alors possible de reconstruire un chromatogramme « expurgé » comme dans la figure 4 avec uniquement les sources « composé ».

Mais au-delà de la séparation des pics et de l’identification des temps cardinaux des pics, c’est l’intégration et donc la quantification automatique que permet cette approche. Reste à investiguer comment l’ICA pourra reconnaître les pics et permettra une intégration exacte lorsque les quantités injectées deviendront petites. 

Nous présenterons les résultats de fidélité, justesse et les limites de quantification et détection que permettent cette nouvelle approche et nous en exposerons les avantages et inconvénients respectifs.
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Figure 4. Chromatogramme de la figure 1 « expurgé » des sources non associées à des composés.

Conclusion
Cela ouvre la porte à une nouvelle façon de concevoir l’analyse chromatographique au moyen de détecteurs à barrettes de diodes. En effet, la quantification de 2 ou plusieurs pics co-élués pourrait être réalisée, un peu à l’image de ce qui se fait en LC-MS. L’attrait repose aussi sur le fait que premièrement, les prix d’un détecteur à barrettes de diodes et d’un détecteur par spectrométrie de masse sont sans nul doute incomparables et que deuxièmement, les détecteurs à barrettes de diodes étant largement répandus, cette technique pourrait être utilisée dans une majorité des laboratoires d’analyse.

Cette méthode est bien sûr encore à l’état expérimental et requiert d’être optimisée pour en assurer l’efficacité et la robustesse. Néanmoins, elle semble prometteuse,  notamment pour tenter de résoudre les problèmes posés par l’automation du développement et donc  de la lecture « automatique » des chromatogrammes.
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