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紫外光谱重叠的多组分混合物体系的同时定量测定
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摘 � 要 � 提出一种可将紫外吸收光谱严重重叠的混合物体系准确定量分析的方法。该方法利用系统聚类结

合加和性检验而得的优化波长集合有效地降低了混合物光谱的相关性。通过选取优化波长集合内的波长点

的信息, 把吸光系数和待测浓度同时作为自变量, 建立非线性优化模型, 对于组分间浓度差较小的混合物体

系经一次优化分析计算可得待测浓度; 混合物中组分浓度差较大的体系经四次左右优化迭代, 逐步降低误

差的分析结果, 相对误差可控制在 3� 63%之内。分析结果表明该法稳定、准确、简便快速, 可对多组分混合

物体系进行定量测定。
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引 � 言

� � 各种光谱分析方法是多组分同时测定的重要方法。在分

子光谱中, 不同有机化合物常因其化学结构相似使其紫外光

谱严重重叠, 仪器和实验环境易使吸光度和浓度之间的关系

偏离朗伯-比耳定律导致其呈现非线性特点。这些使得用常

规分光光度方法同时测定这类化合物比较困难。采用化学计

量学方法可以克服光谱定量分析中出现的多重共线性、光谱

重叠和组分的相互干扰等问题, 并且不需分离可直接同时测

定混合体系的各组分。因此发展了如主成分回归 ( PCR) [1] 、

小波包变换[2] 、人工神经网络 ( A NN ) [3] 以及遗传算法[ 4] 等

多种线性或非线性的多元校准方法, 但是化学计量学方法可

能会因为冗余数据的影响而得不到有效的校准模型[ 5] , 因此

波长选择是光谱分析中各种多元校准方法的关键步骤。

本文在光谱数据预处理过程中用选取优化波长集合的方

法, 即采用加和性检验和模式识别的系统聚类分析方法对波

长进行优化选择, 突出各组分之间的差异, 降低波长点所含

信息的相关性。然后把吸光系数和待测浓度同时作为自变

量, 对分析问题建立有约束的非线性数学规划模型, 对于组

分浓度差较小的混合物体系只需经一次优化计算可得待测浓

度; 混合物中浓度差较大的体系经多次优化迭代, 逐步降低

误差得到分析结果。利用本法对四组分光谱严重重叠的食用

色素混合体系实验分析结果表明, 该法稳定、准确度高, 相

对误差在 3� 63%内。

1 � 实验部分

1� 1 � 实验仪器与试剂

仪器: Shimadzu2550 紫外-可见分光光度计(日本岛津公

司) ; 试剂: 日落黄( Sunset Y ellow )、苋菜红( A maranth)、胭

脂红( Po nceau 4R)和诱惑红( A llure r ed)。纯度都是 85%。

1� 2 � 实验方法

用分析天平分别称取 0� 250 0 g 以上试剂于 250 mL 容

量瓶中, 用蒸馏水定容配制成 1� 000 mg � mL- 1标准储备液。

分别移取一定体积的储备液于 100 mL 的容量瓶中, 蒸馏水

定容、摇匀、静置 15~ 30 m in。用紫外-可见分光光度仪, 参

比溶液为蒸溜水, 波长 200~ 600 nm(间隔 1 nm)扫描其吸收

光谱, 读取数据用于处理分析。

2 � 方法原理

2� 1 � 优化波长集合的选择

选择加和性良好的连续波长段 �p ~ �q , 运用系统聚类

法分类, 分类的步骤是: 首先各样品自成一类; 以相似性度

量计算各样品之间的距离, 用最近距离法将最近的两个样品

并成一类; 计算新类与其余各类的距离, 再将距离最近的两

类合并, 直到所有的样品归为一类, 则停止[ 6-11] 。本文以相

似系数距离作为相似性度量, 计算公式见下页。
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选取加和性良好的波长段 270~ 460 nm, 将这 191 个波长点

聚为 30 类, 每类中采用加和性检验选取加和性最好的一个

点作为这一类的代表, 这样选出的 30 个波长点差异性较大,

最大限度地克服了光谱重叠引起的相关性。

2� 2 � 基本数学原理

待测混合物体系中有 4 种纯组分, 第 i种纯组分的浓度

设为 c0i, 在波长�j 处的吸光系数设为�ij , 通过实验得到其吸

光度为 A 0ij e 。根据 Beer 定律(石英比色皿 1 cm)

A 0ij = �i j c0i (1)

�A 0ij 是浓度为 c0i 的纯组分在波长�j 处的吸光度的实验值

A 0ij e 和 A 0i j 计算值之差, 即

�A 0i j = A 0ij e - A 0i j = A 0ij e - �ij c0i (2)

根据吸收定律加和性, 多组分混合物在波长 �j 处的吸光度

A mj ( c*
i 为混合物中纯组分的真实浓度)为

A mj = �
4

i= 1

�i j c*
i (3)

类似地, 命 �A mj 为多组分混合物在波长�j 处吸光度的实验

值A mj e 和 A mj 计算值之差, 即

�A mj = A mj e - A mj = A mj e - �
4

i= 1

�ij c *
i (4)

命

w j = �
4

i= 1

( �A 0ij ) 2 + ( �A mj ) 2 (5)

�1 ~ �30为经加和性检验的聚类后所选取的 30 个波长点, 命

f = �
30

j = 1

w j (6)

将 f 做为目标函数, 则数学优化模型为

M in f = �
30

j = 1
�

4
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� � Subjected t o : c i �0, �ij �0

� � 经实验证明对于各组分浓度相近的混合物体系由估计值

c0i分析计算可得一次优化结果 c1i , 其误差在 1� 83%之内, 结

果令人满意。但对于组分浓度差较大的混合物体系经一次优

化计算后误差较大, 而经下面的迭代优化后, 误差会大大较

低。

2� 3 � 迭代优化

因一次优化结果得到的体系 �
4

i= 1

c1i 与 �
4

i= 1

c*
i 体系近似,

所以用此体系去继续优化评估待测混合物可提高方法准确

度。

分别以浓度 c1i 配制纯组分溶液, 紫外光谱扫描得其吸

光度值 A 0ij e1
, 方程(1) ~ ( 7) 中的 c0i , A 0i j e 被 A 0ij e1

替代, 则

数学优化模型为:

M in f = �
30

j = 1
�

4

i= 1

( A 0ij e1
- �ij c1i ) 2 +

( A mj e - �
4

i= 1

�ij c
*
i ) 2

� � s� t�
ci � ( 0, cma x)

�ij � 0

� � 经计算得一次迭代优化结果 c2i , 同理以 c2i 代替 c1i 配制

混合溶液重复以上步骤, 依此类推, 可得 c*
i 的逼近数列

{ cki } , 直到 cki 与 c ( k- 1)i 的数值一致在读数允许误差范围之

内, 迭代结束。

2� 4 � 建模求解

调用 M atlab 多元统计工具箱进行聚类分析得计算所需

优化波长集合。将上述数学模型采用 G AM S 语言编程, 根据

所建模型非线性约束多、自由度小的特点, 选择广义简约梯

度优化算法 ( GRG ) , 它是求解非线性规划最有效的算法之

一。GRG 算法的基本思想是: 利用简约梯度直接构造一个使

目标函数改善的可行方向, 然后沿此方向进行搜索, 从而找

到一个新点, 这样逐步逼近原问题的最优解。经计算可得优

化结果 �ij 和 c ki。模型中良好初始值的设定可以使求解既快

又准, 而随着迭代过程的进行, 变换的初始值在逐渐逼近真

值, 所以优化计算的准确度也在逐步提高。

3 � 结果与讨论

3� 1 � 紫外吸收光谱
分别配制 0� 02 g � L - 1的日落黄、苋菜红、胭脂红和诱

惑红的水溶液 1份, 扫描其吸收光谱, 选择加和性良好的连

续波长段 270~ 460 nm, 绘制吸收曲线, 如图 1。

Fig� 1 � Absorption spectra of the four edible pigments
1: Sun set yellow; 2: Allure r ed; 3: Ponceau 4R; 4: Amaran th

3� 2 � 优化波长集合的选择
由图 1 可见, 四种食用人工合成色素的紫外吸收光谱重

叠严重, 具有强的相关性, 直接用常规方法测定该混合体系

中各组分的浓度难度较大。经聚类和加和性检验后选取的 30

个波长点为: 271, 275, 276, 277, 278, 279, 280, 281, 282,

283, 287, 291, 292, 293, 296, 323, 324, 325, 326, 327,

328, 349, 355, 356, 357, 358, 359, 360, 361, 401 nm。
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3� 3 � 样品分析结果
本文选择了 0~ 0� 050 g� L - 1浓度范围的人工合成食用

色素日落黄 ( Sunset y ellow )、苋菜红 ( A maranth)、胭脂红

( Po nceau 4R)和诱惑红( A llure red)。纯度都是 85%。作为实

例进行了分析。组分浓度差较小的混合物体系实验分析结果

如表 1 所示, 浓度差较大的体系实验分析结果如表 2 所示。

Table 1 � Analysis results of solution in which the concentration of every component is close to each other

序号 样品 加入量/ (�g � m L- 1) 检出量/ ( �g � mL- 1 ) 相对误差/ %

1 A 20� 00 19� 64 - 1� 83

B 20� 00 20� 15 0� 74

C 20� 00 20� 02 0� 10

D 20� 00 19� 82 - 0� 91

2 A 50� 00 49� 61 - 0� 79

B 35� 00 35� 11 0� 31

C 45� 00 45� 0 80� 18

D 25� 00 24� 67 - 1� 34

3 A 20� 00 20� 21 1� 04

B 30� 00 30� 08 0� 26

C 40� 00 40� 14 0� 35

D 50� 00 49� 76 - 0� 48

4 A 8� 00 8� 14 1� 72

B 35� 00 35� 18 0� 51

C 40� 00 39� 77 - 0� 58

D 15� 00 15� 05 0� 33

Table 2� Analysis results of solution in which the concentration of every component is not close to each other

序号 样品 加入量/ (�g � mL- 1) c 1i / (�g � mL- 1 ) c2i/ ( �g � mL- 1 ) c3i / (�g � mL- 1) c4i / (�g � mL- 1 ) c5i/ ( �g � mL- 1 ) 相对误差/ %

1 A 4� 00 3� 63 3� 98 4� 00 4� 01 0� 25

B 40� 00 40� 21 39� 65 39� 91 40� 00 0� 00

C 3� 00 4� 27 3� 50 2� 95 3� 01 0� 33

D 45� 00 44� 50 44� 81 44� 92 44� 99 - 0� 02

2 A 45� 00 46� 09 45� 16 45� 04 44� 80 44� 79 - 0� 47

B 40� 00 38� 87 39� 91 40� 11 39� 96 40� 23 0� 57

C 3� 50 4� 57 3� 61 3� 41 3� 64 3� 61 3� 05

D 4� 00 3� 49 3� 82 3� 96 4� 07 4� 05 1� 23

3 A 45� 00 43� 85 45� 06 45� 17 45� 03 45� 07 0� 16

B 3� 00 2� 64 3� 09 3� 08 3� 02 3� 06 1� 96

C 4� 00 3� 89 4� 12 3� 83 4� 12 4� 14 3� 38

D 3� 00 3� 99 2� 75 2� 88 2� 93 2� 91 - 3� 09

4 A 3� 00 2� 69 3� 02 2� 86 2� 96 2� 97 - 1� 01

B 4� 00 3� 40 3� 61 3� 72 3� 91 3� 86 - 3� 63

C 45� 00 47� 50 45� 87 45� 75 45� 44 44� 96 - 0� 09

D 45� 00 44� 72 45� 36 45� 58 45� 47 45� 36 0� 79

� � A: 日落黄; B: 苋菜红; C: 胭脂红; D: 诱惑红

� � 由样品分析结果可得, 经过系统聚类分析特征筛选和加

和性检验选定的优化波长集合, 使原始数据的多重共线性得

到了较好的改善, 组分谱图之间有足够的差异性, 能对光谱

严重重叠的食用色素混合体系进行准确定量分析, 说明系统

聚类法和加和性检验选择优化波长集合的技术是可行的。

由表 2 可见, 组分浓度差在 10 倍以上的混合物体系经

一次优化结果基本不能满足混合物的定量分析要求, 而随着

迭代过程的进行, 即初始值逐步逼近真值的过程, 误差在逐

步下降, 经过 1~ 3 次迭代之后, 误差可降到 3� 63% , 结果令

人满意。

3� 4 � 精密度的测定
取表 2中的 4 号样品进行五次测定, 并计算各次测定结

果之间的相对标准偏差( RSD 结果如表 3 所示, 本法具有较

好的重现性。

Table 3 � Relative standard deviation ( RSD)

样品 日落黄 苋菜红 胭脂红 诱惑红

RSD% 3� 02 2� 23 1� 18 2� 71
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4 � 结 � 论

� � 采用聚类分析法对光谱数据进行优化选择, 可有效减少

数据矩阵的多重共线性, 增加组分间的光谱差异性, 提高了

分析结果的准确度。将待测浓度和吸光系数同时作为决策变

量, 将定量分析问题表达为一个带约束的非线性数学规划问

题, 优化分析出待测浓度。对于组分浓度差较大的体系, 用

与待测混合物体系相近的物系去定量分析评估计算, 结果就

愈接近真实浓度值。所以, 在迭代过程中相对误差的降低是

必然的。一般迭代 4 次左右数值趋于稳定, 实例验证分析结

果令人满意。证明本文方法是一种准确、易行的多组分定量

分析方法。
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Study of Simultaneous Quantitative Analysis of Overlapping UV Spectra

LIU Hui, HU Y ang- dong, L U Yan- yue

Co llege of Chemistr y and Chemical Engineer ing , O cean U niv ersity of China, Q ingdao � 266003, China

Abstract� T he simult aneous mult-i component quantit ative deter minatio n w as pro po sed without any chemical sepa ratio n pro ce-

dure. T he metho d uses o ptimum wav elength gather obtained after hiera rchical clust er ing and additive v alidatio n to r educe cor rela-

t ion of the component spectra. Info rmatio n of 30 wav elength po ints aft er hierar chical cluster ing analysis w as taken and, with the

informat ion of o pt imum waveleng th gat her , the absor ptivit y co efficient and co mpo nent co ncentration o f so lutio ns wer e t reated as

independent var iables, and a co nstr ained optimizatio n model was set up. T he concentr ation await ing t est can be obtained aft er

one optimizatio n calculation for the mix ed solution in w hich the concent ratio n o f ev ery co mpo nent is clo se to each other . But fo r

so me solutio ns in w hich component co ncentration is not close t o each other , iter ative o ptimizat ion is necessar y. T he final results

obtained ar e sat isfying with a goo d accur acy and precisio n only after about 4 times o f it eratio ns, and the r elativ e er ro r can be co n-

t rolled in 3� 63% . So this method can be used for quant itativ e analysis of o ver lapping U V spectr a.

Keywords� U ltrav io let spectra; Hier archical cluster ing ; M ult-i component quantitative analysis; Iter atio n; No nlinear prog ram-

ming
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