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Рассмотрена возможность использования метода главных компонент для проведения 
надежного сопоставления масс-спектров, зарегистрированных в идентичных условиях и со-
держащих один и тот же набор значений m/z. Описанный в работе подход к сопоставлению 
масс-спектров основан на совместном использовании метода главных компонент и t-критерия 
Стьюдента. В качестве модельных соединений были рассмотрены алифатические спирты 
нормального строения (характеризующиеся весьма близкими масс-спектрами ионизации 
электронами). 
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введение
Метод газовой хроматографии/масс-

спектрометрии (гх/мс) с ионизацией электронами 
(иЭ) применяется для идентификации компонентов 
смесей органических соединений. Широкое исполь-
зование метода обусловлено высокой чувствитель-
ностью и селективностью, а также наличием баз 
данных индексов удерживания и масс-спектров ИЭ 
(использование которых значительно упрощает 
идентификацию неизвестных органических со-
единений). В ряде случаев (особенно при наличии 
дополнительной информации об исследуемом 
образце) совместное использование баз данных 
масс-спектров ИЭ и индексов удерживания по-
зволяет провести однозначную идентификацию 
неизвестного соединения. Однако в общем случае 
идентификация, основанная на использовании 
библиотечных (или расчетных в случае индексов 
удерживания) данных, носит предположительный 
характер, что объясняется рядом причин.

В современных базах данных масс-спектров 
ИЭ представлены спектры 200–600 тысяч органи-
ческих соединений [1, 2] (число соединений, пред-
ставленных в базах данных индексов удерживания, 

– в несколько раз меньше). В свою очередь, число 
низкомолекулярных (ММ < 600 Да) соединений, за-
регистрированных в базе данных CAS (по данным 
на конец 2009 года), составляет около 35 млн [3].

Масс-спектры ИЭ зависят от условий их ре-
гистрации (тип и модель масс-спектрометра, ме-
тод калибровки прибора, температура источника 
ионов и др.).

Результаты поиска по базам данных масс-
спектров ИЭ следует рассматривать как ориенти-
ровочные, поскольку не существует однозначной 
корреляции между величиной степени совпадения 
(или позицией в списке возможных кандидатов) и 
надежностью идентификации [4, 5].

Индексы удерживания, приведенные в базах 
данных для одного и того же вещества, получен-
ные на одной и той же стационарной фазе, могут 
в значительной степени отличаться друг от друга 
[6]. Например, в базе данных NIST’11 [1] как для 
2,4-диметилфенола, так и для 2,5-диметилфено-
ла представлено около 10 экспериментальных 
значений индексов удерживания (полученных при 
использовании капиллярных колонок, покрытых 
фазой 5 % – фенил и 95 % – метилполисилоксан). 
Средние значения индексов удерживания 2,4- и 
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2,5-диметилфенола составляют 1152 и 1154, а 
стандартные отклонения – 5 и 7 соответственно. 
Таким образом, в данном случае однозначная 
идентификация, основанная на использовании 
только библиотечных данных, невозможна, если 
в исследуемом образце присутствует только один 
из указанных изомеров.

При идентификации неизвестных органиче-
ских соединений присутствие пика молекулярного 
иона позволяет определить молекулярную массу 
(а в ряде случаев и брутто формулу), что значи-
тельно увеличивает надежность идентификации. 
Однако пик молекулярного иона отсутствует в 
масс-спектрах ИЭ около четверти органических 
соединений [7].

Для увеличения надежности идентификации 
неизвестное и предполагаемое соединения должны 
быть проанализированы в одних и тех же условиях, 
а полученные экспериментальные индексы (или 
времена) удерживания и масс-спектры ИЭ сопо-
ставлены. Индексы (или времена) удерживания 
являются одномерными аналитическими сигналами, 
поэтому их сравнение не вызывает трудностей. В 
свою очередь, масс-спектры ИЭ – многомерны, и 
их сравнение является более сложной задачей. Из 
литературы известно несколько способов сравнения 
масс-спектров (зарегистрированных при одних и 
тех же условиях), однако все они имеют весьма 
серьезные ограничения:
- визуальное сравнение масс-спектров необъективно 
и не позволяет оценить «похожесть» масс-спектров 
количественно;

- сравнение масс-спектров, основанное на расчете 
величины степени совпадения между спектрами 
(с использованием алгоритмов, применяемых в 
программах библиотечного поиска), позволяет 
найти различия между визуально одинаковыми 
масс-спектрами [8]. Однако для установления 
критического (обеспечивающего надежную иденти-
фикацию) значения величины степени совпадения 
необходимо проведение большого числа дополни-
тельных экспериментов. Кроме того, критическое 
значение величины степени совпадения может 
отличаться для разных классов органических со-
единений и изменяться во времени (например, в 
результате загрязнения источника ионов);

- сравнение интенсивностей отдельных масс-
спектральных пиков используется при проведе-
нии идентификации предполагаемых соединений 
[9–11]. Однако только несколько значений m/z 
(обычно три) принимаются во внимание. Следует 
также отметить, что сопоставление интенсивностей 
только небольшого числа масс-спектральных пиков 
увеличивает вероятность ложноположительной 
идентификации [12] по сравнению с рассмотрением 
полных спектров.

В ряде работ была показана возможность 
использования метода главных компонент для 
дифференциации органических соединений, 

обладающих практически одинаковыми масс-
спектрами (содержащими один и тот же набор 
фрагментных ионов). Авторами были рассмо-
трены как масс-спектры ИЭ [13–16], так и другие 
виды масс-спектров [17–20]. В принципе методы 
классификации с обучением (такие, например, как 
линейный дискриминантный анализ или метод 
SIMCA) могут быть использованы, чтобы сделать 
обоснованный вывод, является ли неизвестное 
соединение предполагаемым кандидатом или 
нет [13, 17, 19]. Однако для построения и про-
верки классификационной модели необходимо 
предварительно зарегистрировать десятки масс-
спектров. По этой причине методы классифика-
ции с обучением не подходят для проведения 
быстрого сопоставления масс-спектров неизвест-
ного соединения и предполагаемого кандидата. 
Ранее нами был предложен подход к сравнению 
масс-спектров, зарегистрированных при одних 
и тех же условиях, основанный на совместном 
использовании метода главных компонент и 
t-критерия Стьюдента [21]. Целью настоящей 
работы являлось изучение возможности исполь-
зования данного подхода для дифференциации 
алифатических спиртов нормального строения, 
основанной на попарном сравнении соответству-
ющих масс-спектров ИЭ (зарегистрированных 
при одних и тех же условиях). 

Экспериментальная часть
В работе использовали раствор алифати-

ческих спиртов нормального строения (1-октанол, 
1-нонанол, 1-деканол, 1-ундеканол, 1-додека-
нол, 1-тетрадеканол (PolyScience Corporation)) в 
н-гексане. Концентрация аналитов составляла 
3 нг•мкл–1. Масс-спектры ИЭ были зарегистри-
рованы при использовании времяпролетного 
масс-спектрометра Pegasus HT (Leco), соеди-
ненного с газовым хроматографом Agilent 7890A 
(Agilent Technologies). Ввод пробы объемом 1 мкл 
осуществляли в режиме с делением потока 1:10. 
Температура инжектора хроматографа составля-
ла 250 °С. Разделение модельных соединений 
осуществляли на капиллярной колонке Restek 
RTX-5 (10 м × 0.1 мм × 0.1 мкм). Температуру 
термостата колонок изменяли по следующей про-
грамме: изотерма 50 °С в течение 3 мин; нагрев 
со скоростью 50 °С•мин–1 до 250 °С; изотерма 
250 °С в течение 3 мин. В качестве газа носите-
ля использовали гелий марки 60 (0.5 мл•мин–1). 
Температура источника ионов составляла 250 °С. 
Энергия ионизирующих электронов 70 эВ. Диапазон 
сканируемых значений m/z составлял 50–250 при 
скорости сканирования 20 скан•с–1. Выделение 
«чистых» масс-спектров проводили с помощью 
программного обеспечения ChromaTOF 4.32. Об-
работку полученных данных проводили с помощью 
программного обеспечения Microsoft Excel 2007 
и надстройки Chemometrics Add-In [22].
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обсуждение результатов
Гомологи алифатических спиртов нормального 

строения были выбраны в качестве модельных со-
единений, поскольку их масс-спектры ИЭ весьма 
похожи (рис. 1) и содержат практически идентич-
ный набор масс-спектральных пиков. Разделение 
хроматографических пиков аналитов до базовой 
линии позволило зарегистрировать масс-спектры 
ИЭ всех исследуемых соединений за один анализ. 
Модельная смесь была проанализирована 5 раз 
при одних и тех же экспериментальных условиях. 
С помощью программного обеспечения Chroma-
TOF для каждого компонента были выделены 5 
масс-спектров ИЭ низкого разрешения (каждому 
хроматографическому пику соответствовал только 
один «очищенный» масс-спектр). Из масс-спектров 
вручную были исключены малоинтенсивные зна-
чения m/z, для которых соотношение S/N для 
хроматографического пика на соответствующей 
масс-хроматограмме было меньше 5. В результате 
при сопоставлении масс-спектров нами были рас-
смотрены только 13 масс-спектральных пиков (m/z 
= 53–57, 67–71 и 82–84), присутствующих в масс-
спектрах ИЭ каждого из аналитов. Масс-спектры 
ИЭ алифатических спиртов были сопоставлены 

попарно. Общее число рассмотренных пар со-

единений составило 

��
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Масс-спектры каждой пары соединений были 
нормированы на полный ионный ток и представлены 
в матричном виде (строки соответствовали масс-
спектрам, а столбцы – значениям m/z). Каждая из 
15 матриц была центрирована и проанализирована 
с помощью метода главных компонент [23–25]. В 
качестве примера на рис. 2 представлен график 
счетов, полученный при сопоставлении масс-
спектров ИЭ 1-ундеканола и 1-додеканола. На 

Рис. 1. Усредненные (n = 5) масс-спектры ИЭ 1-октанола (а), 1-нонанола (б), 1-деканола (в), 1-ундеканола (г), 
1-додеканола (д) и 1-тетрадеканола (е). В хроматографическую колонку было введено около 0.3 нг аналитов

Рис. 2. График счетов. Каждая точка представляет 
собой масс-спектр. ГК1 и ГК2 – оси первой и второй 
главных компонент
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плоскости главных компонент 1 и 2 можно выделить 
две группы точек, которые отвечают масс-спектрам 
1-ундеканола и 1-додеканола соответственно. 
Первая главная компонента разделяет объекты, 
относящиеся к различным группам, и объясняет 
88 % исходной вариации. Вторая и более высо-
кие компоненты содержат только шум и могут не 
рассматриваться в дальнейшем (вторая главная 
компонента объясняет менее 5 % исходной вари-
ации, третья – менее 3 %).

Краткое описание предложенного нами ра-
нее подхода [21] к сопоставлению масс-спектров 
органических соединений (зарегистрированных 
при одних и тех же условиях) представлено ниже. 
Первая главная компонента представляет собой 
линейную комбинацию исходных переменных 
(а именно значений интенсивностей отдельных 
масс-спектральных пиков). Обычно полагают, что 
интенсивность масс-спектральных пиков имеет 
нормальное распределение. В этом случае пер-
вая главная компонента также имеет нормальное 
распределение (поскольку линейная комбинация 
независимых случайных величин распределена 
нормально). В результате для сравнения масс-
спектров (отвечающих, например, предполага-
емому кандидату и неизвестному соединению) 
может быть использован t-критерий Стьюдента.

Средние значения и стандартные отклонения 
первой главной компоненты были рассчитаны 
отдельно для масс-спектров ИЭ, относящихся 
к разным соединениям. Для сравнения средних 
значений использовали t-критерий Стьюдента. 
Рассчитанные значения ξ представлены в табл. 
1. Пара соединений 1-ундеканол и 1-додеканол 
характеризовалась наименьшим значением ξ 
= 13, однако даже в этом случае оно превыша-
ло табличное значение tкрит.(P = 0.999; f = 8) = 5. 

Набор наиболее информативных значений m/z 
(вносящих наибольший вклад в дифференциацию 
спиртов) отличался в зависимости от рассматри-
ваемой пары соединений. Например, для пары 
соединений 1-октанол/1-нонанол различие между 
масс-спектрами в основном было обусловлено 
значениями m/z 70 и 84; для пары соединений 
1-ундеканол/1-додеканол – значениями m/z 56, 
57 и 83.

Описанный в работе подход к сопоставлению 
масс-спектров ИЭ может быть использован для 
увеличения надежности идентификации неиз-
вестных соединений, когда заключающим этапом 
идентификации является анализ неизвестного и 
предполагаемого соединений методом ГХ/МС в 
идентичных экспериментальных условиях [21]. 
Одним из основных вопросов, возникающих при 
использовании данного подхода, является выбор 
оптимального числа параллельных экспериментов. 
С точки зрения цены анализа предпочтительным 
является сокращение числа экспериментов, однако 
это неизбежно приведет к увеличению коэффици-
ента Стьюдента и, в общем случае, к увеличению 
числа ложноположительных ответов.

Для двух спиртов (1-ундеканола и 1-до-
деканола), характеризующихся наиболее похо-
жими масс-спектрами, нами была рассмотрена 
возможность получения ложноположительных 
ответов в случае сокращения числа параллель-
ных экспериментов. Из исходного набора данных 
(содержащего по пять масс-спектров каждого 
из двух соединений) нами были сформированы 
всевозможные поднаборы, содержащие по два или 
по три параллельных масс-спектра ИЭ каждого 
соединения (общее число таких комбинаций как 
для двух, так и для трех параллельных спектров 
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таблица 1
Значения ξ (n1 = n2 = 5), рассчитанные для каждой 
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1-октанол – 72 45 64 71 124

1-нонанол 72 – 30 44 50 78

1-деканол 45 30 – 26 28 68

1-ундеканол 64 44 26 – 13 40

1-додеканол 71 50 28 13 – 23

1-тетрадеканол 124 78 68 40 23 –

таблица 2
Процент ложноположительных ответов* в зависи-
мости от значения доверительной вероятности (P) 
и числа параллельных опытов (n)

P
Процент ложноположительных 

ответов*, %
n = 2 n = 3

0.95 1 0
0.99 56 0

0.999 98 18
Примечание: * – процент случаев, для которых 
статистически значимое различие между масс-
спектрами ИЭ 1-ундеканола и 1-додеканола не 
было найдено (т.е. ξ ≤ tкрит.(P, f = 2n – 2)).
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зультаты обобщены в табл. 2. Как видно из табл. 
2, при проведении трех параллельных опытов 
для доверительной вероятности P = 0.99 ни в 
одном из 100 случаев не было получено ни одного 
ложноположительного ответа (то есть статисти-
чески значимое различие между масс-спектрами 
1-ундеканола и 1-додеканола было найдено во 
всех случаях). Однако для n = 2 и P = 0.99 число 
ложноположительных ответов превышало 50 %. 
В связи с этим при проведении идентификации 
целесообразно регистрировать не менее трех 
параллельных масс-спектров ИЭ неизвестного 
соединения и предполагаемого кандидата. До-
верительная вероятность должна выбираться 
исследователем, исходя из того, что ее величина 
определяет критическое значение коэффициен-
та Стьюдента (tкрит.) и напрямую влияет на число 
ошибок первого и второго рода.

заключение
Рассмотрена возможность совместного ис-

пользования метода главных компонент и t-критерия 
Стьюдента для проведения надежного сопоставления 
масс-спектров, зарегистрированных в идентичных 
условиях. Описанный в работе подход может быть 
использован для проведения сопоставления масс-
спектров неизвестного соединения и возможного 
кандидата (зарегистрированных в идентичных 
условиях) и тем самым для увеличения надеж-
ности идентификации.
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In this work, we considered the possibility of using principal component analysis for the reli-
able comparison of mass spectra recorded under identical conditions and containing the same set of 
m/z values. The described approach for mass spectra comparison was based on simultaneous use 
of principal component analysis and Student’s t-test. Normal aliphatic alcohols (having very similar 
electron ionization mass spectra) were used as model compounds.
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component analysis.


