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č. Látka Zařazení léčiva č. Látka Zařazení léčiva

1 Ambroxol HCl Expektorancium 5 Ranitidin HCl Antagonistum

2 Mykofenolát mofetilu Imunosupresivum 6 Silybinin Hepatoprotektivum

3 Mykofenolát sodný Imunosupresivum 7 Silychristin Hepatoprotektivum

4 Oxymetazolin HCl Antagonistum 8 Silydianin Hepatoprotektivum
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Technické zabezpečení experimentu
Přístroje
- UV/VIS spektrofotometr GBC Cintra 40
- pH metr Radelkis OP-271
- Termostat
- Mikrobyrety

Chemikálie
- 1M HCl
- 1M KOH
- Standartní pH pufry
- Pufry

Programy
- SQUAD(84)
- STAR, STARFA
- ADSTAT 1.25
- S-Plus
- MS EXCEL 2002
- Microcal Origin

1. Mikrobyreta
2. pH-metr
3. Reaktor
4. Termostat
5. PC
6. GBC Cintra 40
7. Inertní plyn



pK, pKT, ελ

FA Analýza reziduíFyz-chem. smysl

Přesné měření

SCAN – získání UV/VIS spekter v
širokém rozsahu λ [nm] a hodnot pH. 

Vytipování vypovídajících oblastí.

Chemický model

Nelineární regrese

Strategie experimentu



FA a PCA
Rozklad zdrojové matice
Matice A o rozměrech m x n, kde A = TP T + E .
Způsob výpočtu T a P matic z kovarianční matice Z, kde Z = A TA.
Matice latentních proměnných lze vypočítat ze vztahu:T T = (P T P) -1 P T A T

Krátký cyklus
Rekonstrukce datové matice použitím prvních k nejvýznamějších latentních proměnných.
A pred = T P T

Metody k určení počtu latentních proměnných

Kankareho metoda Metoda Χ 2- kriteria Reziduální variace Malinowského
F-test

Metoda reálné
chyby

Metoda smod. 
vlastních čísel

Metoda log. vlastních 
čísel

Bartlettův test 
izotropie

Metoda 
extrahované chyby

Metoda průměru 
vlastních čísel

Metoda zabudované
chyby 

Metoda průměrné
chyby

Metoda Exnerovy
funkce

Faktorová indikátorová
funkce

Spolehlivé metody: zeleně označené Selhávající metody: červeně označené





Kankareho metoda
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Předpoklad: Prvky matice jsou zatíženy experimentálním šumem jehož úroveň
je dána sinst (A). 

Vychází z druhého momentu M analyzované absorpční matice A.

Zbytková reziduálová chyba sk (A)

Za hodnost matice je pokládána ta hodnota
, kdy platí sk (A)=sinst (A) , přičemž hodnosti 
matice je roven počet latentních proměnných.



Metoda χ 2 kritéria
Pro data s měnící se směrodatnou odchylkou bod od bodu. Jedná se o určení matice A pred

, která reprodukuje matici A v rámci experimentální chyby.

Nevýhodou je nutnost znát směrodatnou odchylku u každého bodu.

K posouzení, zda A pred aproximuje datovou matici v rámci experimentální chyby jejich prvků

slouží Bartletův χ 2 – test, kde
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Testovací kritérium:
2 ( )( )krit n k m kχ = − −

kdy počet aktivních složek ve směsi odpovídá
první hodnotě k, pro kterou platí .2 2( ) kritkχ χ



Metoda reálné chyby
Reálná chyba RE je mírou diference mezi naměřenými daty a ideálně čistými daty, jejihž
variabilita by byla dána pouze latentními proměnými.
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Kde ga jsou vlastní čísla kovarianční matice Z, M počet proměnných a N počet spekter.

Počet světlo-absorbujících částic je k, pro nějž RE
nejlépe aproximuje odhad experimentální chyby.



Metoda extrahované chyby
Extrahovaná chyba XE je mírou rozdílu mezi naměřenými daty a daty získanými rekon-
strukcí datové matice v krátkém cyklu použitím pouze prvních k latentních proměnných.
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Alternativně lze také spočítat z vlastních čísel gj a kovarianční matice Z
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Vzájemný přepočet pro RE(k) a XE(k) je poté: 
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m
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Počet světlo-absorbujících částic je k, pro nějž XE
nejlépe aproximuje odhad experimentální chyby.



Malinowského F-test
Malinowski navrhl pro rozlišení primárních a sekundárních vlastních čísel F-test, testující

nulovou hypotézu H0:  

oproti alternativní H0:                     ,

kde         jsou redukováná vlastní čísla

a         je vážený průměr sekundárních       .

V případě platnosti nulové hypotézy má testovací kritérium tvar:
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Testovací kritérium: První k -té redukované vlastní číslo, pro 
nějž je hodnota testovacího kritéria větší než hodnota tabe-
lovaná na dané hladině významnosti, je považováno za nej-
menší primární a hodnota r = k za počet světlo-absorbujících 
částic.



Hledání modelu rovnováh léčiva Silychristin

q = 1, r = log βqr log βqr log βqr log βqr

0 - - - -

1 11.746(11) 11.768(7) 11.802(8) 11.819(9)

2 9.682(14) 9.697(9) 9.743(15) 9.886(64)

3 6.814(14) 7.208(36) 8.549(74) 8.856(213)

4 - 6.429(68) 7.143(75) 3.736(***)

5 - - 6.388(89) 11.608(197)

6 - - - 6.677(202)

sk(A) [mAU] , k 0.29, 6 0.26, 6 0.25, 6 0.27, 6

s(A) [mAU] 2.91 1.89 1.63 1.49

R-faktor [%] 0.54 0.34 0.28 0.25

|ē| 0.0017 0.0012 0.0009 0.0008

s(e) 0.0029 0.0019 0.00163 0.0015

g1(e) 0.131 -0.329 -0.028 0.184

Model je zamítnut zamítnut přijat zamítnut

Hledání chemického modelu
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Vyhodnocení experimentálních dat



Mykofenolát mofetilu O
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při 25 0C
pKa

T = 8.29 (1)
při 37 0C
pKa

T = 8.16 (1)



Silychristin
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při 25°C
pKa,1

T = 6.64 (18)
pKa,2

T = 7.85 (31)
pKa,3

T = 8.95 (34)
pKa,4

T = 10.17 (92)
pKa,5

T = 12.00 (9)

při 37°C
pKa,1

T = 6.23 (29)
pKa,2

T = 7.24 (26)
pKa,3

T = 9.08 (18)
pKa,4

T = 9.78 (8)
pKa,5

T = 12.15 (34)



Silydianin
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při 25°C
pKa,1

T = 6.46 (17)
pKa,2

T = 8.64 (25)
pKa,3

T = 9.66 (91)
pKa,4

T = 10.74 (20)
pKa,5

T = 12.54 (36)

při 37°C
pKa,1

T = 7.09 (17)
pKa,2

T = 8.83 (14)
pKa,3

T = 10.22 (11)
pKa,4

T = 10.97 (73)
pKa,5

T = 12.4 (59)
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Silybinin

při 25°C
pKa,1

T= 6.98 (5)
pKa,2

T = 8.92 (14)
pKa,3

T= 9.66 (11)
pKa,4

T = 11.66 (3)

při 37°C
pKa,1

T = 6.86 (4)
pKa,2

T = 8.66 (4)
pKa,3

T= 9.68 (1)
pKa,4

T = 11.44 (7) 



310     300    290

nm 
10.2     

  10.8     
  11

.4     
  12.0

pH

při 25°C
pKa,1

T = 10.59 (9)
pKa,2

T = 12.03 (3)

při 37°C
pKa,1

T = 10.77 (5)
pKa,2

T = 11.76 (9)

Oxymetazolin HCl NNH
CH3

(H3C)3C

OH

CH3

. HCl



325    315    305   300nm

při 25°C
pKa

T= 1.97 ± 0.09
při 37°C 
pKa

T = 1.88 ± 0.04

Ranitidin HCl NH2Br

Br

CH2 NH OH . HCl



25°C 37°C

pKa,1
T pKa,2

T pKa,3
T pKa,4

T pKa,5
T pKa,1

T pKa,2
T pKa,3

T pKa,4
T pKa,5

T

Ambroxol HCl 8.12 
(6)

11.63 
(7) ----- ------ ------ 8.23 

(5)
11.90 

(9) ------ ------ ------------

Mykofenolát sodný 8.32 
(1) ------------ ---------- ------------ ------------ 8.14 

(1) ------------ ------------ ------------ ------------

Mykofenolát
mofetilu

8.29 
(1) ------------ ---------- ------------ ------------ 8.16 

(1) ------------ ------------ ------------ ------------

SilychristinSilychristin 6.64 6.64 
(18)(18)

7.85 7.85 
(31)(31)

8.95 8.95 
(34)(34)

10.17 10.17 
(92)(92)

12.00 12.00 
(90)(90)

6.23 6.23 
(29)(29)

7.24 7.24 
(26)(26)

9.08 9.08 
(18)(18)

9.78 9.78 
(8)(8)

12.15 12.15 
(34)(34)

SilydianinSilydianin 6.46 6.46 
(17)(17)

8.64 8.64 
(25)(25)

9.66 9.66 
(91)(91)

10.74 10.74 
(20)(20)

12.54 12.54 
(36)(36)

7.09 7.09 
(17)(17)

8.83 8.83 
(14)(14)

10.22 10.22 
(11)(11)

10.97 10.97 
(73)(73)

12.40 12.40 
(59)(59)

SilybininSilybinin 6.98 6.98 
(5)(5)

8.92 8.92 
(14)(14)

9.66 9.66 
(9)(9)

11.66 11.66 
(3)(3) ------------ 6.86 6.86 

(4)(4)
8.66 8.66 
(4)(4)

9.68 9.68 
(1)(1)

11.44 11.44 
(7)(7) ------------

OxymetazolinOxymetazolin HClHCl 10.510.5
9 (9)9 (9)

12.03 12.03 
(3)(3) ------------ ------------ ------------ 10.77 10.77 

(5)(5)
11.76 11.76 

(9)(9) ------------ ------------ ------------

RanitidinRanitidin HClHCl 1.97 1.97 
(9)(9) ------------ ------------ ------------ ------------ 1.88 1.88 

(4)(4) ------------ ------------ ------------ ------------

Léčivo


