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Souhrn: Existuje sirokd skdla technik pro analyzu spektrofotometrickych dat jak
pro kvalitativni, tak i pro kvantitativni ucely. Jedna se predevsim o techniky
faktorové analyzy (FA) a metody hlavnich komponent (PCA). Vsechny tyto
techniky jsou vypoctové ndarocné. Maji-li vyse uvedené metody prindset presné a
spravné vysledky, je nutnd vysoka kvalita vstupniho experimentu a dobra znalost
fyzikalne-chemickych viastnosti systému.

1) Urceni poctu svétlo-absorbujicich ¢astic

Metoda hlavnich komponent (PCA): Pro urceni poctu svétlo-absorbujicich
Gastic Ize pouzit metodu hlavnich komponent"*’. Tato metoda je uréena pro
zjiStovani poctu tzv. latentnich proménnych, tj. proménnych, které popisuji
vSechnu variabilitu datové matice 4 o n tadcich (v nasSem ptipadé jednotliva
spektra) a m sloupcich (v naSem pfiipadé¢ vlnové délky) nezpiisobenou
experimentalni chybou. Pocet svétlo-absorbujicich Castic je pravé roven poctu
signifikantnich latentnich proménnych absorban¢ni matice.

2) Postup urceni poctu latentnich proménnych v PCA

2.1 Rozklad zdrojové matice: Prvnim krokem metody hlavnich komponent je
rozklad zdrojové (v nasem piipad¢é absorbancni) matice A rozméru n fadki
(spekter) a m sloupct (vlnovych délek) na sou¢in matic T a P’ a matici
nepopsan¢ variability £

A=TP"+E (1)

kde T je matice latentnich proménnych (score matice) o rozmérech n x k, k jsou
sloupcové vektory oznaCované jako hlavni komponenty, matice P je matice
zatézi (loadings matice) o rozmérech n x k, kde kjsou sloupcové vektory
vyjadiujici miru pfispévku dané latentni proménné k variabilit¢ zdrojové
matice.Vypocet matic T a P je zaloZen na diagonalizaci kovarian¢ni matice Z

Z=A'A, )



¢imz dostavame vlastni ¢isla g, matice Z a matici vlastnich vektorti Q, ktera je
totozna s matici P. Matice T se pak dopocita podle vztahu

TT=(P"P)'PTA". (3)

3) Regresni analyza A-pH spekter

Analyza spektrofotometrickych dat za Gcelem urceni poctu svétlo-absorbujicich
castic v roztoku, protonacnich konstant pK a jejich molarnich absorpcnich
koeficientll g4, je predmétem nelinearni regresni analyzy spekter pomoci
programu SQUAD(84), SPECFIT/32. Absorban¢ni matice popisujici k£ svétlo-
absorbujicich ¢astic v rovnovazné smési je tvofena m roztoky pro n vlnovych
délek.
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odhadu programem SQUAD(84)* a SPECFIT/32, je protonaéni konstanta pK a
molarni absorpc¢ni koeficient g, méfené vinové délky. Oba tyto parametry jsou
urCovany pro vSechny zucastnéné svétlo-absorbujici ¢astice. Parametry pK a g,
jsou odhadovany na zaklad€ nelinearni regresni analyzy absorban¢ni matice
fadu n x m obdrzené z experimentu.

3.2 Vérohodnost parametri: Vérohodnost uréenych parametrii 1ze posoudit na
zaklad¢ dosazené tésnosti proloZzeni vypoctené regresni spektralni kiivky
experimentalnimi body statistickou analyzou rezidui®. U nejtésnéjsich prolozeni
vykazuji rezidua Gaussovské normalni rozlozeni a jejich velikost neni vétsi nez
Sisi(4). Analyzu rezidui popisuji ndsledujici statistiky:

a) Aritmeticky prameér rezidui musi byt roven nule, e = 0.

b) Priimérna reziduum musi byt mensi nebo rovno nez s, (4).
¢) Koeficient Sikmosti rozdéleni rezidui musi byt roven 0.

d) Koeficient Spicatosti rozd€leni rezidui musi byt roven 3.

e) Hamiltontiv R-faktor® mensi neZ 1%.

I kdyz rezidua nevykazuji vZdy Gaussovo rozlozeni, je jejich analyza uzite¢nou
pomuckou k objektivnimu posouzeni tésnosti prolozeni a vybéru nejlepsi
testované hypotézy rovnovazného modelu.

4) Debyetiv-Hiickeliiv vztah

Protonac¢ni rovnovéhu Ize popsat koncentra¢ni, smiSenou nebo termodyna-
mickou rovnovaznou konstantou. SmiSend rovnovazna konstanta je pro g = 1
charakterizovéana nasledujicim vztahem



_ [LH, ] _
[L]aj,

Vztah mezi protonacni smiSenou a koncentrac¢ni konstantou pomoci nasledujici
rovnice

B

n Ky K (4)

log K, =log K,  +logy,.. (5)

Pro Debye-Hiickelovu roz$ifenou rovnici je mozné z definice rovnovazné
konstanty a na zéklad¢ definice aktivitniho koeficientu vyjadfit vztah zavislosti
smiSené protona¢ni konstanty na iontové¢ sile, kde pro nizké iontové sily 7<0.1
lze vztah zjednodusit na tzv. zkraceny Debyetv-Hiickeliiv zdkon

A|ZZ |\/7
log K =log K/ — I+ | 6
g g Ky, 1+Ba°\/7 ( )
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Technické zabezpeleni experimentu

Pristroje
- UV/VIS spektrofotometr GBC Cintra 40
- pH metr Radelkis OP-271

- Termostat

- Mikrobyrety

Chemikalie

-1M HCI > 7 1. Mikrobyreta

-1M KOH 2. pH-metr

- Standartni pH pufry 3. Reaktor

- Léciva 'Cm —1 | 4. Termostat
Al . | spc

Programy 6. GBC Cintra 40

- SQUAD(84) 7. Inertni plyn

- SPECFIT/32 |

- ADSTAT 1.25 d

- S-Plus

- MS EXCEL 2002
- Microcal Origin




Strategie experimentu

SCAN — ziskani UV/VIS spekter
Sirokém rozsahu A [nm] a hodnot pH.

Fyz-chem. smysl

1) Silybin

2) Camptothecin 3) 7-Ethyl-10-
hydroxycamptothecin
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Faktorova analyza - FA

Rozklad zdrojové matice
Matice A orozmérechnxm kde A=7PT +E kde T marozmérnxkaP

v
roymer k x m.
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Vypocet matic Ta P se provadi z kovarian¢ni matice Z, kde 7= A4 TA.
Matice latentnich proménnych lze vypolitat ze vztahu: 7T =(PTP) -1 PT AT

Kratky cyklus

Rekonstrukce datové matice pouZitim prvnich £ nejvyznaméjSich latentnich
proménnych, Ared=TPT

Metody faktoroveé analyzy urCujici

pocet

atentnich proménnych

Kankareho Metoda Rezidulni variace Malinowského
metoda x2- Kriteria F-test
Metoda Metoda sm.odch. Metoda log. Bartlettiiv test

realné chyby vlastnich ¢&isel vlastnich ¢isel izotropie
Metoda Metoda priméru Metoda zabudované
extrahované chyby viastnich ¢isel chyby
Metoda primérné | Metoda Exnerovy Faktorova
chyby funkce indikatorova funkce

Tucné - spolehlivé metody, kurziva - selhavajici metody

Kritéria pro urceni poctu latentnich proménnych:

1) Bod zlomu k¥ivky

2) Precizni metody — rezidualova smérodatna odchylka

3) Aproximativni metody — testacni kritéria

4) Druha derivace, tieti derivace, pomér derivaci




Kankareho metoda

Vychazi z druhého momentu M analyzované absorp¢ni matice A.

M=_1 ATA
M

Predpoklad: PrvKky matice jsou zatiZeny experimentalnim Sumem jehoZ uroven
jedanas,  (A4).

Zbytkova rezidualova chyba s, (4)

Kankare - residual standard deviation

tr(M) - § Iy

LY

- 7

log(s,(A))

s, (A)= a-1
k) n-k .
Z:a hodnost matice je pokladana ta w

hodnota, kdy plati s, (4)=s;

inst

(4,
pii¢emZ hodnosti matice je roven
pocet latentnich proménnych.
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Kankare - Third derivative

2 4 6 kK 8 10

RSD - Third derivation

10

10

0 5 10 15 20 25 30

Kankare - Derivatives ratio
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pK, pf1 ruznych iontovych silach
Debye-Huckelovym vztahem

Camptothecin 7-ethyl- _
pH = pH 10-hydroxycamptothecin |
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Prehled pK léciv: (v zavorce smérodatna odchylka poslednich platnych &islic) .
SPECFIT/32 SQUAD(84)
Value at Value at Value at Value at
25C 3fC o158, 3fC
Camptothecine pKTah] 2.90(7) 3.02(8) 2.83(9) 2.92(8)
pKTa_2 10.18(30) 10.23(8) 10.11(36) 10.43(3)
7-Ethyl-10- pKT&] 3.11(2) 2.46(6) 3.04(5) 2.30(6)
hydroxycamptothecine pKT_, 8.91(4) 8.74(3) 8.90(3) 8.84(3)
pKTa_3 9.70(3) 9.47(8) 9.71(5) 9.53(10)
10-Hydroxycamptothecine pKTa‘] 2.93(4) 2.84(5) 2.92(4) 2.77(5)
pKT_, 8.93(2) 8.92(2) 8.93(3) 8.90(2)
pKTa‘3 9.45(10) 9.98(4) 9.46(9) 10.02(7)
7-Ethylcamptothecine pKTa_] 3.10(4) 3.30(16) 2.94(3) 3.26(22)
pKTa_2 9.94(9) 10.98(18) 9.73(9) 10.96(18)
Silybin pKT ki 6.99(4) 6.84(4) 7.00(4) 6.86(5)
pKT,, 8.77(11) 8.76(3) 8.77(11) 8.77(3)
pKT,, 9.57(8) 9.62(1) 9.57(8) 9.62(1)
pKTa_4 11.66(3) 11.37(1) 11.66(3) 11.38(1)




Podékovani: Prace vznikla za podpory grantu Ministerstva zdravotnictvi
NR9055-4/2004 a védeckych zamérli Ministerstva Skolstvi, kultury a mladeze
MSMT0021627502.
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