Pocet svétlo-absorbujicich castic v rovnovazné smési

faktorovou analyzou spekter

Ing. Zuzana Ferencikovd a prof. RNDr. Milan Meloun. DrSc., Katedra
analytické chemie, Univerzita Pardubice, 532 10 Pardubice

zuzana.ferencikova@student.upce.cz, milan.meloun@upce.cz

Souhrn:

Pti studiu protonacnich rovnovah pomoci spektrofotometrické titrace pii vice vlnovych
delkach je vzdy dilezité védét, kolik Castic se nachazi ve studovaném roztoku. K odhaleni
poctu svétlo- absorbujicich ¢astic je vyhodné vyuzit metod faktorové analyzy. K tomuto
ucelu byl vyuzit program S-PLUS, ve kterém bylo naprogramovano 12 metod faktorové
analyzy, kterymi je odhadovan pocet barevnych castic v roztoku. Bez znalosti poctu svétlo-
absorbujicich ¢astic v roztoku nelze spravné navrhnout chemicky model, na jehoz zdklad¢ se
dale nelinedrni regresi vy¢isluji odhady protonac¢nich konstant pK,.

1. Uvod

Faktorova analyza patii mezi metody pro sniZzeni dimenzionality cili k redukci poctu
puvodnich znakt. Hlavnimi cily faktorové analyzy jsou sumarizace dat a jejich redukce.
V sumarizaci dat vyuziva tato metoda faktor tak, aby data vysvétlila a usnadnila jejich
pochopeni daleko mensim poc¢tem latentnich proménnych, nez je pocet piivodnich znakd.
Redukce dat je dosazeno vyc¢islenim skore pro kazdy faktor a naslednou ndhradou ptivodnich
znakl novymi latentnimi proménnymi ¢ili faktory.

Ve spektrofotometrii je datovou matici absorbancni matice A, jejiz sloupce
predstavuji méfené vlastnosti (pH) a tadky pak vinové délky. Zdrojovou matici A o
rozmérech n x m lze pak vyjadiit ve tvaru A=LF+E (obr. 1), kde L srozméry n x k
predstavuje matici faktorového skore, F o rozmérech k& x m predstavuje matici faktorovych
zatézi a E o rozmérech n x m ptedstavuje matici chybovych faktord. V nasem ptipad¢ je n
pocet spekter, m pocet vinovych délek, k index testované komponenty a r skutecny pocet
svétlo-absorbujicich ¢astic ve smési.

Malice
Zdrojova matice skore X Matice zatézi + Matice chyb

| L

Obr. 1 Rozklad zdrojové matice

O prvnim grafickém vystupu faktorové analyzy lze obecné hovofit jako o tzv.
,, Cattelove grafu upati vilastnich cisel “, ve kterém se vynasi vypoctend funkce f(k) proti poctu
komponent £. Hlavnim kritériem urceni poctu komponent £ je u vétSiny metod zlom na kiivce
f(k) vs. k (Obr. 2). Catteliv graf tpati je vyhodné¢jsi vynaset jako logaritmus hodnot funkce
log(f(k)) pro dosazeni lepSiho rozliSeni zlomu kiivky, coz mnohdy napomiize k odhaleni i
minoritnich slozek ve smési.
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Obr. 2 Graf upati
2. Metody faktorové analyzy

2.1. Precizni metody

Pocet komponent ve smési se u preciznich metod urcuje na zékladé¢ porovnani zbytkové
rezidualové chyby si(A) pro k-tou komponentu s instrumentalni chybou pfistroje s;s(A). Do
grafu je pak vyndSena smérodatna odchylka absorbance si(A) vic¢i poctu komponent k.
Resenim je pak takové &islo &, u kterého dochdzi na kiivce k prudkému zlomu. Do metod
preciznich fadime Kankareho rezidudlovou smérodatnou odchylku absorbance si(A),
rezidudlovou smérodatnou odchylku RSD, odmocninu z primérné chyby RMS, kritérium
pramérné absorbance AE, Barlettiv 5’ test a smérodatnou odchylku vlastnich &isel s(gy).
Kankareho metoda a Barlettiiv ” test pati mezi metody nejspolehlivejsi.

2.1.1. Kankareho rezidualova smérodatna odchylka absorbance s;(A)
Vypocet vychdzi z druhého momentu M analyzované absorban¢ni matice A dle

1
M= -ATA

n
kde n je pocet vlnovych délek. PouZitim vlastnich cisel », matice M se ur¢i zbytkovd

smerodatna odchylka absorbance si(A) vztahem

U(M] B §=1 ra

s (A) = M— k&

kde tr(M) je stopa matice M a k je pocet latentnich proménnych, pro ktery je vycislen pro
vyslednou si(4) a pfedstavuje zde pocet svétlo-absorbujicich komponent.

2.1.2. Bartlettiiv y test
Pro data, jejichz smérodatna odchylka se méni od bodu k bodu navrhl Bartlett pouzit metodu
v -kritéria. Jednd se o ureni prvni matice AP ktera reprodukuje matici A v ramci
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experimentalni chyby. Nevyhodou je nutnost znat smérodatnou odchylku jednotlivé u
kazdého bodu. Vypocet probiha podle rovnice

xm—ZZ(” f,

i=1j=1

kde o je smérodatnd odchylka méfeni asociovana s kazdym prvkem absorban¢ni matice,
oznacenym A;;. Hodnoty x* pro k=1, 2, ... se porovnavaji s kritickou hodnotou

Vit = (n — k)(m — k). Pocet svétlo absorbujlc1ch castic je pak roven takovému k, pro néjz je
hodnota * mensi nez vy3e uvedena kritickd hodnota.

2.2. Aproximativni metody

Pokud neni zndma smérodatna odchylka pfistroje s;s(A), vyuzijeme metod
aproximativnich. Mezi tyto metody fadime logaritmus vlastnich ¢isel log g,, Exnerovu funkci
vy, graf Gpati RPV(k), vloZzenou chybu /E, faktorovou indikatorou funkci IND(k) a metodu
RESO. Ve vétsing ptipadi se jedna o funkce empirické.

2.2.1.Graf upati
Tato metoda urcuje pocet komponent za predpokladu, Ze rozptyl rezidui se stabilizuje
na menSim poc¢tu dimenzi, které obsahuji pouze nahodnou chybu. Rozptyl rezidui je

definovan vztahem
o w2
m —_
= Ej:l("ﬁ’-ij Aij)
1

RV(k) =
nm
ktery je roven ctverci odmocning Z prumerné chyby RMS(k).
Procentorezidualového rozptylu se vypocte podle vztahu
E?—:ingl{ﬁii_‘j‘ii}z =k41Ea . .
RPV (k) = 100 | Z=20=t0- 200 ) _ 100 (Q) ktery mie byt vyjadten i
ijizjziﬁij a=16a

pomoci vlastnich Cisel.

Testovani: Do grafu se vynasi procenta rezidualového rozptylu RPV (k) proti indexu £.
Pocet svétlo-absorbujicich ¢astic » je indikovan takovou hodnotou £, u které dochazi ke zlomu
na kfivce.

2.2.2. Faktorova indikatorova funkce
Jde o empirickou funkci, ktera je dana vztahem

.Eg gi
|—i=k+1 ]
4 mim—k)  RSD (k)
IND (k) = (q-k)2  (g-K)2’

Testovani: Za pocCet svétlo- absorbujicich ¢astic r je povazovan bod k na kiivce, kdy je
dosazeno minima.
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2.3. Derivacni metody

Pokud je pocet komponent ve smési vetsi nez tfi, mize se stat, ze specifickd kritéria nemusi
vypovidat zcela jasn€. Proto je vyhodnéj$i pouzit metod derivaci pro zietelnéj$i odhaleni
zlomu na kiivce. Do derivaénich metod fadime metodu druhé derivace SD, metodu tieti
derivace 7D a kone¢né metodu poméru derivaci ROD. U metody druhé derivace a metody
poméru derivaci je pocet svétlo- absorbujicich Castic roven takovému k, pro néjz kiivka
funkce SD(k), resp. kiivka funkce ROD(k) vykazuje prvni maximum, u metody tfeti derivace
je pak tento pocet urcen takovym £, pro né€z kiivka funkce 7D(k) vykazuje prvni minimum. Za
prvni minimum ¢i maximum ovSem nebereme k = 2.

3. Stanoveni poctu svétlo- absorbujicich ¢astic v rovnovazné smési
Vyuziti metod faktorové analyzy (FA) pro ur€eni poctu svétlo- absorbujicich ¢astic ve
smési bude demonstrovan na protonacnich rovnovahach léciva methotrexat (Obr. 3).

OH MHs

MH fr——<h__ﬁ /
HO }—@Nx i MH,
0 0 CH,

Obr. 3 Methotrexat

Toto lé¢ivo vykazuje tii velmi blizké hodnoty protonaénich konstant pK; jak plyne z
distribu¢niho diagramu (Obr. 9b). O blizkych protonacnich konstantach mluvime tehdy,
pokud ‘pKH 1 - pKi | < 3. Proto byl kladen velky diraz na peclivé provedeni experimentu a
dostatecné presna data. Spektra byla méfena na spektrometru GBC Cintra 40 s instrumentalni
chybou s;,(A) = 0.35 mAU, coz zarucuje dostatecnou piesnost naméienych dat.
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01 & L 1 r— : -
850 =300 350 5 (nm) 450 E———

Obr.4 (a) 2D-graf namétenych spekter, (b) 3D-graf namétenych spekter

Naméfena spektra byla v programu S-PLUS testovana algoritmem INDICES na pocet
svétlo-absorbujicich castic. Algoritmus INDICES je tvofen 12 zminénymi metodami
faktorové analyzy. Obr. 5 pfinasi grafy logaritmi metod faktorové analyzy a feSeni jsou vzdy
oznacena Sipkou. Téchto 12 metod odhalilo, ze protonaéni rovnovahy methotrexatu se ticastni
3 svétlo-absorbujici ¢astice. Ve slozitéjSich ptipadech je vyhodné€jsi uzit derivacnich metod
zobrazeni Cattelova grafu upati. Vysledky obou derivacnich metod jsou na obr. 6 a 7, pomér
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derivaci na obr. 8. Nalezeny pocet ¢astic je opét oznacen Sipkou. Je ziejmé, ze druhd derivace
SD(k) vykazuje maximum u k = 3, tfeti derivace TD(k) vykazuje minimum opét u k£ = 3 stejné
jako pomér derivaci ROD(k) u k = 3.

Z vystupt programu S-PLUS lze fici, Ze pocet svétlo-absorbujicich Castic, u€astnicich
se protonacnich rovnovah methotrexatu, je roven » = 3. Pokud vSak porovndme vysledky
algoritmu INDICES s vysledky nelinedrni regrese, konkrétné s grafem molarnich absorp¢nich
koeficientii jednotlivych ¢astic (obr. 9) zjistime, Ze pocet svétlo-absorbujicich ¢astic ve smési
je roven 4. Nesrovnalost je zplisobena tim, Ze Castice LH, a LH; vykazuji barevné velmi

podobné a proto znacné se prekryvajici kiivky molarnich absorpcnich koeficientt.
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Obr. 5 Grafy zavislosti logaritmti metod faktorové analyzy na poctu komponent. (a)
Kankareho metoda, (b) metoda redlné chyby, (c) metoda extrahované chyby, (d) metoda
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pramérné chyby, () Bartlettova metoda y*-kritéria, (f) metoda odhadu smérodatné odchylky
vlastnich ¢isel, (g) metoda priméru vlastnich ¢isel, (h) metoda Exnerovy funkce, (i) metoda
rezidudlni variace, (j) metoda zabudované chyby, (k) metoda faktorové indikatorové funkce,
(I) RESO metoda.
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Obr. 6 Grafy druhych derivaci metod faktorové analyzy: (a) Kankareho metoda, (b) metoda
readlné chyby, (c¢) metoda extrahované chyby, (d) metoda primérné chyby, (e) Bartlettova
metoda y>-kritéria, (f) metoda Exnerovy funkce, (g) metoda rezidudlni variace, (h) metoda
zabudované chyby, (i) metoda faktorové indikatorové funkce.
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Kankare - Third derivative RED0 - Third dervation RMS - Third derivation
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Obr. 7 Grafy deviti metod tfetich derivaci (TD) modifikaci Cattelova indexového grafu
vlastnich ¢isel (po fadcich): (a) Kankareho metoda, (b) metoda realné chyby, (c) metoda
extrahované chyby, (d) metoda primérné chyby, (e) Bartlettova metoda *-kritéria, (f) metoda
Exnerovy funkce, (g) metoda rezidualni variace, (h) metoda zabudované chyby, (i) metoda
faktorové indikatorové funkce, (S-Plus).
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Kankare - Derivatives ratio RE0 - Darivatives ratio RMS - Derivat ves ratic
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Obr. 8 Grafy deviti metod poméru derivaci (ROD) modifikaci Cattelova indexového grafu
vlastnich ¢isel (po fadcich): (a) Kankareho metoda, (b) metoda realné chyby, (c) metoda
extrahované chyby, (d) metoda primérné chyby, (e) Bartlettova metoda *-kritéria, (f) metoda
Exnerovy funkce, (g) metoda rezidualni variace, (h) metoda zabudované chyby, (i) metoda
faktorové indikatorové funkce, (S-Plus).
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Obr. 9 (a) Graf molarnich absorp¢nich koeficienti pro castice L, LH, LH, a LHj;
methotrexatu, (b) distribu¢ni diagram relativniho zastoupeni rozlicné protonovanych castic
methotrexatu v zavislosti na pH.
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