MOLEKULOVA ABSORPCNI

SPEKTROFOTOMETRIE

v UV a viditelne oblasti spektra

2



Viceslozkova analyza
Multicomponent analysis (MA)

 Koncentrace n slozek ve smési, z nichz
kazda poskytuje analyticky signal pri
nejmene jedne vinove delce, Ize urcit na
zakladé méreni signalu na n vinovych
delkach a resenim soustavy rovnic o n
neznamych. Tento vypocet je principielnée
umoznen aditivitou absorbanci: platnost
Bouguert-Lambert—Beerova zakona
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MA je zaloZena na | =

aditivité absorbanci A = Z a.c.l
A, je absorbance pri J - )
vinove delce A —
a; je absorpéni koeficient * Urceni poctu absorbujicich
i-té komponenty pfi j-té komponent

vinové délce v’ graficky
v' numericky

c; Je koncentrace i-te o
. o Strukturni zmény na
slozky .
_ » o chromoforech => vice
lje tloust’ka absorbujici izolovanych chromofort v jedné
vrstvy; dale | = 1 absorbujici komponenté =

e = pocet maxim = pocet
absorbujicich komponent
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a;; Je absorpcni koeficient i-te komponenty pfi j-te vinove délce
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 Numerické reSeni — eliminaéni metoda pro soustavu
rovnic — nejjednodussi pripad = dvouslozkovy systém

A1 =G +ay G, ﬂi
Az = ay,C; +a,,C, 22
C. — Ady, — A8, Aa,, —Aa,

C., =
1 2
a11a22 o a21a12 a11a22 - a216‘12

_ a12'6‘1 B allAZ

a, =0
;1)

C1:A1/a11 C,
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Viceslozkova analyza

Multicomponent analysis (MA)
eseni soustavy rovnic o 2 neznamych: 2-slozkova soust.

Cramerovo pravidlo
A ap a, A
C = A, a, o = a,, A,
1 2
CYRCY. Ay Gy
A Ay A Ay

a, a,
o N, =Bl ~2uly
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* Trislozkova soustava — rovnice o0 3 heznamych

A1 = a;,C; +4a,,C, +3as,C; ﬂ1
Az = a;,C; +a,,C, +4a3,C; /12
A3 = Q30 +a,3C, +3A3;3C, 13
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* Determinanty 3. radu, Sarussovo pravidlo

A & ay 8, A 8y Ay Gy
D1 — Az Ay, Dz =y, Az s, D3 =, Gy
A; 8y g d; A Ay A3 3

d; Sy dy
D=a, a, a, c,=D/D ¢,=D,/D ¢,=D,/D

A3 Gp3 g

F P>
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Presnost a spravnost zavisi na
a) pocCtu komponent
b) volbé vinovych délek

Pro kazdou slozku hledame A;, kde je absorpcni koeficient
daneé slozky podstatne vetsi nez absorpcni koeficienty teto
slozky pri ostatnich A;

Pro i-tou slozku se hleda hodnota r;; . V Zavislosti na A;,
_ Gig
I

Aj
Obvykle tyto absorpcCni koeficienty jsou indexovany:

aij(max)zi =} a11>> Ay, 3,y .- Ay - Oy
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Na hlavni diagonale matice prvku a;c;lezi tedy
obvykle maximalni hodnoty pro kazdy radek:
dy1Cq, @32C3, A33C3, ... @pn Cpy 5

Absorpcni koeficienty se urcuji s jednoslozkovymi
roztoky

Pocet vinovych délek, pfi nichz provadime méreni,
ve vztahu k pocCtu absorbujicich slozek:

v'= podtu absorbujicich slozek
v'> pocCet absorb. slozek (pfeuréeny systém)
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Viceslozkovy system (> 3)
Nezbytneé pouzit pocitaC

i — pocCet slozek (n)

J — pocet vinovych délek (m)

Numerické metody (determinanty, iterace, Gaussova
eliminace, Gauss-Jordanova eliminace)

Vhodny je preurCeny system m > n, redukuje se na
soustavu ,normalnich rovnic*® metodou nejmensich
Ctvercu. Idealni vice bodu spektra, celé krivky (CCD)

=N
A = Zaijci
=1

i(Aexp,j _Acak;,j)z = min

J=1
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-Vys_le-dné spektrum 2 slozek zmeérené s 10%-ni chybou
(Zluta) a prolozena kfivka metodu nejmensich ¢tvercu
(Cervena) method of least squares (MLS)
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* PreurCeny system — priklad: dvouslozkova
soustava neni popsana 2 vinovymi (210 a
230 nm) delkami, ale 21 datovymi body v
rozsahu 200-240 nm (krok 2 nm). Pomoci
LS (least squares) s prokladaji spektra a
srovnava se s namerenym spektrem. Chyba
pri 2 vinovych délkach muze byt az 100%,
chyba pri 21 vinovych délkach je < 1%.
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* Soustava m rovnic o n neznamych slozkach

'Al:ailcl+a21C2+a31C3+"'+an1Cn ﬂ1
'AE = a0 T80, +a5,0;+...+a,,C, ﬂz
A32313Q+azscz+asgc3+---+anscn 23

A\n:aimCl_I_aZmCZ_l_aGmC?fl_"'_l_anan ﬂe




Viceslozkova analyza
Multicomponent analysis (MA)

« Schéma transformace preurceneho systému na system
normalnich rovnic

* PreurCeny systém:

X, + b X, + X3 +...+N X, =A A
a, X, +b,x, +d, X, +... +n,x, = A, A,
A, X, + DX, +d X, + ... + N, X, = A, Aq

a X, +b x,+d X, +..+n X =A_ A,
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o Kde:

a ~a., bl R Ay dl R dgg
d, = d,, bz za-zz;dz ~ As,
X, =C; X, =C,, X3 =C,4
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Multicomponent analysis (MA)
Normalni rovnice

aalx, +[ablx, +[ad Jx, + ... +[an]x_ =[aA
ablx, +|bb]x, +[bd x, +...+[bn]x. =[bA]
X

ad [x, + [db]x, +[dd [x, + ...+ [dn]x_ =[dA]

ad [x, + [db]x, +[dd [x, + ...+ [dn]x_ =[dA]
Kde

aal=> aa =a,a, +a,a, +a,a, +... 12,3,
ab]=>ab =ab, +a,b, +a,b, + ... +a,b,
atd.
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A dale
aA]=> aA =a A +a,A, +asA; + 1A,

Soustva normalnich rovnic je reSena numerickymi metodami,
Gaussova elininacni metoda, Gauss-Jordanova metoda
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Priklady metod
Stanoveni Cr,0,% a MnO, v oceli (0,2-5% Mn, 0,2-20% Cr) Fe (lll)
se maskuje kys. Fosfore¢nou, A =440 nm, 545 nm nebo 520 nm.

Stanoveni Fe(lll), Cu(ll), Co(ll) jako thiokyanato komplexd,
Nadbytek SCN-, prostredi 50% aceton, + HCI nebo HNO,, A =
380nm, 480 nm a 625 nm.

Stanoveni Cu(ll), Co(ll), Ni(ll) s diethyldithiokarbamatem. Chelaty
kovu se extrahuji do chloroformu, A = 436 nm, 367 nm a 328 nm.

Stanoveni tryptofanu a thyrosinu

Stanoveni W(VI), Mo(VI), Nb(V) v ocelich,barevné iontové asociaty
komplexu s katecholem s butyltrifenyl fosfoniovym kationtem.
Selektivni extrakce do chloroformu z 0,5-2,5 M kyseliny sirové.
Nerusi Fe(ll), Ti(IV), V(V, IV). L = 390nm, 550 nm, 660 nm
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— Sulfhemoglobm
Cmyhemeglobin
— 0.2 — Carboxyhemoglobin
< Hemoglobin (pH 7.0~7.4)
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Figure 15

Absorption specitra of hemoglobin derivatives
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