MOLEKULOVA ABSORPCNI

SPEKTROFOTOMETRIE

v UV a viditelné oblasti spektra
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Viceslozkova analyza
Multicomponent analysis (MA)

« Koncentrace n slozek ve smesi, z nichz
kazda poskytuje analyticky signal pri
nejmene jedne vinove delce, Ize urcit na
zakladé mereni signalt 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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Multicomponent analysis (MA)

MA je zaloZena na Aty

aditivité absorbanci A = Z a.c.l
_ .. Ji /] /

A, je absorbance pri 4

vinové délce . :

a; je absorpéni koeficient * Urceni poctu absorbujicich

i-t¢ komponenty pfi j-té komponent
vinové délce \‘j graficky
c; Je koncentrace i-té ”“”,“e”‘fky
N o Strukturni zmény na

slozky .

_ L o chromoforech = vice
| je tloustka absorbujici izolovanych chromofort v jedné
vrstvy; dale | = 1 absorbujici komponenté =

« = pocCet maxim = pocCet
absorbujicich komponent
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1,597
- Slozka 2 Vysledné souctové spektrum 1 + 2
a; je absorpéni koeficient i-té komponenty pfi j-té vinové délce
o =a.Cc,+ a,,C
= 10- 11%1 21%2
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Numerickeé reseni — eliminacni metoda pro soustavu
rovnic — nejjednodussi pripad = dvouslozkovy systém

A1 - a11C1 + 921C2 A

A

1

, T 8,,C; T 3,0, A

A1822 B AZaZ1

C, = C, =
811322 B E"21312 a11a22 B a21a12
a.A — 3, A
— — 12° 1 117 72 —
c, =A /a, ¢c, a, — 0
811322
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Multicomponent analysis (MA)
. Re3eni soustavy rovnic o 2 neznamych: 2-sloZzkova soust.

« = Cramerovo pravidlo

A1 a, a, A1
_ Az a,, _ day Az
C, ~ C, ~
a,, a, a,, a,
a,, 4, a,, 4,
a11\ a,, _ .
N a,,4d,, 1,,d,,
a,, 4a,,
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 Trislozkova soustava — rovnice o 3 neznamych

A1 B a11C1 T 5?2102 T 523103 i/
AZ - 312C1 T a22C2 T 932C3 22
A3 B 31301 T a2302 T a3303 13
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* Determinanty 3. radu, Sarussovo pravidlo

A1 a21 a31 a11 A1 a31 a11 aZ1 A1
D1 - A2 a22 a32 D2 - a12 A2 a32 D3 - a12 a22 A2
A3 a23 a33 a13 A3 a33 a13 aZ3 A3
a11 aZ1 a31
D=a, a, a, c,=0,/D ¢,=D,/D ¢,=D,/D

23 33
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Presnost a spravnost zavisi na

a) poctu komponent

b) volbé vinovych délek
Pro kazdou slozku hledame A;, kde je absorpcni koeficient
dane slozky podstatne vetsi nez absorpcCni koeficienty této
slozky pri ostatnich A;

Pro i-tou slozku se hleda hodnota rj; ., v zavislosti na A;,

C.a,

— i ij

r. =
J Aj
Obvykle tyto absorpcCni koeficienty jsou indexovany:

da a

a a74 R B A s

~ji=j a,) a

a..

ij (max) 127 7137
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Na hlavni diagonale matice prvku a;c;lezi tedy
obvykle maximalni hodnoty pro kazdy radek:
@y1Cq, 32Cy, A33C3, ... @y, Cpy 5

Absorpcni koeficienty se urcCuji s jednoslozkovymi
roztoky

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

v'= poctu absorbujicich slozek
v'> pocet absorb. slozek (preuréeny systém)
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VicesloZzkovy systém (> 3)

Nezbytné pouzit pocitaC

i — pocCet slozek (n)

j — pocet vinovych délek (m)

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

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

I=n m ‘
A/ B Z a,C; Z Acxpj ~ Acarc,j— — MIN
i=1
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Te Measured

Absorbance [AU]

L=
t

0.0+

1 | 1 |
200 210 220 230 2440
Wavelength [nm]

-Vys_le-dné spektrum 2 slozek zmerené s 10%-ni chybou
(Zluta) a proloZena kfivka metodu nejmensich ¢étvercu
(Cervena) method of least squares (MLS)
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* Preurceny system — priklad: dvouslozkova
soustava neni popsana 2 vinovymi (210 a
230 nm) délkami, 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
pfi 2 vinovych délkach muze byt az 100%,
chyba pri 21 vinovych délkach je < 1%.
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e Soustava m rovnic o n neznamych slozkach

= + + + 4
Al Clllcl 12162 13163 :lnlcn

C

= - - + o+
A ngCl 12262 13263 1112 n

2

C

= + + + 4
A C11361 12362 13303 h 1n3 n

3

= + + + 4
Am Cllmcl 12mc2 13mc3 " Lom€

nm n
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« Schéma transformace preurCeného systému na systém
normalnich rovnic

* PreurCeny systém:

+ + +  + = A
ax, Thx,Tdx,T.T1x TA ,,
+ + + o+ = A
a,X, Th, X, T, x, T .. T, x, T A, ,
+ + + + = A
a, X, ThX, T X, T ... Tn,x, = A, 4

+ + +  + =
a x,Th x,td x,t.+tn x =A A

m
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Normalni rovnice

s
ba_
s

b x, v+ box,+ bdx,+ .+ b x,
lbx1+ lbx2+ I»dx3+...+ I»nxn
ldx1+lbxz+ldx3+...+lnxn

b

b x, + b x,+ box,+ .+ x
kde

L - 2 a, ~aa,taa,a,a,t.. T a_

bb =2 b =ab +ab,+ab,+.+ b
atd .
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A dale

b =2 A=-aA +3,A +3A+. .+ A

m m

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. FosforeCnou, 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 sirove.
Nerusi Fe(ll), Ti(IV), V(V, IV). L = 390nm, 550 nm, 660 nm
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— Sulfhemoglobm
Oxyhemeoglobin
— 0.2 — Carboxyhemoglobin
< Hemoglobm (pH 7.0-7.4)
4 —— Deoxyhemeglobin
- [I.I‘
—
ald aal Bl0 gal
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Figure 15

Abszorption specitra of hemoglobin derivatives



