Zastosowanie analizy faktorowej do rownoczesnego maczania aspiryny, salicylamidu

I kofeiny w srodkach usmierzajacych bol

1. Wprowadzenie

Réwnoczesne oznaczenie $ito poszczegolnych sktadnikow obecnych w  prébce
analitycznej stanowi sty problem w praktyce laboratoryjnej roawywany zazwyczaj
przez zastosowanie rozmaitych technik rozdzielskbdnikdéw takich jak na przyktad
chromatografia gazowa lub ciekla, spektroskopiaawas ekstrakcja etc. To samo zadanie
wypetniap  z powodzeniem techniki chemometryczne ctdbj ogélnym mianem
wielowymiarowych technik kalibracyjnychJedm =z takich technik, konceptualnie
dopracowanych i skutecznych w praktyce, jest nammaranaliza faktorowal@rget Factor
Analysis - TFA Namiarowa analiza faktorowa jest jadn wielu metod analizy faktorowej
(Factor Analysis - FA zwanej rOwnie zastpczo analiz gtdbwnych sktadnikéw FRrincipal
Component Analysis - PGAJej zasady i sposOb praktycznego zastosowanikgdwowego
oznaczenia skiadu probki analitycznegdiicej mieszania trzech znanych sktadnikéw
stanowj jeden z tematOw niniejszegwiczenia.

Podstaw wszystkich metod analizy faktorowej siacierze danych obrazgg zmiany
w analizowanym uktadzie wywotane zazwyczaj przeolagje sktadu lkdaca nastpstwem
procesdw chemicznych, zmian pH, zmian temperatucbwitp. Na ogot przyjmuje §j iz
kazdy wiersz takiej macierzy odpowiada pojedynczetbiektowi (prébce), a kala kolumna
zwigzana jest z pojedyngzzmienry. Przykladem tego typu macierzy danych zedoy
macierz, ktorej wiersze odpowiadaposzczegélnym widmom a kolumny reprezemntuj
zmiany intensywngci dla okralonej diugdci fali np. macierz widm absorpcyjnych lub
fluorescencyjnych. Jest rzecoczywist, iz w przypadku jednej probki wielosktadnikowej
mozna zarejestrowatylko jedno widmo, a zatem zastosowanie analixgof@wej nie jest
tutaj mazliwe. Problem ten mina jednak rozwizat stosujc na przyktaduogoélniorn; meto@
dodatku wzorcaco zostanie zademonstrowane gejpw dalszej cgci tego opracowania.

Notacja W analizie faktorowej dia tlusta czcionky oznacza si macierze, natomiast naat
tlusta czcionly wektory. Macierz transponowanv stosunku do macier2y¢ oznacza sijako
X', macierz daca oszacowaniem maciery jako X iwreszcie tak zwanmacierz obeita
jako X . Ta ostathia macierz jest macignzeprodukujca macierzX w oparciu o okréona
liczbe istotnych faktorow, o czym mowimy paie.

Ogodlnie, w analizie faktorowej przyjmujecsize kazda macierz danych widmowych
X, o wymiarachm x n, mazna roztay¢ w taki sposobze

X=X +E =CS"+E (1)

gdzie macierzC, o wymiarach m x f, jest macierz abstrakcyjnych profili steniowych

czyli abstrakcyjnych zmian w skladzie, macie® o wymiarachn x f, jest macierz
abstrakcyjnych profili widmowych czyli abstrakcypty widm, natomiast macierg, o
wymiarachn x m, jest macierz szumow (b¢dow) dawiadczalnych. Wskanik f oznacza
liczbe istotnych faktorow i jest rownoway rzedowi macierzyX. Po wyznaczeniu wigiwej

liczby istotnych faktorowf macierz X powinna wyjaniaé prawie cai wariancg macierzy
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danych X, to znaczy powinna reprodukotvanacierzX z doktadnécia do szumow, ktére
ujeto w macierzyk .

Istniep liczne algorytmy, ktére prowadzdo rozktadu macierzX zgodnie z zapisem
rownania (1). Do najpowszechniej stosowanych zalict rozkiad wedlug wartéi
szczegolnyckSingular Value Decomposition - SYMacierz danyctX o wymiarachm x n
rozktada s} na iloczyn nie dwoch, lecz trzech macierzy, przyne macierzU jest rOwnie
maciera o wymiarachm x n, macierzA jest macierz diagonala o wymiarachn x n, a
macierzV posiada identyczne wymiary jak macierg. Mamy zatem

X =UAVT 2)(

przy czym maciert) jest kolumnowo ortogonalna, tzkl'U =1, macierzV jest kolumnowo

ortogonalna, ale réwniewierszowo ortogonalna, czyN 'V =1 oraz VV' =1, natomiast
macierz A zawiera na gtdwnej diagonali waftd szczegdlne upogkowane od warkei
najwigkszej do najmniejszej. deznana jest liczba faktoréWwzawartych w macierzy danych
X, to rownanie (2) maemy formalnie zapisaw nasgpujacy sposob

f n
X= ZU|/1|V|T + Z Uy AV 3)
=1

k=l+1

Pierwsza suma w réwnaniu (3) definiuje macierz ghcK w réwnaniu (1), natomiast druga
suma w réwnaniu (3) odpowiada macierzy szumowwikdczalnychE w réwnaniu (1).
Rozklad wedtug wartwi szczego6lnych zobrazowano graficznie na Rys. acibtz obgita

X powstaje w wyniku przemmenia ,niebieskich” podmacierzy ,wygych” z macierzyU ,
A i VT, zwanychU, A i V', natomiast macierE to efekt przemneenia ,czarnych”

podmacierzy macierzyU, A i V', ktére nie posiadaj swoich specyficznych nazw.
.Niebieskie” i ,czarne” podmacierze wyde z macierzy A to oczywicie kwadratowe
macierze diagonalne (patrz Rys. 1). W ngnahiu do rownania (1) przyjmujecsna ogét,ze
C=U, natomiastS' =AV" .

U

Rys. 1 Rozkiad ,ekonomiczny” macierzy dany¥hw oparciu o metogdSVD.

X

wer. 27.02.2007 2



Wektory u, 1 v, tacza nasgpujace relacje
Xv, = Ay, (4a)
XU, = Ay, (4b)
co prowadzi do nagbujacych macierzowych zagadmnigtasnych
XTXv, = pv, 5aj
XXTu, = pu, 5bj

Rozwigzanie rowna (5a) i (5b) stanowi t&& najstarszego algorytmu PCA, zwanego
algorytmem Jacobi’ego, przy czymilie m > n to macierzX"X (o wymiarachn x n) nosi
miano rdzeniowej albo matej macierzy kowariancgitamiast macierXX" (o wymiarachm

X m) nazywa si duza albo peta maciera kowariancji. Wektoryv, i u, to wektory wiasne,

odpowiednich zagadniewtasnych (5a) i (5b)}, to stowarzyszone z nimi wastm wiasne.
Z poréwnania rowna(4) i (5) wynika,ze pomgdzy wartégciami wiasnymi); i wartgciami
szczegolnymi A, zachodzi zwizek

1

A=T2 (6)

tatwo pokazé, ze oba algorytmy analizy faktorowej, algorytm Jatedm i metoda SVD,

prowadz do tych samych rozwtan. Wezmy dla przyktadu macierzX "X . Formalnie
maozemy napisa

XTX =UuAvVT)TUAVT
= VT YATU uAV!

(7)
=VATAVT
=VA2VT
Mnozac obie strony rownania (7) prawostronnie pr¥eatrzymamy
XTXV =V A%V TV
=VA? (8)

=Vr
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Roéwnanie (8) jest zatem uogOlnionym zapisem szdmegd zagadnienia wilasnego

przedstawionego w rownaniu (5a). W analogiczny 8ppsvychodzc z macierzyXXT,
mozna znale¢ uogolnienie rownania (5b).

Zazwyczaj liczba sktadnikéw posiadeych wktady widmowe w analizowanym
zakresie spektralnym odpowiada liczbie istotnycktdedw, ale mae sk tez zdarzy, ze
zmiany widmowe wywotane zostamprzez czynniki natury fizycznej takie jak systepeane
dryfowanie tla w czasie pomiarow lub zmiany tempe@ve. Liczlky istotnych faktoréwf
wyznacza s tradycyjnie w oparciu o kilka kryteribw empirycaty i statystycznych, do
ktérych nalea miedzy innymi: resztkowe odchylenie standardowe dzyli. blad rzeczywisty
(RE) i zwiazana z nim faktorowa funkcja wskakowa Malinowskiego (IND), zredukowane
wartcsci wlkasne (REV), test Fishera sprawdzs negatywn hipotez przynalenosci
poszczegolnych wartoi wkasnych do grupy ,szumowych” waktm wtasnych (SL), i inne.
Na Rys. 2 przedstawiono dla celéw ilustracyjnychwvim absorpcyjnych barwnika fioletu
pyrokatechinowego, zestawionych w macierz danyatmewychX o wymiarach 50 x 48 i
zarejestrowanych w zakresie widmowym 400 — 792 nkmokiem 8 nm. Widma te nieas
wystarczajco gtadkie, gdy zastosowany krok widmowy byt zbyt @du Przedstawione
widma pochodz z pakietu programoéw do Analizy FaktorowepARGET96Mopracowanego
przez Malinowskiego. Z powtérzonych pomiaréw dlps@mej serii roztworow wyznaczono
btad pomiarowy absorbancji rowny w przytniu £0.002 umownej jednostki absorbanciji.
Fiolet pyrokatechinowy jest barwnikiem, ktory agowymienig& cztery jony wodorowe. Bt
réznych indywiduéw chemicznych wywogeych s¢ z fioletu pyrokatechinowego moa
przedstawd ogélnie jako HI, Hsl, Ho?, Hsl* i I*. 48 r&nych roztworéw fioletu
pyrokatechinowego odpowiada 4&ngm wartgciom pH zmieniagicym sk od 4.6 do 14.0 z
krokiem 0.2. Na Rys. 3 przedstawiono wyniki kilkoyteriow okrelajacych liczlke faktoréw
odpowiedzialnych za macierX widm absorpcji fioletu pyrokatechinowego. Wszystkie
kryteria wskazuj zgodnie na obecié 4 faktoréw. G to jonowe formy chemiczne fioletu
pyrokatechinowego; forma niezdysocjowang Kie wnosi swojego wkiadu widmowego do
macierzyX, gdyz pojawia s¢ dopiero poniej pH 4.0.
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pyrokatechinowego: u géry RE i IND, na dole REV kL. SNyznaczona
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jednoznacznie przez wszystkie kryteria liczba fedto f wynosi 4. Wniosek
ten jest konsekwengpastpujacych zachowa: biad rzeczywisty RE jest dy

i obniza st gwaltownie dla pierwszych 4 faktoréw, aZzpdej obnia sk o
wiele wolniej, funkcja wskanikowa IND wykazuje minimum dlaf = 4,
zredukowane wartgi wilasne REV osgaja plateau pocgvszy od f = 5, co
wskazuje na toze wszystkie warti wiasne powyej f = 4 nalea do grupy
wartasci ,szumowych”, poziom istotrimi wartasci wikasnych SL podnosi i
wyraznie ponad dopuszczalne granice peeszy od f = 5, co lokuje wszystkie
wartcsci wikasne powyej f= 4 wérdd grupy ,szumowych” wartei wtasnych.

Macierze abstrakcyjnych profilC i S stanows kombinacje liniowe odpowiednio
rzeczywistych profili sgzeniowych C i rzeczywistych profili widmowychS pojedynczych
sktadnikéw. Po ustaleniu wdeiwej liczby faktoréw f i odrzuceniu macierzy &dow E,
otrzymuje st w przyblzeniu prawdziw relacg

X OCS' =X 9) (

Gtéwnym zadaniem analizy faktorowej jest teraz eminie takiej macierzy transformagji
(macierzy rotacji), ktéra przeksztalci abstrakcyjpmfile stzeniowe C i widmowe S w
przewidywane rzeczywiste profileggeniowe C i widmowe S poszczegdélnych skiadnikow.

X OCRR™ST =(CR)(R'S")=CS = X (10)
Problem wyznaczenia wszystkich elementow macieragsformacjiR, o wymiarachf x f,
nie jest problemem trywialnym i jego rozanie klasycznymi metodami analizy faktorowej

jest maliwe tylko wtedy, gdy w analizowanej mieszaninieekpalnej zachodzi specyficzna
ewolucja skitadu.

1.1 Klasyczna metoda najmniejszych kwadratéwClassical Least Squares - CLS)

Wyznaczenie wszystkich elementow macierzy rotdRjistaje st automatycznie
bardzo proste, i macierz danych widmowycK odpowiada roztworom kalibracyjny@, o
znanym udziale kalego sktadnika w kalym roztworze. Kada kolumna macierz€ zawiera
woéwczas zmiany steniowe tylko jednego skladnika. Memy w takim przypadku napisa

c=COCR (11)

Rozwigzujac to rownanie macierzowe przyzyciu metody najmniejszych kwadratéw
otrzymuje st zaleznosé¢

R=(C"C)™{(C'C) (12)
ktéra pozwala wyznaczymacierz rzeczywistych profili widmowych wszystkisktadnikow

ST =R'S (13)
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Otrzymane rzeczywiste profile widmowe sktadnikow s@slej przewidywane rzeczywiste
widma) mana teraz wykorzystado wyznaczenia ikei tych sktadnikow w innych probkach
zawierapcych te same skiladniki. Mbwe s3 tutaj dwa wariantybezpgredniego oznaczenia
ilosci sktadnikowlub paredniego z zastosowanienogolnionej metody dodatku wzord&/
obu przypadkach obecfio innych substancji wnoseych swoj wktad do analizowanej
macierzy danych nie pozwala na poprawne oznacized@ analizowanych sktadnikow.

A. Metoda bezpfredniego oznaczenia Hoi sktadnikow Posiadajc rzeczywiste widma
wszystkich sktadnikow otrzymane poprzez araiaktorows przeprowadzandla roztworow
kalibracyjnych, mena wy¢ ich dalej do oznaczenia fia tych skiadnikbw w probkach
zawierajcych te same skifadniki o nieznanym skfadzie i ggaeych macierz danych
widmowychY, o wymiarachl x n. Poniewa

A A

Y OC,ST (14)

a zatem

A

C, =YS(5'9* 115

Nalezy tutaj zaznaczy iz bezpdrednie wyznaczenieC, z relacji C, =Y(S")™ nie jest

mozliwe, gdyz macierz S jest macierz prostolitna i jej odwrotn@¢ nie istnieje, sid
konieczné¢ odwotania s do metody najmniejszych kwadratow i w konsekwencji

wprowadzenia macierz®(S 9 zwanej ,pravwg pseudoodwrotri@ia” macierzyS'. W celu

otrzymanial roztworéw wielosktadnikowych, gdziel > f, pobiera s z roztworu
podstawowego e alikwoty obgtosciowe tego roztworu i uzupetnia rozpuszczalnikiem.

B. Uogodlniona metoda dodatku wzorcBo kazdego roztworu kalibracyjnego o znanym
sktadzie dodaje eiustalon objctos¢ pobram z roztworu podstawowego badanej prébki
wielosktadnikowej. Dlam tak zmodyfikowanych roztworéw kalibracyjnych zesia sk
macierz danych widmowych. Poszukuje girozwiazania w postaci

A

z0OC,S"=C,S +CS (16)

gdzie CS' = X, jest maciergz danych widmowych otrzymandla roztworow kalibracyjnych
przed dodaniem ustalonej etgsci badanej probki. Po wyznaczeniu widm czystych
sktadnikéw zgodnie z rownaniem (13) otrzymujemyatestznie

A

C,=25(59*-C (17)

1.2 Namiarowa analiza faktorowa(Target Factor Analysis — TFA)

Widma pojedynczych czystych skiadnikbw gazwyczaj bardzo dobrze znane i
opisane szczegotowo w odpowiednich atlasach wibotyczy to w szczegoéldoi widm
absorpcyjnych. Powstaje zatem pytanie czy podepjewobecnéé danego sktadnika w
mieszaninie danych widmowych tra skorzystéaze zmierzonego wcgeiej widma takiego
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sktadnika i stwierdzi jego obecn& w badanej mieszaninie ? Odpowienla to pytanie jest
pozytywna, a zadanie to wypetnia z powodzeni@amiarowa analiza faktorowdNazwa tej
odmiany analizy faktorowej wywodzi esiwtasnie z procesunamierzaniafaktorow czyli
sktadnikdw chemicznych w analizowanej macierzy @amyidmowych. Aby zrozumiteideg
namierzania faktoréw w takiej wersji tzn. zygiem istniegcych widm czystych sktadnikow,
przeksztatcimy horyzontalnie zorientowsamacierz danych widmowycK przedstawioa w
réwnaniu (10) w macierz ustawipmertykalnie

X" OCRRSH) =(S)(R'Y RC =SRR' C = X (18)

Ostateczny wynik tego przeksztatcenia jest konsekwertogonalnéci macierzy rotacji tzn.

istnienia relacjiR™ =R". Odtworzona w réwnaniu (18) macierz danych widmdw§( nie

jest identyczna z zarejestrowsammaciera danych widmowychX, stanowi jednak jej
najlepsze mdiwe przyblizenie. Wniosek wynikagy z rownania (18) maa inaczej zapisa
nastpujaco

X" =(SR)(R'C")=SC (19)

Réwnanie (19) méwi namgze przewidywaa macierz widm XT otrzymuje st z
przemnaenia przewidywanej macierzy widm czystych skiadnik8 przez transponowan
przewidywam macierz zmian skeniowych czystych sktadnikovC” . Jedynymi znanymi
macierzami w réwnaniu (19xsnacierze obete S i C otrzymane w wyniku zastosowania
metody SVD lub innego algorytmu PCA do rozktadu reeay widm X' . Z réwnania (19)

wynika, ze |-ta kolumrg macierzyé otrzymuje s} z przemneenia macierzyS przezl-ta
kolumrg macierzyR, tzn.

§ =Sy (20)

Wektor § nazywa si wektorem przewidywanym(czyli w naszym przypadku
przewidywanym widmem), natomiast wektoy jest stowarzyszonym z nimvektorem
transformacji Aby wygenerowé wektor r,, ktéry pozwoli otrzyméa przewidywany wektor
S, W najwikszym stopniu zbliony do wektora prébnegg zwanego ,namiarem” (czyli do

posiadanego widma czystego skladnika), haldalej skorzysta z metody najmniejszych
kwadratow, ktora zminimalizuje odchylenia peauiey wektorem namierzanym a wektorem
przewidywanym i w ten sposob wytworzy najlepszy @imvych wektoréw transformaciji dla
rozwazanego testu namierzania indywidualnego faktora.

Wektor transformacjir, posiada sktadowe,,r,,...r,. Kazdy wiersz macierzyS

mozna traktowd jako wektor wierszowy, na przyktadty wektor macierzyS to wektor
majacy sktadowes;’s,,..., $ . Mozna go oznaczyumownie jako wektors., dla odrg@nienia

od i-tej kolumny macierzyS, ktéra jest wektorem oznaczanym odpowiednio jgkdloczyn
skalarny wektoras, i wektorar, okreslai-ty element wektord, , czyli

§=SE=Sl St s (21)
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Sumowanie we wzorze (21) przebiega po wszystkictéwnych faktorach. Mnac kazdy
wiersz macierzy S przez wektor r, otrzymujemy wszystkie elementy wektora
przewidywanego§, czyli §,,5,,...,5. Kazdy element tego wektora nale nastpnie
porébwn& z odpowiednim elementem wektora probnego posiadajcego sktadowe
Sis Sys- § - RGNiCe pomigdzy wartdcia § a wartdcia s, zapisujemy jakas,

AS =§ -5 ="§f+ S d . FiST—yS (22)

Aby uzysk& najlepszy wektor r; minimalizuje s¢ odchylenie wektora probnego

(namierzanego) od wektora przewidywanego przyrownujo zera sum pochodnych
kwadratow ranic wzgkdem odpowiedniego elementu wektora transformadi. pxzykiad,
pochodna kwadratu #aicy wzgkdem elementu, okreslona jest nagpujaco

d(as)? _ —
UOSY oty oyt B s (@D
1

Podobne wyrzenia otrzymuje si dla pozostatych indekséw wierszowych. Po zsumowani
tych wyraen i zastosowaniu kryteriow metody najmniejszych kveadw otrzymujemy
ostatecznie naghujace réwnanie

n

3908 o= TSt Ysst i EE DS (@4)
= dry vz ST i S1927F ﬁi D1 i i Sy

Powtarzajc te rachunki otrzymuje sisumy kwadratow pochodnych wzgem pozostatych
elementow wektora transformacjr, (tzn. wzgkdem r,,ry,...r;). Prowadzi to do

nastpujacego uktadu réwna

DESTELE A /ST DTS
DRSS THL TR EDS tat 1Y TS (25)

DTN DR O T o R

W notacji macierzowej réwnanie (25) przyjmuje {a0s
a =Br, (26)

gdzie

wer. 27.02.2007 9



&=, (27)
I
Ny
= rf' (28)
M
28 XLEE v L e
p=| 255 L% v LE (29)
PICERDIEY 28
Mnozac obie strony réwnania (26) prz& ™" otrzymujemy
r, =B, (30)
Doktadna analiza rownania (29) ujawnia,
B=S'S (31)
natomiast rownania (273e
a3 =S's (32)

gdzie s jest wektorem prébnym (namierzanym). ROownanie (@@yna zatem zapigaw

postaci

n=6"9"'Ss

(33)

Jest to najwaniejsze réwnani@amiarowej analizy faktorowePrzedstawia sije niekiedy w
formie bardziej zwartej jako

r=S's

(34)

gdzie macierS" jest tzw. ,lews pseudoodwrotrizia” macierzy S. Po wstawieniu réwnania
(34) do rownania (20) otrzymujemy ostatecznie
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§S=SSs (35)

Idea indywidualnego namierzania faktoréw staje t&raz oczywista. Ma p wyrazi
obrazowo w nasgpujacy sposob: wektor probng zostaje ,przefiltrowany” przez macierz

SS', wynikiem tej transformacii jest wektor przewidymwas ; jesli wektor s jest zwazany
z rzeczywistym faktorem, to kedy element wektora§ bedzie réwny, w granicach
dopuszczalnego &du, odpowiedniemu elementowi wektosg jesli przeciwnie, nie hdzie

zwiazany z prawdziwym faktorem, to adice pomédzy odpowiednimi elementamietiy
wigksze ni nalezaloby oczekiwd. Kryteria sprawdzania tej odpowiediid opisat
Malinowski! Stosujc namiarow; analiz faktorow; naley pamitaé o jednym istotnym
szczegole: kala liniowa kombinacja widm odpowiadaych rzeczywistym faktorom, a w

szczegoblnéci abstrakcyjne profile widmowe zawarte w macie&yréwniez z powodzeniem
przechodz test namierzania faktoréw. A zateniljenie dysponuje s widmami czystych
sktadnikéw, lecz jedynie domniemanymi widmami tdkisktadnikbw otrzymanymi na
przyktad na drodze ich niekompletnego rozdzieletoawynik namierzania faktoréwelzie
poprawny, ale nie oznacza tae namierzane widma odpowiaglajvidmom czystych
sktadnikow.

Na Rys. 4 przedstawiono widma fluorescencji dwadkikowej mieszaniny antracen-
fluoranten wn-heksanie. Nie ma &od nich widm czystych sktadnikdw. Rys. 5 przedssaw
widma trzech czystych skfadnikéw: antracenu, flateau i chryzenu w tym samym
rozpuszczalniku. Widm tychzyto jako wektoréw probnych do indywidualnego narzaaria
faktoréw. Rezultaty namierzania faktoréw pokazaadRys. 6. Rys. 7 przedstawia natomiast
przewidywane rzeczywiste profileggeniowe (zmiany sktadu) obu namierzonych sktadnikow
mieszaniny.
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Rys. 4 Widma fluorescencji dwusktadnikpwreszaniny antracen-fluoranten
w n-heksanie (7 obiektow).
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Rys. 5 Unormowane widma fluorescencji czystych taragi w n-heksanie: chryzenu
(c - linia czerwona), antracenu (a — linia nieb&é$k fluorantenu (f — linia
zielona).
Tabela l. Wyniki namierzania faktorow w oparciu gogram ttest.m z pakietu
TARGET96Mopracowanego przez Malinowskiego.
namiar # AET REP RET SPOIL %SL
1 1.7216e+001 1.1292e+0011.2995e+001 1.1508e+000 4.9602e+001
2 1.8082e+001 1.1212e+0011.4186e+001 1.2653e+000 4.3106e+001

3 2.5195e+002 6.5744e+0002.5187e+002 3.8310e+001 2.0854e-005

Znaczenie symboli w Tabeli | jest ngstijace: AET - pozorny lad w wektorze probnym,
REP - rzeczywisty hH wektora przewidywanego, RET - rzeczywistyacbtwektora
prébnego, przy czym (AET)= (REP} + (RETY . Funkcja SPOIL zdefiniowana przez
Malinowskiego kwalifikuje wektor probny jako mlbwy do przygcia jeli przyjmuje
wartasci w przedziale 1.0 do 3.0. Podabmol¢ odrywa poziom istotriei %SL, ktory
weryfikuje pozytywn hipotez kwalifikacyjna wobec wektora probnego. sligjest wickszy
niz 10, to wektor prébny jest mtiwym do przygcia kandydatem na dobry namiar.
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TEST VECTOR #3
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Rys. 6 Korelacja pomdzy wektorem probnym i wektorem przewidywanym: waan
dla widm fluorescenciji antracenu i fluorantenu (dovarwsze wykresy - a,b) i
nieudana dla widma fluorescencji chryzenu (trzegires - c).

Wyniki namierzania faktorow przedstawione w Talhélna Rys. 6 $ jednoznaczne: chryzen
jako sktadnik nie wchodzi w sklad analizowanej masny widmowej.

Na Rys. 7 przedstawiono przewidywane profile ¢zehiowe” cisle biomc
intensywngciowe) otrzymane przy pomocy programu tload.m zigtakT ARGET96M Dla
kolejnych 7 mieszanin spektralnych antracenu irimtenu wzgidne stosunki ,szeniowe”
powinny zmienid sig hastpujaco: 2:8, 3:7, 4:6, 5:5, 6:4, 7:3, 8:2.
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"Concentration" profiles

0'11 2 3 4 5 6 7
Sample No.
Rys. 7 Przewidywane rzeczywiste profilegzeiniowe dla fluoryzujcej mieszaniny

antracen-fluoranten w-heksanie: profil monotonicznie ragry dla antracenu i
profil monotonicznie opadagy dla fluorantenu.

Zagadnienia do opracowania

1. Podstawowe pegia algebry macierzowej: definicje wektoréw i mazig
dzialania na macierzach, atz macierzy, réwnania macierzowe, rozmanie
najmniejszych kwadratow, macierz odwrotna i pseddootna, wektory wtasne i
wartcsci wiasne.

2. Pakiet Matlab 6.0 (lub wgze wersje) — wczytywanie i zapaftywanie danych,
wykonywanie prostych dziata na wektorach i macierzach, spatzanie
wykresow 2D i ich modyfikacja.

3. Analiza gtéwnych skladnikbw (PCA): da i mala macierz kowarianciji,
macierzowe zagadnienia wilasne, macierz rotacjitekiy wyznaczania liczby
istotnych faktorow.

4. Rozktad macierzy wedtug waétm osobliwych (SVD).

5. Wiasndci transformacji namiarowejtgrget transformatiopy wektor prébny,
wektor przewidywany, kryteria skuteczeonamiaru.

6. Uogodlniona metoda dodatku wzorca i jej wykorapst w spektroskopii
absorpcyjnej do oznaczaniadtd poszczegoélnych sktadnikéw w prébce.
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Czesé doswiadczalna
Aparatura

3 kolby miarowe na 100 ml, 1 kolba miarowa na 50 i@ kolbek miarowych na 10 ml,
mikropipeta, naczjka wagowe, zlewki, kuwety kwarcowe do pomiarow widm
absorpcyjnychspektrofotometr HeliosZ , komputer z programem MATLAB wersja 6.0 lub

wyzsze, z oprogramowaniem do analizy faktorowe] (akfeRGET 96 M
Odczynniki

aspiryna, salicylamid, kofeina, metanol.

Wykonanie ¢wiczenia

1. Doktadnie odwaone nawaki zawieraace ok. 20-25 mg aspiryny, salicylamidu
oraz kofeiny rozpuszczagsw ok. 50 ml metanolu, a naphie rozciécza do
kreski tym samym rozpuszczalnikiem w kolbach miarclivna 100 ml.

2. Z otrzymanych w pkt. 1 jednosktadnikowych roztwor@edstawowych pobiera
sie¢ mikropipet, po 0.50 ml tych roztworow i przenosi do trzechbded miarowych
na 10 ml, a nagpnie uzupetnia do kreski metanolem. Dla roacEnych w ten
sposob roztworow jednoskiadnikowych rejestrugevgidma absorpcji w zakresie
220-370 nm stosag jako odnénik metanol.

3. Z tych samych roztworOw podstawowych spolza s¢ 6 roztworow
trojsktadnikowych. W tym celu pobiera g¢simikropipety odpowiednie iléci
roztworéw podstawowych wedtug zekonej przez asystenta tabeli i przenosi do
kolbek miarowych na 10 ml. Kolbki uzupetnig slo kreski miarowej metanolem.
Dla wszystkich 6 roztworow rejestrujeesiidma absorpcji (macierX) w zakresie
220-370 nm stosag jako odnénik metanol.

Tabela typowego sktadu roztworéw kalibracyjnych.

Nr roztworu Obijetosci roztworow podstawowych [ml]
Salicylamid Aspiryna Kofeina

1 0.32 0.40 0.32
2 0 0.72 0.40
3 0.24 1.20 0

4 0.40 0.48 0.08
5 0.48 0 0.24
6 0.16 0.24 0.48

4. Asystent lub wybrany student spadza ,nieznany” roztwér trojsktadnikowy. W
tym celu przenosi do kolby miarowej na 50 ml dkvae ilosci mililitrow
podstawowych roztworéw jednoskladnikowych, np. 0.5@&l roztworu
salicylamidu, 1.00 ml roztworu aspiryny i 0.50 nmdztworu kofeiny. Koll
uzupetnia si do kreski miarowej rozpuszczalnikiem.
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5. .Nieznany” roztwor tréjsktadnikowy przenosiesiv ilosciach po 5.00 ml do 6
kolbek miarowych na 10 ml. Kolbki te uzupeiniag glo kreski miarowej 6
roztworami kalibracyjnymi opisanymi w pkt. 3 doala[do kadej kolbki jeden taki
roztwor. Dla otrzymanych roztworow rejestruje svidma absorpcyjne (macierz
Y) w zakresie 220-370 nmzywajac metanol jako odrimika.

Opracowanie wynikow

=

Narysowé& wzory strukturalne analizowanychsrodkéw przeciwbdlowych i
odpowiadagce im widma absorpcyjne.

Przedstawina rysunku widma absorpcyjne roztworow kalibraggin(macierzx).
Stosujc programpcomp.m (z pakietuTARGET 96 M przeprowadz analiz ilosci
istotnych faktorow w macierz. Wyniki zebr& w tabeli i zilustrowé& odpowiednim
rysunkiem.

4. Dla wyznaczonej liczby istotnych faktorow przepadzé rozktad  macierzy
kalibracyjnejX na iloczyn macierzy abstrakcyjnych widBii abstrakcyjnych profili

stezeniowychC:

wnN

X=X =SC’

Do przeprowadzenia tego rozktadu wykorzygpeocedug¢ matlabowsk svd.mw jej
wersji ,ekonomicznej”. Wyniki zilustrowana odpowiednich rysunkach.

5. Na podstawie znajorda rzeczywistych profili sgzeniowych roztworow
kalibracyjnychC odzysk& z macierzyX przewidywane rzeczywiste widma czystych
sktadnikdw mieszanin widmowych, postugeijsk nastpujacym przeksztalceniem
(wykonywalnym w programie Matlab):

S=Xc(c'c)”

Odzyskane w ten sposOb widma absorpcyjne aspirgajicylamidu i kofeiny
przedstawd na rysunku, a po unormowaniu do powierzchni jetkoysej poréwna z
podobnie unormowanymi zmierzonymi widmami czystgktadnikow.

6. W stosunku do roztworéw kalibracyjnych zastosoweocedue namiarowej analizy
faktorowej (programttest.m z pakietu TARGET 96 NI uzywajac jako namiarow
widm czystych skfadnikow. Wyniki namiarowej analifaktorowej zestawiw tabeli.
Na rysunkach przedstavikorelacje midzy wektorem namierzanym a wektorem
przewidywanym.

7. Punkty 2, 3 i 4 wykortadla macierzyY (widma probek uzyskanych przez dodanie
okreslonej ilosci mieszaniny trojsktadnikowej do poszczegdélnychztwmrow
kalibracyjnych).

8. Korzystagc z wyznaczonych w pkt. 5 przewidywanych widm rzsastych czystych
sktadnikow S odzysk& z macierzyY przewidywane rzeczywiste profileggeniowe

C, w oparciu o nagpujace przeksztatcenie (wykonywalne w programie Matlab)
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SICERA

Przewidywane rzeczywiste profile ¢geéniowe uzyskane w uogdlnionej metodzie
dodatkéw wzorca zestaiviv tabeli:

Nr probki Obijetosci roztworow podstawowych [ml]
Salicylamid Aspiryna Kofeina

OO~ WIN|F

Poniewa roztwory prébek otrzymano mieszajze sob roztwory kalibracyjne i roztwor
trojsktadnikowy o ,nieznanym” skladzie zawsze wsstoku 1:1, tzn. 5 ml roztworu
kalibracyjnego i 5 ml roztworu ,nieznanej’ prébkdlatego sizenie salicylamidu,
aspiryny i kofeiny w mieszaninie probki tréjsktakawej o ,nieznanym” skladzie nioa
obliczy¢ uzywajac wzoru: c, =2[{c—0.5C& )5, (c, - skzenie danego sktadnika w
Lnieznanej” probcec — stzenie danego skfadnika w roztworze powstatym zgaania
roztworu Kkalibracyjnego i ,nieznanej” probkic, — stzenie tega skladnika w
wyjsciowym roztworze Kkalibracyjnym). Liczba 5 w poiggym wzorze wynika z
przeliczenia ohlgtosci kolbek (50 ml/10 ml). Po swednieniu po wszystkich roztworach
otrzymuje st skzenia skltadnikbw w badanej prébce wysae w ml roztworow
podstawowych, ktére nina teraz przeliczZyna stzenia molowe.

Przeprowadzitak jak w pkt. 6 namiarogvanaliz; faktorows dla macierzyy

wykorzystujc:

a) przewidywane rzeczywiste widma czystych skta@wilS otrzymane w pkt. 5.

b) zarejestrowane widma czystych skiadnikaw

Dla obu przypadkéw wyznacéyprzewidywane rzeczywiste profileggeniowe w oparciu
0 programtload.m (z pakietuTARGET 96 N i przedstawdé w tabelach jak w pkt. 8.
Wyznaczy w analogiczny sposob jak w pkt.sBednie ilgci sktadnikow wyraone w mi
roztworow podstawowych i przelicgya s¢zenia molowe.
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