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Uvod

Jako nasledné se oznacuji takové reakce, které probi-
haji ve vice na sebe pfimo navazujicich stupnich, pticemz
meziprodukt vznikly v prvnim stupni je vychozi latkou pro
stupeni druhy atd. Pro tyto systémy plati, Ze v jejich pribé-
hu postupné nartsta a potom klesa koncentrace mezipro-
duktu; pfitom koncentrace meziproduktu neni zanedbatel-
na ve srovnani s koncentracemi vychozich reaktantl
a produktd'. Tento ¢asovy priibéh koncentraci reagujicich
slozek vSak neni charakteristicky pouze pro reakce nasled-
né — vykazuje jej i systém dvou paralelnich reakci
sjednim vratnym stupném. Nejjednodussim piipadem
nasledné reakce je dvoustupiiova nevratna reakce,

k ke

u niz kazdy stupeni probihd jako reakce prvniho resp.
pseudoprvniho tadu. Je-li hodnota rychlostni konstanty
druhého stupné &, o vice nez 2 fady nizsi nez prvniho stup-
né k; anebo naopak, l1ze ob¢ reakce studovat oddglen&’.
V pfipad€, Ze oba stupné maji srovnatelné nebo dokonce
stejné rychlostni konstanty, coz je jev v chemii velice ¢as-
ty, komplikuje se optimalizace syntézy pozadovaného
meziproduktu, ktery neni za danych podminek zcela stabil-
ni a podléha naslednému rozkladu®, nebo se studium re-
akénich mechanismt kinetickymi metodami znesnadiu-
je*’. Na druhé strang kinetické systémy zahrnujici dva po
sob¢ jdouci stupné nabyvaji velkého vyznamu pfi studiu
farmakokinetiky, pro kterou je casto simulovan model
postihujici  absorpéni  a eliminacni  procesy 1éCiva
v organismu. Ke sledovani téchto modelovych procest se
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Obr. 1. Experimentalni techniky pouZivané pro ziskavani
kinetickych dat v pracich publikovanych vroce 2002
(uvedeny pouze prace uvadéjici pouZitou techniku v souhrnu)

Casto vyuZziva kinetické analyzy, ktera je charakteristickd
vysokou citlivosti, selektivitou a adaptabilitou.

Z ptistrojového hlediska se pro sledovani kinetik re-
akci v kapalnych soustavach pouziva nejcastéji UV-VIS
spektrofotometrie. Odhaduje se', Ze je pouzita v cca 80—
90 % publikovanych pracich — zbylych 10-20 % pak pii-
pada na IC a NMR spektroskopii, chromatografii, konduk-
tometrii a potenciometrii a v tuhé fazi pak na metody ter-
mické analyzy.

Pro systémy sledované UV-VIS spektrofotometrii
bylo v minulosti navrzeno nékolik metod ziskani rychlost-
nich konstant obou reakénich stupnt resp. molarniho ab-
sorpcniho  koeficientu meziproduktu. Tyto metody lze
principielné rozdélit do dvou skupin, a to na metody vyu-
zivajici linearizaci dat a jejich vyhodnoceni pfi jedné nebo
vice vlnovych délkach linearni regresi a na metody vycha-
zejici z nijak neupravenych dat vyhodnocovanych neline-
arni regresi opét pti jedné resp. vice vinovych délkach.

Spoleénym prvkem viech podetnich metod® pro vybér
kinetické rovnice resp. urceni rychlostnich konstant je
vhodné kritérium pfiléhavosti vypoctenych zavislosti
k experimentalnim bodim. Nejcasté&ji se jako toto kritéri-
um voli soucet ¢tverct odchylek vypoctenych (3;") a name-
fenych (y;) hodnot zavisle proménné pres vSechny prove-
dené pokusy (N). Pro zkoumanou kinetickou rovnici se
hledaji takové hodnoty konstant, aby tento soucet byl mi-
nimalni. Pfesn¢ vzato, toto kritérium poskytuje nejlepsi
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Schéma 1. Studovana nasledna reakce

hodnoty konstant jen tehdy, kdyz je veli¢ina y v celém roz-
sahu zatiZena stejnou chybou. Jsou-li vSak rozptyly méfeni
navzajem zavislé, coz nastava v piipadé pouziti stejné ana-
lytické metody zjistovani koncentraci, je spravngj3i® pouzit
minimalizaci hodnoty determinantu matice M = {m;,;} kde
M= Z( Y ik — Vi) (¥ ie—yix) a k €{1...N}. y"resp. y od-
povida vypoctené resp. zmétené hodnoté koncentrace i-té
slozky j-tého reakéniho stupné v k-tém pokusu. V pripadé
meéfeni zavislosti absorbance celé smési na case vsak
nejsme schopni podobnou matici sestavit — existuje neko-
ne¢né mnozstvi linearnich kombinaci soucinli absorpcnich
koeficienti a koncentraci jednotlivych slozek se stejnou
celkovou absorbanci.

Experimentalni ¢ast

V tomto ¢lanku budou vSechny popisované metody
demonstrovany na systému (Schéma 1) nasledné reakce’
4-chlor-N-(4-nitrofenyl)butanamidu (/) ktery v alkalickém
prostiedi cyklizuje na 1-(4-nitrofenyl)pyrrolidin-2-on (I7)
rozkladajici se za stejnych podminek na sil 4-(4-nitro-
anilino)butanové kyseliny (/I]). ProtoZe se v tomto pfipadé
podatilo za pouziti dvoufazového systému izolovat mezi-
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Obr. 2. Spektralni zaznam nasledné reakce I > II > IIIv1l M
roztoku NaOH
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Obr. 3. Spektralni zdznam reakce II — III v 1 M roztoku
NaOH

produkt I, bylo mozné porovnat zméfenou a optimalizo-
vanou pozorovanou rychlostni konstantu k.

Jako analytické metody pro studium nésledné reakce 1
— Il — III resp. I — III (Schéma 1) bylo pouzito UV-
VIS spektrofotometrie. Systém byl sledovan za podminek
pseudoprvniho fadu ([[]o = 5.10~° mol.I™") pi teploté 25 °C
ve vodném roztoku hydroxidu sodného o koncentraci
1,0 mol.lI". Spektralni zaznam byl snimén v osmi-
sekundovych az desetisekundovych intervalech na pfistroji
HP UV-VIS 8453 Diode Array (obr. 2 a 3).

Vysledky a diskuse

Matematicky popis
naslednych reakci

Zmény koncentraci jednotlivych slozek jsou defino-
vany diferencidlnimi kinetickymi rovnicemi:

df7]
dt¢

systému

(1)

ky[1]

)
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Jejich integraci pfi pocatecnich podminkach [/I]y = 0
a [/l = 0 a za predpokladu, Ze k, # k, nebo si nejsou bliz-
ké, ziskame rovnice:

[11=[11ge™" ()
ky oyt kot
[11]:[1]o-k2_k1-[e —e 7] (6)
—kyt _ —kit
[ = (17, (1 + F1e — —kae 77 7)

k2 _kl

Z integralnich kinetickych rovnic (5) az (7) ziskdme
pro absorbanci 4;* reakéniho roztoku pii vinové délce A
v libovolném c¢ase ¢ po dosazeni do Lambertova-Beerova
zékona (8) vztah (9):

Al = et U1+ {1+ ey [ ] 8

A A —kyt
(1 —enple ™ —

k
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ky — ky

k _
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Hodnoty alk, anx, e jsou molarni absorp¢ni koefici-
enty latek 7, 1] a I pti dané vinové délce. Protoze na kon-
ci reakce (v Case t,) je v reakéni smési pfitomna pouze
latka /I, je absorbance A= gmh[]]o. Rovnici (9) 1ze pak
napsat v obecn¢ platném tvaru (/0):

A,}‘ —Ar =M TRy N TR (10)

M a N jsou konstanty, které zahrnuji rychlostni konstanty
ki a k, a molarni absorpcni koeficienty reagujicich kompo-
nent.

Jsou-li konstanty k; a k, stejné, neplati rovnice (6) az
(10), protoze nejsou splnény podminky nutné k integraci
diferencialnich rovnic. Pokud jsou hodnoty k; a k, blizke,
nastavaji problémy numerického razu, které lze prekonat
vhodnou strategii — ndhradou k, = k; + Ak a rozvinutim
rovnic (6) a (7) v Taylorovu fadu, coz pro Ak — 0 poskyt-
ne rovnice'.

(Il ]=[1]gk.te F! (11)

[(HI1=[I1o(1-(+k.t)e k) (12)
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Ke stejnému vysledku lze dospét rovnéz aplikaci
1"'Hopitalova pravidla na fesSeni limit rovnic (6) a (7) pro
ki — ky, resp. na zékladé€ citlivostni analyzy. Dal$i vyho-
dou citlivostni analyzy je moznost nalezeni vhodného zpu-
sobu provadeéni experimentt, tj. méfeni ve vhodném rozsa-
hu koncentraci a kombinaci jejich velikosti, zejména pak
u reakei druhého tadu, kde jsou hodnoty rychlostnich kon-
stant zavislé na koncentraci. Pfi sledovani absorbance re-
akéni smési je vSak experiment limitovan rozsahem méfi-
telnych absorbanci (nejlépe v intervalu 0,2—0,8). Vzhle-
dem knezndmym molarnim absorpénim koeficientim
jednotlivych slozek a k sledovani reakce za podminek
pseudoprvniho tadu (rychlostni konstanty nezavisi na kon-
centraci vychozich latek), neni potfeba provadét analyzu
citlivostnich funkci vzhledem k parametrim M a N
z rovnice (/0). Nicméné je tieba na analyzu citlivostnich
funkci pamatovat, a to zejména v piipadé feSeni slozitéj-
Sich naslednych reakci, kde by byly hodnoty pozorova-
nych rychlostnich konstant blizké a bylo by mozné urcit
alespon nékteré hodnoty molarnich absorp¢nich koeficien-
th.

Vypocet rychlostnich konstant
z linearizovanych dat

Nejjednodussi a nejstardi zpasob uréovani®’ obou
rychlostnich konstant &, a k, vychazi z kinetické kiivky pfi
vlnové délce, pii které je celkova zména absorbance co
nejvetsi a kde molarni absorpcni koeficienty zii€astnénych
latek jsou rozdilné — tj. mimo oblasti isosbestickych bodt.
Této podmince nejlépe vyhovuje vinova délka 405 nm
(obr. 2). Kinetickou kfivku pak linearizujeme logaritmova-
nim rozdilu ln(A,A - Aw’l) resp. ln(AgcZ - A,A) a vynesenim
téchto logaritmu proti ¢asu ¢. Tim ziskame pro danou vIno-
vou délku ¢aste¢né linearizovanou zavislost, z jejiz lineér-
ni ¢asti (v naSem ptipadé pro ¢ > 250 s) ur¢ime mensi
z obou rychlostnich konstant. V¢&tSi rychlostni konstantu
ziskame z nelinearni ¢asti zavislosti (v naSem piipad¢ pro
t < 100 s) logaritmovanim In[4, (4. — 4,)], kde 4,” pted-
stavuje absorbanci ziskanou linearni extrapolaci nelinearni
Casti zavislosti. Tato metoda je v soucasnosti vhodna spiSe
k orienta¢nimu zji$téni rychlostnich konstant obou stupni
a ziskané hodnoty lze pouzit jako vychozi pro nelinearni
regresi (tab.I). Pro srovnani je uvedena (tab. II)
irychlostni konstanta reakce II — III pfi 405 nm méfena
z nezavisle ziskaného meziproduktu.

Tabulka I
Hodnoty rychlostnich konstant ziskané linearizaci pfi
A =405 nm

Regresni charakte- Pomalejsi reakce  Rychlejsi reakce
ristika I — Il -1
ks 5,51-10° 1,75-107
s(k), s 6,89-10°° 8,43-107
Relativni chyba, % 0,125 0,482
Polocas, s 125,8 39,6
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Tabulka IT
Regresni charakteristiky pro kinetickou kfivku reakce
11 — IIT pti 405 nm

Parametr Hodnota
ks 6,17-10°
s(h), s 5,56:10°
Relativni chyba, % 0,90
Polocas, s 112,3
Rezidualni smérodatna odchylka, st 546107

Tabulka IIT

Regresni charakteristiky pro kinetickou kfivku reakce
I — II — III, méfenou v intervalu A = 319-349 nm
a 399-500 nm

Regresni charakteris- Pomalejsi reakce Rychlejsi reakce

tika (I —I1I) (I —1II)
ks 563107 1,68:10
s(k), s 447107 1,10-10°
Relativni chyba, % 7,94 6,55
Polocas, s 123,1 41,3

V pfedchozim odstavci byla vybrdna pouze jedna
vinova délka, pfi niz byly vypocteny rychlostni konstanty.
Je vSak vhodné odstranit subjektivni vybér vinové délky
a zabyvat se vypoctem z celych Casovych zaznamii spek-
ter. I vtomto pifipadé je vSak tfeba zohlednit oblasti
isosbestickych bodl, ve kterych metoda vypoctu selhava
a poskytuje naprosto chybné hodnoty rychlostnich kon-
stant. Pro ilustraci jsou uvedeny rychlostni konstanty zis-
kané z oblasti vlnovych délek 319-349 a 399-500 nm.
Tento vybér byl proveden na zakladé¢ hodnot modelovaci
sily, jak bude blize vysvétleno v kapitole Nelinearni meto-
dy. Vysledky jsou shrnuty v tabulce III.

Z hodnot v tabulce III vyplyva, ze oproti vysledkim
pro jednu vlnovou délku (tab.I) se vypoctené hodnoty
mirné zlep$ily. Hodnoty smérodatnych odchylek jsou zde
relativné horsi, protoze ty v tomto pfipad¢ znamenaji smé-
rodatné odchylky od aritmetického priméru rychlostnich
konstant pro vSechny vlnové délky na rozdil od hod-
not v tab. I predstavujicich odchylky pro dany parametr
jediné linearni regrese.
Metoda méfeni isosbestickém
bod¢

Jak je patrné ze spektralniho zdznamu reakce /11 — 111
(obr. 3), odpovida isosbesticky bod reakce (tj. bod, pfi
kterém jsou molarni absorpéni koeficienty vychozi latky 77
a produktu /7 stejné) vlnové délce 356 nm. Méfenim na-
sledné reakce I — II — III pii této vinové délce ziskame

\%
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Obr. 4. Kineticka kiivka reakce 7 — II méiena v isosbestic-
kém bodé p¥iA =356 nm

Tabulka IV
Regresni charakteristiky pro kinetickou kfivku reakce
I — II métenou v isosbestickém bodé (A = 356 nm)

Parametr Hodnota
ks 1,36:10°°
s(hkr), ™! 9,40-10°°
Relativni chyba, % 0,692
Polocas, s 51,1
Rezidualni smérodatna odchylka, st 93610

kinetickou ktivku (obr. 4) odpovidajici pouze reakci I — 11,
a z ni hodnotu rychlostni konstanty 4, (tab. IV).

Tato hodnota predstavuje nejlep$i odhad rychlostni
konstanty prvniho reakéniho stupné a jak je patrné
z tabulky II uvedené u linearizace, je cca 0 29 % nizsi nez
rychlostni konstanta Ayy.

Nelinedarni metody

Vyhodnocenim kinetickych dat bez jejich linearizace se
zabyva velké mnozstvi praci, pti¢emz jako kritéria pfiléha-
vosti se opét pouziva nejnizsi soucet ¢tvercti odchylek zmé-
fené a vypoctené veli¢iny. Metody hledani tohoto souctu
jsou napf. derivaéni Gaussova-Newtonova metoda'’, jejiz
nevyhodou je nutnost pocatecniho relativné presného od-
hadu parametri'' nebo metoda'? na bazi Hartleyova algo-
ritmu'®. S vyhodou Ize rovnéz pouzit kombinace rtiznych
metod, jako je tomu napi. u komeréniho software'* OPgm
(kombinace nederivaéni simplexové'>'® a derivacni Le-
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venbergovy-Marquardtovy metody'’), pouzitého ke zpra-
covani kinetickych dat v tomto ¢lanku. Dal§i metody jsou
popsany v literatuie'®'?. Viechny tyto prace maji spole¢né,
ze optimalizuji hodnoty téchto rychlostnich konstant z ki-
netické kiivky piislusejici pouze jedné vinové délce zpravi-
dla odpovidajici celkové maximalni zméné absorbance
resp. jiné linearné zavislé veliiny reagujiciho systému
(jednoducha nelinearni regrese). Tento subjektivni vyber je
v n¢kterych pripadech ocividny, avSak z obecného hlediska
je mnohem spolehlivéj§im pfistupem vypocet rychlostnich
parametrd z celych zaznama spekter na Case. Tento postup
byl v literatuie”® rovnéZ popsan a na jeho zakladé byl vy-
tvofen i komer&ng dostupny software’’ !Pro-K dodavany
spolu s produkty firmy Applied Photophysics.

Nas pristup spociva v optimalizaci (program OPgm,
cit.'"*) obou rychlostnich konstant pii subjektivng zvole-
nych hodnotach vinovych délek 405 nm a 235 nm a jejich
porovnani se spravnymi hodnotami konstant, ziskanymi
méfenim v isosbestickém bod¢ (km.x = k) v reakei I1 — 111
(kmin = k2). Vysledky spolu s regresnimi charakteristikami
jsou shrnuty v tabulce V.

Z uvedenych hodnot je ziejmé, ze se pozorované rych-
lostni konstanty ziskané optimalizaénim postupem vice
blizi ,,spravnym“ hodnotdm pozorovanych rychlostnich
konstant, ziskanych z méfeni oddéleného druhého stupné
a méfenim reakce v isosbestickém bodé. Pies pomérné
dobré prolozeni experimentalnich hodnot absorbance
v ¢ase modelovou rovnici pro obé vinové délky je vidét, ze
se hodnoty pozorovanych rychlostnich konstant pfi jednot-
livych vinovych délkach lisi. Proto se nabizi otazka, jak
zjistit, které vinové délky je nejlepsi pouzit k urceni hodnot
pozorovanych rychlostnich konstant. Jednim z moznych
postuptl je pouzit metodu hlavnich komponent™, pouziva-
nou k redukci poctu sloupcti datové matice. V nasSem pii-

Tabulka V

Regresni charakteristiky jednoduché nelinearni regrese
pro kinetickou kfivku nésledné reakce I — II — III pii
A =3252a405nm

Regresni charakteristika A=405nm A =325nm

ky, s 57410° 584107
s(kr), s 3,6410° 19410
Relativni chyba, % 0,63 3,32
Polocas, s 120,8 118,7
Rezidualni smérodatna odchyl- 6,34-10*  1,60-10°
ka, s

ks 1,50-10%  1,43:107
s(ky), s 1,58:10*  7,34:10°
Relativni chyba, % 1,06 5,12
Polocas, s 46,2 48,5
Reziduélni smérodatna odchyl- 6,34-10*  1,68-10°°

ka, s
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padé je matice tvofena z hodnot zméfenych absorbanci.
Radky matice tvoii jednotlivé &asy méfeni spekter a sloup-
ce pak piislusi jednotlivym vinovym délkdm. Cilem meto-
dy hlavnich komponent je urcit, kolika na sob¢ linearné
nezavislymi sloupci vypocitané matice T lze popsat celko-
vou variabilitu v§ech sloupctl zdrojové matice X. Toho lze
docilit rozkladem matice X podle schématu X = TP'+E,
kde X je zdrojova matice dat o N fadcich a M sloupcich, T
je matice latentnich proménnych (,,score” matice) o N
fadcich a obsahuje P sloupcovych vektoru t oznacovanych
jako hlavni komponenty. Matice P se nazyva matice zatézi
nebo také ,loadings“. Obsahuje M fadkt a P sloupcovych
vektorl p. Jednotlivé sloupcové vektory matice P predsta-
vuji miru piispévku ptislusné latentni proménné k popisu
variability sloupcii zdrojové matice. Matice E je rozmérem
shodna se zdrojovou matici a obsahuje nevysvétlenou vari-
abilitu. Rozkladem zdrojové matice dat na matici latent-
nich proménnych a na matici zatézi ziskdme matici T
0 podstatné niz§im poctu sloupcii P. Statistickou analyzou
1ze pak urcit, jaka je mira linearni zavislosti vypoctenych
vektorl t na jednotlivych sloupcich zdrojové datové mati-
ce. V nasem piipad¢ se urci, kolika riiznymi zptisoby zavi-
si absorbance na cCase. Prvni vektor t; reprezentuje
v naSem piipadé jakousi primérnou zménu absorbance
v Case, vypoctenou ze vSech vinovych délek zdrojové ma-
tice. Jde vSak o zménu absorbance se shodnym trendem.
Pro neshodny trend, naptiklad oblasti kolem isosbestic-
kych bodi, maji jednotlivé ptispévky do vysledného vypo-
Citaného vektoru podstatné nizsi vahu. Tyto oblasti pak
popisuje dalsi vektor latentni proménné t,. Rozkladd zdro-
jové matice podle shora uvedeného postupu lze provést
nekone¢né mnoho, tyto rozklady jsou vSak navzajem line-
arné transformovatelné. Dulezitou vlastnosti rozkladu je,
ze se vzdy na pfislu$né latentni proménné izoluje shodné
mnozstvi variability ptivodni zdrojové matice. Z této sku-
te¢nosti vyplyva, ze vypocteny vektor latentni proménné t,
je linearné zavisly na vektorech zdrojové matice (zména
absorbance v Case pfi jednotlivych vinovych délkach).
I kdyz je vypoéteny a neodpovida tudiz skute¢nym hodno-
tam absorbance, ma vSak smysl zmény absorbance v Case
(vySe zminéna linearni zavislost). Rychlostni konstanty
jsou v na$i optimalizacni rovnici nelinedrnimi parametry,
a proto se jejich hodnoty linearni transformaci ve smyslu
metody hlavnich komponent nezméni. Pro vyS§i pfesnost
matematického zpracovani je vyhodné provést vypocet
dvakrat. Poprvé s pouzitim kompletniho spektralniho za-
znamu (vSech vlnovych délek 200-500 nm) a podruhé
s vyloucenim téch vlnovych délek, jejichz modelovaci sila
je nizsi nez 90 %. Modelovaci sila (MS) je uzite¢nou cha-
rakteristikou, kterd vychdzi z matice latentnich promén-
nych a z matice zatézi (13).

N
1 N2 (13)
N—P—lze‘k
M=1- L
Sio

kde s; znamena smérodatnou odchylku i-tého sloupce
zdrojové matice X a ey je klasické reziduum z matice E.
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Obr. 5. Zavislost modelovaci sily /S na vinové délce A

Zména modelovaci sily s vinovou délkou je zfejma
z obrazku (obr. 5). Modelovaci sila ma vyznam miry spo-
le¢né variability vektoru latentnich proménnych a i-tého
sloupce zdrojové matice. Lze ji tedy pouzit jako kritérium
pro vylouceni oblasti vinovych délek nevhodnych pro opti-
malizaci rychlostnich konstant naslednych reakci. Jak je
vidét ze zdznamu prvniho vypoctu metodou hlavnich kom-
ponent (PCA), modelovaci sila je nizka pravé v oblasti
isosbestickych bodt, jejichz vlnové délky byly urceny jiz
na prvni pohled jako nevhodné pro optimalizaci. Naopak
vlnové délky, pfi nichz je modelovaci sila maximalni
ajsou tedy pro vypocet nejvhodnéjsi, jsou A = 339 nm
(MS=0,996) aX =416 nm (MS = 0,999).

Vysledky pozorovanych rychlostnich konstant urce-
nych optimalizaci ¢asovych zavislosti vypoctenych vekto-
i t; ziskanych rozkladem matic sestrojenych z vinovych
délek jsou: A pro data 319-349nm a 399-500nm, B pro
data 319-349nm a C pro data 399—500nm.

Jak je vidét, jsou vypoctené hodnoty rychlostnich
konstant velmi blizké hodnotam ziskanym pfi subjektivné
zvolenych vlnovych délkach. Na rozdil od téchto hodnot
se vSak vyznacuji mnohem lepSimi vysledky regresni dia-
gnostiky nelinedrni regrese. Kvalitu nelinedrni regrese
mizeme posoudit na zakladé hodnot smérodatnych odchy-
lek (tab. VI) odhadovanych parametrii, rezidualnich sum
¢tverct a rezidudlnich standardnich odchylek celé regrese.

O kvalité prolozeni experimentalnich bodd svédci
nejlépe hodnoty rezidualnich smérodatnych odchylek.
Nékdy se vsak podaii pro rizné modely docilit podobnych
hodnot statistickych charakteristik, napf. u smérodatnych
odchylek. Dulezitym piedpokladem pro vhodnost regresni-
ho modelu je konstantni a kone¢ny rozptyl chyb v datech,
ktera se za téchto podminek nazyvaji homoskedasticka.
O homoskedasticité se lze presvédCit nejlépe grafickym
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Tabulka VI

Laboratorni pfistroje a postupy

Regresni charakteristiky vicendsobné nelinearni regrese
spektralnich dat néasledné reakce I — II — III v oblastech
A =319-349 nm a A = 399-500 nm a jejich spojeni

Regresni cha-

319-349 nm 319-349 nm 399-500 nm

rakteristiky 399-500 nm
ki, s 581-10°  58310° 579107
s(ky), s7 1,17-10°  5,4510°  3,01-10°
Relativni 0,20 0,93 0,52
chyba, %
Polocas, s 119,3 118,9 119,7
key s 1,49-10%  1,43-10%  1,51:107°
s(ka), s7! 5,18-10°  2,06:10* 1,38-107
Relativni 0,35 1,44 0,92
chyba, %
Polocas, s 46,5 48,5 459
Rezidualni su-  8,06:10°  1,71-10*  552:10°
ma ¢tverc
Rezidualni smé- 3,39-10%  1,56:10° 88810
rodatna odchyl-
ka
T T
0,001 it o 1
ek T o

0,000 JoTh T 1117 oDT [

0,001 ]

0.8 1,2 1,8

] 2 El

Obr. 6. Zavislost predikovaného rezidua e(k) na predikované
hodnoté absorbance A(k)

znazornénim, napf. na obr. 6. Grafické znazornéni na
obr. 6 by mélo v optimalnim pftipad¢ vykazovat nahodilé
rozlozeni odchylek, a to v uspotfadani jednou nad a podru-
hé pod délici useckou a dale se srovnatelnou vyskou. Ta-
kové zobrazeni znamena, ze jde o konstantni a kone¢ny
rozptyl chyb. Je-li v zobrazovanych bodech viditelny néja-
ky trend, pak tato skuteCnost indikuje pravdépodobnou
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chybu v regresnim modelu nebo chybu v datech. Nevyka-
zuji-1i zobrazena rezidua trend, ale zvySujici se resp. snizu-
jici se velikost, znamena to, Ze neni dosazeno konstantniho
rozptylu chyb.

Nevykazuji-li data heteroskedasticitu a jsou-li vhod-
nym zplisobem proloZzena, miizeme povazovat optimali-
zacni funkci za spravnou. Jestlize byla rovnice, podle které
optimalizujeme, odvozena na zékladg teorie pro dany fyzi-
kalné-chemicky problém, maji jednotlivé parametry presné
dany vyznam. Nejsou-li optimalizaci ziskané hodnoty jed-
notlivych parametrii v rozporu s teoretickymi hodnotami
(zaporné hodnoty rychlostnich konstant nebo molarnich
absorpCnich koeficientil), je-li splnéna homoskedasticita
ajsou-li uspokojivé statistické charakteristiky, mizeme
o modelu prohlasit, Zze neni v rozporu s uvedenou teorii,
avSak to neznamend, Ze jind teorie by nepopsala tentyz
problém lépe.

Problém ptifazeni rychlostnich
konstant jednotlivym stupiiim
Podstatny problém predstavuje prifazeni jednotlivych
ziskanych rychlostnich konstant spravné reakci, A — B
resp. B — C. Z podstaty matematického zpracovani expe-
rimentalnich dat plyne, ze neni mozn¢ urcit, ktera rychlost-
ni konstanta nalezi které reakci. Neplati tedy, ze rychla
zména absorbance nasledovana zménou pomalou znamena
rychly prvni stupeii nasledovany stupném pomalym'®. Aby
bylo mozno urcit, kterd z rychlostnich konstant 4, a k,
odpovida reakci I — II resp. Il — III, je napf. tieba pfi-
pravit latku /I a samostatn¢ zméfit rychlostni konstantu jeji
premeény na latku /7, ¢imz ur¢ime rychlostni konstantu £,
nebo nalézt ve spektralnim zaznamu reakce isosbesticky
bod pfemény I/ — III a sledovat spektrofotometricky reak-
ci pri této vlnové délce. Pfeména II — III se v tomto
isosbestickém bod¢ spektralné neprojevi, to znamena, ze
ziskame kinetickou kfivku pouze pro prvni reakci a z ni
hodnotu k. Posledni moZnosti, kterd se vSak da pouZit jen
malokdy, je samostatné spektralni sledovani meziproduk-
tu. V oblasti klasickych UV-VIS spekter vSak téméi nee-
xistuji ptipady, kdy pii dané vinové délce absorbuje pouze
intermediat — pasy se Casto piekryvaji. Spektralni sledova-
ni intermediatu je vSak mozné, pokud vykazuje na rozdil
od vychozi latky a produktu fluorescenci®.
Nami navrzeny postup spociva v myslence, ze dvé mate-
maticky nerozliSiteln4 feSeni souctu dvou exponencial se
musi liSit ve znaménku molarnich absorpénich koeficientti.
Kladna znaménka odpovidaji realné situaci, zatimco ktery-
koliv zaporny koeficient postacuje k vylouceni dané even-
tuality. Abychom toto mohli urcit, je tieba provést zpétny
vypocet absorbance z rovnice (8) pii dané vinové délce pro
jednotlivé slozky reakéni smési v Case. Na zakladé srovna-
ni té€chto zavislosti s teoretickym predpokladem pribéhu
pak provedeme spravné prifazeni. Toto ilustruje obr. 7,
kde je pfi Spatném pfifazeni jednotlivych konstant vidét, ze
absorbance meziproduktu /7 po zac¢atku reakce klesa a pak
opét roste (kiivka oznacend II'). Takovy pribé¢h by byl
mozny pouze v piipadé, ze by meziprodukt vyzafoval za-
feni piislusné vinové délky (snizoval absorbanci smési —
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Obr. 7. Vypoltené a skuteéné casové pribéhy absorbanci
jednotlivych sloZek reakce pri vinové délce A = 405 nm; [ —
predstavuje ¢asovou zménu absorbance vychozi latky pii sprav-
ném piifazeni pozorovanych rychlostnich konstant a /" pfi chyb-
ném piifazeni, /" — Gbytek meziproduktu v ¢ase pii Spatném
pfifazeni rychlostnich konstant, // — zména absorbance mezipro-
duktu v Case pfi spravném piifazeni rychlostnich konstant, /] a
1II" — zména absorbance produktu v ¢ase vychazi pro ob¢ varianty
stejné.
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Obr. 8. Vypo¢tena spektra jednotlivych slozek I, IT a IT1

tj. mél zaporny molarni absorp¢ni koeficient), nebot’ kon-
centrace meziproduktu musi nutné nejprve rust a pak kle-
sat. Pfi spravném pfifazeni pozorovanych rychlostnich
konstant jednotlivym reakénim stupiiim ziskdme osove
symetricky pribéh absorbance meziproduktu v case (/).
Takovy prubeéh je jiz z hlediska teorie spravny, nebot’ kon-
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centrace meziproduktu v case se nejprve zvysuje, poté
dosahne maxima a opét klesa k nule.

Obr. 7 ukazuje Casové prubchy jednotlivych slozek
reakce pii vlnové délce 405 nm. Body na obrazku predsta-
vuji experimentalni méfeni absorbance smési a prolozena
ktivka soucet optimalizovanych absorbanci 4;+ A+ Ay
Je zde vidét nepatrna zména v pribéhu vypocteném, proto-
ze pro vypocet bylo pouzito rychlostnich konstant ziska-
nych vySe uvedenou analyzou latentnich proménnych
s nejlep$imi hodnotami statistickych charakteristik.

Zavér

Zavérem lze konstatovat, ze k vyhodnoceni systému
naslednych reakci je nejvhodnéjsi metoda nelinearni regre-
se kombinovana s metodou hlavnich komponent. Hodnoty
rychlostnich konstant se nejvice blizi hodnotam ziskanym
nezadvislym méfenim, event. za specidlnich podminek
(méfeni v isosbestickém bod¢€). Naproti tomu star$i meto-
dy lineariza¢ni se daji spiSe pouzit jako odhad rychlostnich
konstant. Jejich pouziti sebou nese riziko nevhodného
vybéru vinové délky, resp. ne zcela optimalniho odhadu
As. Vyhodou pocitacového zpracovani je navic moznost
modelovani spekter jednotlivych slozek (viz obr. 8)
(zejména meziproduktu, pokud neni dostupny nezavislou
cestou) a moznost spravného pfifazeni rychlostnich kon-
stant jednotlivym stupnitim.
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demy of Sciences of the Czech Republic, and University of
Pardubice): Methods of Solution of a System of First-
order and Pseudofirst-order Consecutive Reactions
Based on Time Dependence of UV-VIS Spectra

The article deals with the methods of obtaining rate
constants of first-order and pseudofirst-order consecutive
reactions from time dependences of UV-VIS spectra, ei-
ther whole or at selected wavelengths, and gives a method
of unambiguous assignment of the constants to individual
reaction steps. Common linearization methods of evaluati-
on of the constants at a single wavelength were compared
with the methods based on simple nonlinear regression
combined with the principal component methods in a mo-
del system of 4-chloro-N-(4-nitrophenyl)butanamide. The
precision of the methods was further compared with inde-
pendent experimental second-order rate constants.



