ULOHA & 1

ANALYZA SMESI METHYLXANTINU POMOCI KAPALINOVE
CHROMATOGRAFIE NA REVERZNI FAZI

Testovaci smés: aceton : benzen : toluen (50l : 25ul : 25ul) v metanolu (1ml); nastiik 20 pl
Mobilni faze 1 (MF 1): methanol : voda, 70 : 30 (v/v)
Mobilni faze 2 (MF 2): methanol : kyselina octova : voda (280ml : 58ml : 662ml).

Pracovni roztoky standardti methylxantind a polyfenolii o koncentraci ¢ = 100 pg-ml™ pfipravime
ze zasobnich roztoki o koncentraci 1 mg'ml”' pomoci mikropipety nafedénim destilovanou vodou
pfimo do mikrozkumavky. Stejnym zptisobem si pfipravime i smes methylxantini a polyfenola

o koncentraci jednotlivych latek ¢ = 100 ug-ml”. Nastiik 20ul.

ULOHA C.2

STANOVENI KYSELINY GLUTAMOVE POMOCI METOD
KAPILARNI IZOTACHOFOREZY A TENKOVRSTVE
CHROMATOGRAFIE

2.2.2.2. PRIPRAVA ZASOBNiHO ROZTOKU 0,01 M KYSELINY GLUTAMOVE

Stanoveni kyseliny glutamové provedeme pouze pomoci metody piidavku standardu.

K ptipravé standardti pro pfidavek pouzijeme zasobni roztok 10mM kyseliny glutamové. Vypocitame navazku
zasobniho roztoku kyseliny glutamové do 50ml odmérné banky. Navazku navazime a rozpustime v pfiblizné 25 ml
destilované vody, kvantitativné prevedeme do odmérné barky a batiku doplnime po rysku destilovanou vodou.
V ptipadé nutnosti upravime standard pied doplnénim banky po rysku odplynénim v ultrazvukové lazni.

2.2.2.4. PRIPRAVA VZORKU PRO METODU PRIDAVKU STANDARDU

Pripravime si roztok vzorku obsahujiciho kyselinu glutamovou (stanovovana latka) tak, ze kapalny vzorek
obsahujici kyselinu glutamovou nafedime 100%, tj. 1 ml neznamého vzorku napipetujeme do 50ml kadinky a
ziedime cca 30 ml destilované vody, prefiltrujeme do 100ml odmérné barky a doplnime po rysku destilovanou
vodou. Vzorek v kadince je vhodné pted pfevedenim do odmérné bariky umistit na 2 minuty do ultrazvukové lazné.

Z roztoku vzorku napipetujeme do dvou 25ml odmérnych ban¢k 2,5 ml roztoku vzorku a pfidame takové mnozstvi
10mM roztoku kyseliny glutamové, aby po doplnéni destilovanou vodou po rysku byla koncentrace ptidavki
kyseliny glutamové 0,0 mM a 0,5 mM. Takto piipravené roztoky pouZzijeme pro urceni neznamého mnozstvi
kyseliny glutamové ve vzorku. Kazdy vzorek zmétime 3x.

2.2.3. MERENI VZORKU

Podle navodu k obsluze kapilarniho elektroforetického analyzatoru EA 102 v kapitole Pfistroje a piistrojové
vybaveni ptipravime pfistroj k méteni.

a) Pfi dvoukolonové analyze v horni pfedseparacni koloné (Upper) systému dochazi k piedseparaci vzorku a
zaznamenava se konduktometricka kiivka detektorem umisténym na horni koloné. V kolon¢ spodni analytické
(Lower) probiha vlastni rozdéleni a konduktometricka detekce slozek vzorku.

Pii meéfeni postupujeme dle navodu k piistroji ve skriptech. Zapneme fidici pocita¢ a spustime program
ITPPro32. Otevie se hlavni okno programu, kde zvolime Run a dostaneme se do nabidky /TPPro Runtime
Mode. Pomoci ikony Load vybereme metodu pro stanoveni Kyseliny glutamové.



b) Pii jednokolonové analyze v horni analytické koloné (Upper) systému probiha rovnou vlastni rozdéleni a
konduktometricka detekce slozek vzorku.

Zapneme fidici pocita¢ a spustime program I7PPro32. Otevie se hlavni okno programu, kde zvolime Run a
dostaneme se do nabidky /TPPro Runtime Mode. V méficim okné v horni nabidce klikneme na ikonu pro vybér
nové metody — pro dvoukrokovou analyzu zadame nasledujici dva kroky:

1. krok — doba analyzy 600 s, proud 250 pA; 2. krok — doba analyzy 1000 s, proud 80 pA

Zadanou metodu potvrdime stisknutim tlacitka OK a zahajime analyzu. Naméfena data ulozime a potom
zpracujeme.

2.3.2. PRIPRAVA CHROMATOGRAFICKE DESKY

Chromatografickou TLC desku (Silufol, Alugram) pfedem upravime na poZzadovanou velikost (délka asi 8 cm,
Sitka 4-6 cm). Na tuto desku vyznac¢ime ve vzdalenosti 1,5-2 cm od dolniho okraje mékkou tuzkou opatrné zacatek
vyvijeni (tzv. Start), abychom nenarusili vrstvu silikagelu.

Na Start naneseme mikropipetou vzorky ve vzdalenosti 0,5-1 cm od sebe, od okraje papiru vzdy minimaln¢ 1 cm.
Snazime se pokazdé nanést malou kapku.

Na chromatografickou desku naneseme nasledujici vzorky: 100x nafedény vzorek obsahujici kyselinu glutamovou,
vzorky s pridavkem kyseliny glutamové 0,0 mM a 0,5 mM, 10mM standard kyseliny glutamové a nefedény
vzorek.

2.4. VYHODNOCENI ANALYZ SEPARACNICH METOD A ZPRACOVANI DAT DO
PROTOKOLU

Pfi vyhodnoceni vysledkd ziskanych metodou ITP pouzijeme metodu pridavku standardu. Kazdy pfipraveny
vzorek prométime 3X. Do protokolu zpracujeme nasledujici body:

1. Identifikujeme kyselinu glutamovou v neznamém vzorku na zakladé testovani shodnosti hodnoty vysky
zéony RSH jednotlivych vzorku. Uvedeme chybu metody ITP pro stanoveni kyseliny glutamové
a zdiivodnime vhodnost metody pro jeji stanoveni.

2. Koncentraci kyseliny glutamové zjistime sestrojenim zavislosti délky zény analytu na koncentraci
roztoki jednotlivych pridavki standardu. MnoZstvi kyseliny glutamové uvadime s prislusnou chybou
vypocitanou z jeji primérné hodnoty.

3. Na zakladé zjisténého obsahu kyseliny glutamové
— srovname jeji mnoZstvi s deklarovanym obsahem v analyzované potraviné,
— posoudime jeji mnoZstvi s béZné se vyskytujicim obsahem v potravinach (viz text v odstavei 2.2.1).

4. 'V zavérecné diskuzi zhodnotime pribéh analyzy, zdiivodnime pri¢iny mozZného chybného stanoveni a
pokusime se objasnit pFripadné problémy, které nastaly béhem analyzy.

Veskeré statistické vyhodnoceni (testovani odlehlosti, vypocty primérti, smérodatnych odchylek, relativnich
smérodatnych odchylek, intervald spolehlivosti) provadime pro hladinu vyznamnosti o =0,05. Je nutné si
uvédomit, ze se jednd o vyhodnoceni malého poc¢tu opakovani a pouzit piislusné vzorce. Navod na statistické
zpracovani vysledkt je v ¢asti Statistické vyhodnoceni analytickych vysledkii a metod.

Vysledky budou piehledné zpracovany formou tabulek a grafii, v protokolu budou uvedeny veskeré vypocty
zaokrouhlené na odpovidajici pocet platnych mist.

ULOHA & 3

STANOVENI SYNTETICKYCH BARVIV POMOCI TENKOVRSTVE
CHROMATOGRAFIE

TEORIE:

Zelen brilantni patfi mezi triarylmethanova barviva, je rozpustna ve vodé a v ethanolu.
Tvofi drobné lesklé krystaly. V roztoku ma velmi intenzivni zelenou barvu, vyuziva se k barveni tkanin.
Dale je vyuzivana jako antiseptikum, desinfekce a pro barveni erytrocytl v laboratorni praxi.



3.1.

Obr.: Strukturni vzorec zelené brilantni

Tenkovrstva chromatografie patii do skupiny separacnich metod. Jejim principem je odlisna migrace slozek
stacionarni fazi, tato migrace probiha na zakladé¢ adsorpce nebo rozdé€lovani. Separace je provadéna na tenké
vrstvé (100 az 200 um) stacionarni faze, ktera je nanesena na tenké sklenéné, plastové nebo hlinikové podlozce.
Mobilni fazi byvaji nejcastéji organicka rozpoustédla, ktera se voli dle jejich eluéni schopnosti. Na TLC desku se
pomoci sklenéné kapilary nebo mikrostiikacky nanasi velmi malé mnozstvi vzorku (ul) rozpusténého v t€kavém
rozpoustédle, ktery je po dostate¢ném zaschnuti a nasledném vlozeni do vyvijeci nddoby unaSen mobilni fazi.

Pro kvantitativni vyhodnoceni chromatogrami se vyuziva denzitometru (skeneru) a vhodného programu,
ktery skvrny ptfevede na piky odectenim intenzity jejich jasu. Plocha piku odpovida obsahu dané latky.

Zakladni pojmy pouzivané pfi praci se skenerem a vyhodnocovacim programem:

Pixel — nejmensi jednotka obrazové informace, ktera oznacuje jeden bod digitalniho obrazu

Bit — zadkladni jednotka informace, nabyva pouze jedné ze dvou hodnot

Byte — jednotka informace o velikosti osmi biti

Barevna (bitova) hloubka — oznaCuje pocet bitl pro uloZeni jednotlivého barevného kandlu v jednom
pixelu. Se vzrtstajici bitovou hloubkou se zvétSuje Skala barev, ale také pamétova narocnost.

Rozliseni — udava hustotu obrazové informace, vyjadiuje se v jednotkach dpi. Hodnota dpi udava, kolik pixell se
vyskytuje v délce odpovidajici jednomu palci (2,54 cm), zkratka vychazi z anglického ,,dots per inch®.

Jas — koresponduje se svitivosti pixelu. V ptipadé, Ze je pixel Cerny, jas nabyva hodnoty 0, v pfipadé pixelu
bilého zavisi jeho hodnota na bitové hloubce, napiiklad pokud je pouzita bitova hloubka 8, je maximalni hodnota
jasu 256.

POUZITE VYBAVENI:

Chemikdlie:

Zeleti brilantni (M = 482,64 g-mol™), n-propanol, deionizovana voda

Laboratorni pomiicky:

TLC desky Polygram SIL G/UV254, mikrostiikacka Hamilton, mikrozkumavka Eppendorf, tlustosténna sklenéna vyvijeci
nadoba s vikem, S5Sml odmérny valec, mekka tuzka, pravitko

Pristroje a software:

Skener UMAX AstraScan Slim 20, vyhodnocovaci program ScanQuant

PRACOVNI POSTUP:

Vybér vyvijecich soustavy dle zadani vyucujiciho (n-propanol:voda v poméru 9:1, ptip. hexan:voda v poméru 9:1)
Pripravime vzdy takové mnozstvi vyvijeci soustavy, které bude odpovidat velikosti vyvijeci nadoby (tak, aby
hladina mobilni faze dosahovala do vysky 8—10 mm).

TLC ANALYZA

Pro stanoveni pfipravime 5 ml roztoku organického barviva (zelené brilantni, prip. dle vybéru vyucujiciho) o
koncentraci 0,4 g™

Naslednym fedénim tohoto roztoku pfipravime sadu kalibracnich roztokti o koncentracich 0,05; 0,1; 0,2;
0,25;0,3 a 0,4 g'l'l. Pro analyzu je dostate¢né mnozstvi kazdého roztoku 1 ml.

Na TLC desce typu Polygram®SIL G/UV o rozmérech 40 x 80 mm naznacime pfiblizné¢ 1,5 cm od
spodniho okraje tuzkou startovni linii, kterou rozdélime tak, aby na ni bylo mozné rovnomérné nadavkovat
Sest roztoktl

Do tlustosténné vyvijeci nadoby pfipravime 5 ml mobilni faze. Mobilni fazi je smés n-propanolu a vody v
objemovém poméru 9:1 (pfip. smés hexan:voda v poméru 9:1).Vyvijeci nadobu pfikryjeme vikem a nechame
nasytit parami mobilni faze.

Na startovni linii TLC desky Polygram nadavkujeme pomoci mikrostfika¢ky (napt. Hamilton) po 1 pl
pfipravenych roztoki o koncentracich 0,05; 0,1; 0,2; 0,25; 0,3 a 04 g-l‘1 zelené brilantni, poslednim
davkovanym roztokem bude vzorek o neznamé koncentraci.

POZOR!!!



3.2.

3.3.

odméfovani objeml a obzvlast’ na nutnost nadavkovat roztok tak, aby se vytvotila skvrna s co nejmensim
prumérem. Po nadavkovani roztoki musime nechat TLC desku dikladné uschnout. Po uschnuti ji vlozime
do vyvijeci nadoby a nechame mobilni fazi vzlinat dostate¢nou dobu.

V nasem piipadé jde ptedev§im o kvantitativni vyhodnoceni jedné latky, nikoliv o separaci nékolika latek,
proto analyzu ukoncime, jakmile se skvrny dostanou do vzdalenosti 2 az 3 centimetrti od startovni linie. TLC

desku vyjmeme a nechdme uschnout.

SKENOVANI TLC DESKY:

Pred vlozenim TLC desky do skeneru zkontrolujeme a piipadné zajistime Cistotu jeho skel.
TLC desku vkladame k jedné ze stran skeneru, abychom zajistili skenovani ve smérurovnobézném c¢i

kolmém k pohybu mobilni faze.

Spustime program IrfanView a v nabidce ,,Soubor” zvolime moznost ‘“Ziskat / Davkové skenovani®.
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Skener nyni automaticky vytvoii nahled, ve kterém ozna¢ime oblast TLC desky, nastavime parametry
skenovani na ,Barevny foto“, rozliSeni na hodnotu 300 dpi a stiskem tlacitka ,,Skenovat* skenovani
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VYHODNOCENI SKENU TLC DESKY:



Spustime program ScanQuant, klikneme na ,,Load image“ a vybereme pozadovany sken.

forq. ysis
of chromatography scans developed BUT at the depariment
of biomedical engineering by lng. Roman Jakubiéek.

[ Load image Bt

Zvolime, zda chceme sken zpracovavat ve stupnich Sedi (Grayscale) nebo barevné (RGB). V této uloze
zpracujeme sken obéma zpusoby.

Oznacime oblast, ve které se vyskytuje TLC deska, dvojklikem do této oblasti vybér potvrdime.
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Select the region of interest to analysis

Kliknutim na stfed skvrny ozna¢ime tu, kterou chceme analyzovat.

File
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Select the center of one spot

Vybérem ,,Horizontaly“ zvolime, ze chceme analyzovat ve sméru horizontalnim, v pfipade, ze potiebujeme
analyzovat ve sméru vertikdlnim, vybereme ,Verticaly“. V této uloze volime smér tak, aby byl shodny se
smérem pohybu mobilni faze.

Nyni program odeéte hodnoty jasu barevnych kanalti pro jednotlivé pixely ve zvolené linii a zobrazi je graficky.
Na horizontalni ose je vynesen index pixelu, na vertikalni ose jsou hodnoty jasu jednotlivych barevnych kanalt.

Pik odpovidajici oznacené skvrné je v grafu oznacen kiizkem nad vrcholem.

Oznacime hranice piku zelen¢ brilantni. Jednim kliknutim oznac¢ime zacatek, druhym konec.
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Chceme-li spocitat retencni faktor, zvolime v dal$im okné ,,Yes“, v opa¢ném piipadé ,,No“. V ramci této ulohy
retenéni faktor spocitame a uvedeme do protokolu.

@ Do you want to deterine a retention factor?

] [ ] o]

V piipadé urovani retenéniho faktoru jednim kliknutim ozna¢ime pozici startovni linie, druhym misto, kam
doputovala mobilni faze.

EEPNSX LT
‘Selec the star and endpoint of analysis

Pokud chceme analyzovat dal$i skvrnu, stiskneme v nasledujicim okné ,,Yes“ a opakujeme postup od
oznaceni stiedu skvrny. V opacném priipadé stiskneme tlacitko ,,No“, pojmenujeme soubor s vystupnimi daty a
zvolime, kam jej ulozit.

@ Do you want to mark next spot?

L]

<

Nahrajeme dalsi sken zvolenim ,,New image* nebo program ukon¢ime pomoci tlacitka ,,Close*.

@ Whal do you want o do?

| o

Vystupem analyzy je soubor ve formatu .xlIsx.

Pfi analyze v reZimu RGB vypada nasledovné:
Kazda analyza je uloZena na samostatném listu:
o Ve sloupci A — hodnoty jasu kanalu R
Ve sloupci B — hodnoty jasu kanalu G
Ve sloupci C — hodnoty jasu kanalu B
Ve sloupci D — obsahy ploch pod kfivkami v pofadi R, G, B
Ve sloupci E — retencni faktor prislusné latky

© © © O



T = T 7 <<\ C: ibration RGB.ss - Microsoft Excel D (A o

Vigleni  Romoenistranky  Vroce Data  Reviie  Zobrazeni

s -] (=] || St Qbeend - k‘w B o 35
[l A (B e 2 lsoutiammomat nased - (S~ % o (84 Podwnind romitorst Sy | Vistt oasuant romit
Hiia : A By

e | Hodnata jasu g
2 A ] c o E ¥ I G I H 1 1 K L M N o | P a R 1=
1 |Hodnota 'i:su.l integril Retentni faktor
2z 924 93,4 60,6 27993 0,395744681 4
3 94,2 93,8 61,4 23424 1
a 93,2 %2 s34 1882
5 92 62 663
6 934 S8 o8
7 928 994 6%
] 94,2 99 65,6
a 9% 1008 o
10 %2 1004 638
1 524 96 626
12| 96 574 6us
13 994 98,2 656
14 964 974 638
15 96,8 M4 65,6
16 58 95,8 685
12, 99 994 702
18 w8 92 6n2
19 014 76 668
") w018 858 &
21 102 93,2 62,6
2 9.8 278 626
23 1012 904 66,8
2 02 934 704
= 1038 T
26| 1062 w08 76
. o : —
Pripraven [EEE T )

V piipadé¢ analyzy v reZimu Grayscale je vystup nasledujici:
o Ve sloupci A — hodnoty jasu Sedi
o Ve sloupci B — obsah plochy pod ktivkou
o Ve sloupci C — retencni faktor pfislusné latky
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VYHODNOCENI ANALYZY A ZPRACOVANI DAT DO PROTOKOLU

Kazdou skvrnu analyzujeme 3%, a to z divodu subjektivniho oznaceni stfedu skvrny a hranic piku.

1. Analyzu provedeme v reZimu RGB a Grayscale, vysledky mezi sebou porovname, uvedeme reten¢ni
faktor v€etné intervalu spolehlivosti

2. Ze ziskanych dat sestavime kalibra¢ni pfimku zavislosti obsahu plochy pod kiivkou (pfi RGB
reZimu uvaZujeme sumu obsahi vSech tFi ploch) na koncentraci zelené brilantni.

3. Zrovnice kalibra¢ni pfimKky vypoc¢itime obsah zelené brilantni v neznimém vzorku v€etné intervalu
spolehlivosti.

4. Diskutujeme separa¢ni chovani analyzovanych latek ve vyvijecich soustavach, zadrz stanovovanych
latek v zavislosti na jejich struktufe a zvoleném separa¢nim systému)

ULOHA ¢&. 4

STANOVENI ACETONU POMOCI PLYNOVE ROZDELOVACI
CHROMATOGRAFIE

PRIPRAVA VZORKU PRO URCEN] LIMITU DETEKCE
Vzorek acetonu nafedime tak, aby byl v jednom chromatogramu méfitelny Sum pozadi i signal vzorku,
tj. 100 000x.



PRiIPRAVA NEZNAMEHO VZORKU PRO METODU KALIBRACNI KRIVKY

Vzorek rozpoustédla ziedime 100% do 10ml odmérné baiiky a banku doplnime destilovanou vodou po
rysku. Roztok odplynime v ultrazvukové 1azni po dobu 10 minut. Pokud bude odezva signalu vzorku
prilis nizka, ptip.vysoka, je potfeba vzorek vhodnym zptisobem (fedénim) dale upravit.

PRIPRAVA NEZNAMEHO VZORKU PRO METODU PRIDAVKU STANDARDU

Do 10ml odmérné napipetujeme 100 pl neznamého vzorku, ptidame 25 pl acetonu (piip. 35 pl acetonu)
a baiku doplnime destilovanou vodou po rysku. Roztok odplynime v ultrazvukové lazni po dobu

10 minut. Pokud bude odezva signalu vzorku pfili§ nizka, pifip.vysoka, je potfeba vzorek vhodnym
zpusobem (fedénim) dale upravit.

ULOHA & 7

STANOVENI MEDI POMOCI ATOMOVE ABSORPCNI
SPEKTROMETRIE

7.2.4. PRIPRAVA PRACOVNICH ROZTOKU

Pracovni roztok I: Do 100ml odmérné baiiky p¥ipravime ze zasobniho roztoku m&di o koncentraci 1 g-1"' pracovni
roztok médi (CuSO4-5H,0, ptip. Cu(NO;),-3H,0) o koncentraci 0,01 g~l'1 (doplnit H,O).

Pracovni roztok II: Do 100ml odmérné barky piipravime navazenim 1% KCI (doplnit H,O).
Slepy pokus (blank): 1% HNO,

Vzorek vina. Vzorek vina zahfejeme na cca 80°C, poté ochladime na laboratorni teplotu.

7.2.5. STANOVENI MEDI VE VINE METODOU PRIDAVKU STANDARDU

Z pracovniho roztoku médi o koncentraci 0,01 g-I' (viz predchozi odstavec) fedénim pfipravime do 25ml
odmérnych banék roztoky o nasledujicich koncentracich 0,0 mg‘l'l; 0,5 mg-l'l; 1,0 mg~1'1; 1,5 mg~1’1; 2,0 mg'l'l; 2,5
mg 1" a 3,0mgl" roztoku médi. Do ka?dé zodmémych bandk piidame 5 ml neziedéného vzorku vina,
napipetujeme takové mnozstvi 1% KCIl, aby jeho obsah v bance byl 0,1% a doplnime po rysku 1% HNO;

Jako blank pouzijeme Cisty roztok 1% HNO;.

Roztoky prométime na spektrometru novAA 300 (slepy pokus 5%, vzorky vina 5x).

7.2.6. VLIV INTERFERUJICH LATEK NA ANALYTICKY SIGNAL

7.2.7.

a) z pracovniho roztoku médi o koncentraci 0,01 g-1"' pfipravime do 25ml odmérnych bangk 4 roztoky médi se
stejnou koncentraci, tj. koncentraci 2,0 mg-1" a obsahem ethanolu 0%; 1%; 2% a 4 % (v/v) ethanolu. Doplnime po
rysku 1% HNO; a u kazdého z nich zmétime 10x absorbanci.

b) stejnym zpusobem piipravime do 25ml odmérnych ban€k 4 roztoky médi se stejnou koncentraci, tj. koncentraci
2,0 mg-I'". Do jednotlivych odmé&rnych bangk pridame navazenim KNO; tak, aby jeho obsah v baiice tvoril 0%;
0,25%; 0,5% a 1,0 %. Doplnime po rysku 1% HNO; a u kazdého z nich zmétime 10x absorbanci.

¢) stejnym zptsobem piipravime do 25ml odmémych bangk 4 roztoky médi s koncentraci 2,0 mg-1'. Do

jednotlivych odmérnych banék ptidame navazenim Ca(NO;), tak, aby jeho obsah v baice tvoril 0%; 0,25%; 0,5% a
1,0 %. Doplnime po rysku 1% HNO; a u kazdého z nich zmétime 10x absorbanci.

MEZ DETEKCE A MEZ STANOVITELNOSTI

Mez detekce a mez stanovitelnosti vyhodnotime nasledujicimi zptisoby:
Pfipravime roztok médi o koncentraci 0,1 mg-1" (pfip.0,2 mg-1'"), ktera odpovida trojnasobku/desetindsobku



hodnoty absorbance Sumu. Hodnotu Sumu ziskame proméfenim roztoku blanku (1% HNO;). Oba roztoky

proméiime 10x.

i) vypoctem ze zméfené hodnoty absorbance roztoku standardu médi o nejnizsi koncentraci.

ii) s vyuzitim kalibra¢ni kiivky: parametry uréime jako podil trojnasobku/desetindsobku smeérodatné odchylky
absorbance roztoku blanku a smérnice kalibracni pfimky.

ULOHA & 10

STANOVENI FLUORESCEINU POMOCI SPEKTROFLUORIMETRIE

11.2.3.

11.2.1.

Dle navodu ve skriptech

ULOHA & 11

STANOVENI CHLORIDU POMOCI NEFELOMETRIE

MERENI KALIBRACNI ZAVISLOSTI A MiRY ZAKALENI NEZNAMEHO VZORKU
KALIBRACE NEFELOMETRU

Spustime kalibraci.

PRVNI BOD KALIBRACE: piipravime si prazdnou kyvetu, opliachneme ji a naplnime destilovanou vodou.

POZOR! Hladina vody musi byt pii tomto testovacim méteni doplnéna po rysku. Tento objem je pro ziskani

spravnych hodnot zékalu kriticky.

3.  Otfeme stény kyvety mékkou latkou, kterd nepousti vldkna, nebo bunilitou vatou, abychom se zbavili
ptipadnych necistot.

4. Uchopime kyvetu za vicko a vlozime ji do senzoru zakalu. Znacka na kyveté musi sméfovat ke znacce
senzoru (oznacena Sipkou). Pfi kazdém méfeni zkontrolujeme, zda znacky smétuji k sob¢.

5. Uzavieme kryt senzoru zakalu, jako hodnotu NTU zadame 0. Poté kyvetu se standardem vyjmeme.

6. DRUHY BOD KALIBRACE: vezmeme kyvetu s obsahem standardu zakalu 100 NTU a opatrné ji étyfikrat
preklopime, aby se promichaly &astice, které se mohly usadit na dné. Kyvetu se standardem nemichame.
Michanim by se v ni vytvofily malé bublinky, které by mohly ovlivnit méteni.

7. Kyvetu uzavieme vickem. Otfeme stény kyvety meékkou latkou nebo bunicitou vatou.

8. Uchopime kyvetu za vicko a vlozime ji do pfistroje, znacka na kyveté musi sméfovat smérem ke znacce
senzoru. Uzavieme kryt senzoru.

9. Jako hodnotu NTU zadame 100. Nefelometr je pfipraven pro méfeni zakalu.

N =

PRIPRAVA SRAZECIHO ROZTOKU

Ke 100 ml 1% AgNO; pridame 12,5 ml koncentrované HNO; a roztok doplnime na objem 250 ml
destilovanou vodou.

11.2.2. STANOVEN{ ZAKALU A MNOZSTVI VYSRAZENYCH CHLORIDU

Ze standardniho roztoku NaCl o koncentraci chloridovych anionti 100 mg-1" napipetujeme do 50ml
suchych koénickych banék postupné jednotliva mnozstvi roztokd dle tabulky 11.1.

Tab. 11.1: Priprava kalibracnich roztokit NaCl, pipetované mnozstvi jednotlivych roztokii v ml.

Roztok ¢. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Standardni roztok NaCl v ml 0 0,25 0,5 0,75 1 1,25 1,5 2 2,5 3
Destilovana voda v ml 10 9,75 9,5 9,25 9 8,75 8,5 8 7,5 7
Sréazeci roztok v ml 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
e (mg-17)

Roztoky dobfe promichame a nechame inkubovat 15 — 20 minut pfi laboratorni teploté (roztoky nesmi
zacCit Cernat).




Neznamé vzorky. Jako neznamé vzorky ke stanoveni pouzijeme i) vodu z vodovodu ii) pivo a iii)
mineralni vodu. Do 50ml suchych konickych banék napipetujeme 2,5 ml stanovovaného vzorku,
pridame 7,5 ml destilované vody a poté 10 ml srdzeciho roztoku. Pro stanoveni mineralni vody je
potieba vzorek pied piidanim srazeciho roztoku vhodné nafedit. Roztoky dobfe promichame a nechame
inkubovat 15 -20 minut pfi laboratorni teploté. Kazdy neznamy vzorek ptipravime 3% pro tii paralelni
proméfeni.

Po 15 -20 minutach zmétime zakaleni roztokl nefelometricky pomoci senzoru zakalu.

ULOHA & 12

STANOVENI MEDI POMOCI PRUTOKOVE
CHRONOPOTENCIOMETRIE

12.2. STANOVENI MEDI VE VINE
12.2.1. PRIPRAVA ROZTOKU

Ze zasobniho roztoku siranu médnatého CuSO,-5H,0 o koncentraci médi 1 g'I"' ptipravime 100 ml pracovniho
roztoku siranu méd'natého ve vods o koncentraci m&di 100 mg:1".

Jako blank pouZzijeme roztok elektrolytu R-013 (roztok pfipravime smichani 9,0 ml konc.kyseliny chlorovodikové
s 341 ml dest.vody).

12.2.2. PRIPRAVA VZORKU K ANALYZE

Vino zahtejeme k varu, ochladime. Z pracovniho roztoku napipetujeme do péti 50ml odmérnych ban¢k 5 ml
vzorku vina a ptiddme takové mnozstvi pracovného roztoku siranu médnatého, aby po doplnéni elektrolytem
R-013 po rysku byla koncentrace médi v jednotlivjch odmémych baiikach 0,1 mgl™; 0,2 mg1"' a 0,5 mgl™.
Odmérné banky vlozime na 10 minut do ultrazvukové 1azné.

Kazdy vzorek zmétime 3x.

12.2.3. ANALYZY KALIBRACNICH ROZTOKU A VZORKU VINA

Pouzijeme pritokovou rozpoustéci chronopotenciometrii. Pritokovou celu naplnime stanovovanym vzorkem,
méd’naté ionty se vylouci na porézni pracovni uhlikové elektrodé (E5S3Au) jako kov. Dochazi k redukci médi podle
rovnice:

Cu**+2e - Cu’

Vylouéena méd, tzv. depozit, se v dal§im kroku rozpusti konstantnim proudem. Tento proces se zaznamena jako
signal chronopotenciogram a pomoci softwaru se vypocita koncentrace médi ve vzorku.

POSTUP MERENI

1. Spustit program EcaFlow Autosampler

2. Nastaveni — Parametry — Vieobecné — zvolit ¢islo metody — metoda ¢.53 Determination of Cu in wines a
vybrat mod méteni Bezkalibracné, mdéd méteni pozadi Pred kazdym mérenim

3. Nastaveni — Parametry — Méreni — zménit hodnotu prutoku na 6 ml/min
4.  Nastaveni — Parametry — Kalibrace — rozkliknout modré poli¢ko a zménit jednotky na mg/1

5. Nastaveni — Parametry — Vzorky — Pridat — v zobrazené tabulce uvést ¢islo nadoby, nazev (kéd) vzorku,
pocet opakovani (3x) a zatrhnout Analyzuj — OK

6. Barevné oznacené hadicky ponofit do pfislusnych roztokd:
*  modra hadicka — roztok zékladniho elektrolytu R-013 (dle aplikac. listu)
e Cervena hadicka — roztok blanku (elektrolyt R-013)

e 7lutd hadi¢ka — roztok vzorku



10.
11.
12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.
19.

Pritlaéné rameno peristaltického ¢erpadla pfitlacit (zacvaknout) k hadicce
Pod drzék filtru umistit kddinku — kliknout na moznost Naplnéni

Po naplnéni systému elektrolytem odstranit kadinku a zapojit hadicky cely
Stisknout moznost Preparace (ptiprava elektrody k méfeni)

Spustit méteni — ! a Start

Namétenou kiivku porovnat se vzorovym zaznamem v aplikacnim listé. Pokus zaznam vyhovuje (kontrola
porézni uhlikové elektrody) lze pfistoupit k analyze vzorku a méfeni kalibracnich zavislosti

Nastaveni — Parametry — Vieobecné — vybrat moéd méteni Pridavek standardu, méd méfeni pozadi Pred
kazdym mérenim

Nastaveni — Parametry — Kalibrace — vypsat policka Pfidavky standardu Cstd (100 mg/1), 1.pfidavek,
2.ptidavek, 3.pfidavek (prvni tii roztoky)

Nastaveni — Parametry — Vzorky — Pridat — v zobrazené tabulce uvést ¢islo nadoby, nazev (kdd) vzorku,
pocet opakovani méfeni neznamych vzorku (3x) a zatrhnout Analyzuj — OK, pravym tlacitkem zrusit meteni
srovnavaciho vzorku (pfedchozi vzorek)

Spustit méteni — !, oznacit méfeni vzorkl a stlacit Start

Po ukonceni méteni — Nastaveni — Parametry — Vzorky — pravym tlacitkem zrusit méfeni prvnich ti
prvnich roztoki — OK — spustit méfeni — !, oznacit méteni vzorki a stlacit Start

Ulozit naméfena data — File — Export

Hodnoty ulozené v PC pievést do souboru v Excelu, sestrojit zavislost f(cy) = AT/AE .

Stanoveni limitu detekce a meze stanovitelnosti pomoci programu OriginPro 8.1.

1.
2.

Spustit program OriginPro 8.1.

Do sloupec¢ku A(X) napsat hodnoty, které leZi na ose x (napf. koncentrace). Do sloupec¢ku B(Y) napsat
hodnoty, které maji byt vyneseny na ose y (napt. AT/AE). Program OriginPro 8.1 je kompaktibilni s Excelem,

hodnoty tedy lze nakopirovat z excelovského souboru.Vyplnit nazvy sloupct v fadku Comments (koncentrace,
AT/AE).

Hodnoty, ze kterych ma byt vytvofen graf oznacit — na horni li§t¢ — Analysis — Fitting — Linear Fit
(pfedpokladame linearni zavislost) — Open Dialog ...

WNTITLED * - [Folder1

A

|[a-s-r-m-2-2-A-0-0||@-|6-|@-5-a-H&s-2-[—FhsT “%-%-8




4.

5.
6.

V nové otevieném okné ,,Linear Fit“ — Fitted Curves plot — zakliknout Confidence bands (pasy
spolehlivosti) a Prediction bands. Skalu ,,Range* zvolit Custom (b&Znou) — (v pFipadé, Ze chceme bod [0,0]
minimalni hodnotu nastavit na ) - poté OK.
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V pracovnim sesitu ,,BOOK1“ se vytvori dva nové listy — FitLinearl a FitLinearCurvel.

Otevtit list FitLinearCurvel — zde jsou soufadnice bodt linearni zavislosti i jednotlivych past. Limit
detekce odecist nasledujicim zptisobem:
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Nejprve se podivame na hodnoty ve sloupci A6(Y1), ktery obsahuje hodnoty ,, horniho * predikcniho pdsu
(nad kalibra¢ni ptfimkou) a zjistime prvni hodnotu v tomto sloupecku (napi. v uvedené tabulce je to ¢islo -
1496,65412). Poté se podivame do sloupecku AS5(Y1), ktery obsahuje hodnoty hodnoty ,, dolniho *
predikéniho pasu (pod kalibra¢ni ptimkou). V tomto sloupecku budeme hledat hodnotu, ktera se nejvice

blizi ¢islu nalezenému ve sloupci A6(Y1). Tato hodnota odpovida nejniz§imu moznému signalu analytu
(vynesen na ose y), ktery lze detekovat.

Pro nés je ale nejdulezitéjsi zjistit, kterd hodnota na ose x tomuto signalu odpovida. Tuto hodnotu
naleznete ve sloupecku A1(X1) (v tomto sloupecku jsou vyneseny hodnoty osy x — v naSem ptipade
koncentrace). Hodnota LOD se bude nachazet na stejném tadku jako ¢islo nalezené ve sloupci A5(Y1).

V listu FitLinearl v horni tabulce jsou zapsany hodnoty useku (/ntercept) a smérnice (Slope) kalibracni
piimky.

Pokud 2x kliknete na graf ,,Fitted Curves plot“, graf se zvétsi na celé okno a Ize ho déle upravovat (popsat osy,
zmeénit legendu, ...)
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Pro export grafu postupujte nasledovné: File — Export Graphs — Open dialog ...

V novém okné¢ je nutné zvolit typ obrazku — Image type (jpg, png, ...), do pole File Name napsat jméno, do pole
Path zvolit misto umisténi obrazku (napt. Plocha — desktop) —» OK.

VYHODNOCENI ANALYZY A POKYNY PRO ZPRACOVANI DAT DO PROTOKOLU

Do protokolu uvedeme nésledujici vypocty a ptilozime jednotlivé vytisténé zaznamy:

1. Vypolitime obsah médi ve vzorku vina. Obsah médi vyjadiime s odpovidajici chybou stanoveni
(vypocet intervalu spolehlivosti).
2. Porovname nami zjistény obsah médi ve vzorku s predpokladanym mnoZstvim médi v analyzovaném

viné.

3. 'V zavéreéné diskusi zhodnotime priibéh stanoveni, zdivodnime pri¢iny moZného chybného stanoveni a
pokusime se objasnit pFipadné problémy, které nastaly béhem cviceni.

Veskeré statistické vyhodnoceni vychazi z pouziti pfislusnych rovnic pro dany soubor dat (n<7) apfi hladiné
statistické vyznamnosti = 0,05. Podklady ke statistickému zpracovani vysledki jsou v ¢asti Statistické



