DOPLNENI K TEORII

1.  Chromatografické metody — HPLC a GC

Ulohy: &.1 — Analyza smési methylxantint pomoci kapalinové chromatografie
¢.4 — Stanoveni acetonu pomoci plynové chromatografie

Volba samotného vypoctu chromatografickych parametrii - poctu efektivnich teoretickych pater Ner
arozliSeni R - z&visi na ziskaném chromatografickém zaznamu.

Je-li elucni krivka chromatogramu soubézna se zakladnou (tedy rovna a bez vzristajici tendence) vyuziva se
pro vypocet §itka piku pfi zakladné, podle nize uvedenych vzorcu.
Hodnota rozliseni R, pfedstavujici miru separace dvou chromatografickych piku je vypoctena:

R = 2'(tR2 _tRl)z
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kde: tr je retencni Cas pfislusného analytu
w je délka zakladny prislusného piku

Pro pocet efektivnich (vztaZzeno k inertnimu analytu) teoretickych pater Ner , které udadva miru G¢innosti
separacni kolony, pouzijeme nasledujici vzorec:
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kde: tr je retenéni Cas ptislusného analytu
tm je mrtvy Cas
w je délka zakladny ptislusného piku

Ma-li vsak elucni krivka tendenci riistu a neni jeji profil soubézny s ¢asovou osou (zakladnou), bylo by
vtomto pfipadé vyuziti Sitky piku pfi zdkladné nespravné, provadime vypolty zavisle proménnych
parametrt ze Sitky piku v poloviné jeho vysky. Tato metoda stejné jako u inflexni metody (ve vysce 60,7 %
pro normalni Gausstv pik) neni ovlivnéna asymetrii piku.

Nasleduji pfislusné vzorce pro vypocet rozliseni R a pocet efektivnich teoretickych pater Ner
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2.  Elektromigracni separa¢ni metoda - ITP

Ulohy: &2 — Stanoveni kyseliny glutamové pomoci metod kapildrni izotachoforézy a tenkovrstvé
chromatografie

Doplnéni kvantitativniho vyhodnoceni Metodou pridavku standardu.

Podle poctu pridavkl standardu rozliSujeme:

A. Pridavek jednoho standardu ke vzorku, kdy celkovy objem je ¢i neni konstantni
Tyto metody se vyuzivaji pro pocetni vypocet koncentrace neznamého vzorku.

aa) V pfipad¢ pridavku standardu ke vzorku, kdy celkovy objem neni konstantni, pocitdme koncentraci
tohoto vzorku podle rovnice:
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kde: c¢; je koncentrace analytu ve stanovovaném vzorku, cs je koncentrace standardu, V; je objem
stanovovaného vzorku, Vs je objem pfidaného standardu, A; je hodnota kvantitativniho parametru
stanovovaného vzorku a 4;+s je hodnota kvantitativniho parametru obohaceného vzorku (neznamy vzorek a
pridavek standardu).

Algoritmus méteni:

1. méfeni signalu 4; ve vzorku o objemu V;

2. pridavek Vs standardu o koncentraci ¢, ke vzorku o objemu V;
3. méfeni signalu A+

ab) Je-li pridavek standardu ke vzorku a celkovy objem je konstantni (vzorku i vzorku s pfidavkem),
pocéitame koncentraci vzorku podle rovnice:
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kde: c; je koncentrace analytu ve stanovovaném vzorku, cs je koncentrace puvodniho standardu (né po
natredéni do vysledného objemu), V; je objem stanovovaného vzorku, Vs je objem ptfidaného standardu, Vz je
objem celého pfipraveného roztoku (V; + Vs + rozpoustédlo), 4; a 4; je hodnota a korigovand hodnota
kvantitativniho parametru stanovovaného vzorku na objem, 4;+s a A;+s je hodnota a korigovand hodnota
kvantitativniho parametru obohacené¢ho vzorku (neznamy vzorek a pridavek standardu) na objem.

U takto vypoctené koncentrace se jiz do vypoctu nezohlednuje pouzité fedéni vzorku.



B. Piidavek vice standardii ke vzorku — zpracovani linearni regresi

Algoritmus méfeni:

1. odméfeni objemu vzorku V() do (i) odmérnych banék

2. ptidavek Vs standardu o koncentraci ¢s do vSech odmérnych ban€k (pfidavek standardu do prvni
baﬁky Vs(1) = O)

3. doplnéni vSech bangk na stejny kone¢ny objem!

4. méfeni signalu A

5. linearni regrese (obrazek 1)
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Obr.1. Zobrazeni metody ptidavku standardu do vzorku
Rovnice méfeni: c,, = 5.8
Ve, b

kde: cy, je koncentrace analytu ve stanovovaném vzorku, cs je koncentrace standardu, V., je objem
stanovovaného vzorku, a je usek a b smérnice kalibraéni rovnice.

Standardni nejistota objemu pii y. = 0:

Kdeye=0a O, =%-(x; —x)*

Standardni nejistota vypoctené koncentrace uc:



3.  Vyhodnoceni dat - TLC

Ulohy: ¢&.2 —Stanoveni kyseliny glutamové pomoci metod kapilarni izotachoforézy a tenkovrstvé
chromatografie
¢.3 — Analyza syntetickych a rostlinnych barviv pomoci tenkovrstvé chromatografie

Separace ve zvoleném chromatografickém systému probiha na zdkladé afinity analytu (hydrofobicita,
funkéni skupiny, atd.) k ukotvené stacionarni fazi na vhodném nosi¢i. Eluéni profil ziskanych zon,
predstavujici za vhodné zvolenych podminek stanovovany separovany analyt, mize nabyvat rlznych
forem/tvarli. Ne vzdy ziskame symetricky kruhovity profil zény po eluci analytu v systému. Profil zony se
nejcastéji vyskytuje jako oval, pfip. chvostuje, nebo se rozpiji do stran (obrazek 2).

»w» NN = O

Obr.2. Nejcastéjsi priklady profild zon vzorku po chromatografické separaci. Zona difunduje do strany (0),
chvostuje (1), rozmyva se podélné do ovalného tvaru (2), ma symetricky kulovity tvar (3).

Existuji rizné zptsoby jak zobrazenou zénu vyhodnotit a ziskat tim pfisluSnou vzdalenost jeji migrace
v separacnim systému:
i) ve stfedu zony

iii) prolozenim ve vrcholu zony
Zvolenou metodu pro vypocet reten¢niho faktoru, je tieba v kazdém piipadé pro celé vyhodnoceni zaznamu

sjednotit!



4.  Vyhodnoceni dat - PAGE

Ulohy: ¢.6 — Stanoveni vajeénych proteini pomoci gelové elektroforézy

Separace vajecnych proteinti probihd pfi této tiloze v nativnim prostfedi, tedy bez pfitomnosti denaturujiciho
¢inidla a denaturace samotnych proteint.

Nativni nebo také nedenaturujici elektroforéza v polyakrylamidovém gelu je metoda, kterd se pouzivé pro
separaci latek (biologicky aktivnich proteint). V nativni gelové elektroforéze mobilita zavisi
na tvaru/velikosti, ale i na naboji latek, dilezitymi parametry tedy jsou pH elektroforetického pufru a pl
separovanych latek. Hodnota pH pufru ovliviiuje nejen naboj molekuly, ale i jeji velikost a rychlost pohybu
v gelu. Jeho volbou se upiednostiiuje kvalita separace a jeji rychlost.

Po ukonceni separace za pouziti vhodné vodici barvicky se vyhodnocuje ziskany elektroforegram. Vodici
barvicku, ktera se ptfidavd k vzorku pfi jeho pfipraveé, volime podle typu separace — katodickd nebo
anodicka. Elektroforéza mtze tedy byt provaddéna vzdy pouze v jednom sméru a v této podob€ poté i
vyhodnocena (katodicka separace = migrace kladn¢ nabitych proteinti ke katod¢, anodicka separace
naopak).

Pti praktickém provedeni se setkavame s jevem, kdy lysozym ve vaje¢ném bilku pfi separaci na komerénim
Sebia gelu jako jediny migruje ke katodé. Samoziejmé jednim z faktord je pH pufracniho prostiedi, ale také
samotné chovani lysozymu vzhledem jeho pl hodnoté. Lysozym pii vysSich hodnotach pH putuje 1épe ke
katodé. Uplatituje se zde vy$s$i naboj. Naopak pii nizSich pH hodnotach, kdy se uplatiiuje mensi néboj,
putuje ke katod¢ hife. Za téchto podminek (pouziti bromfenolové modii jako vodici barvi¢ky, kterd pouze
zaznamenava celou migraéni drahu proteinti; pouzitého elektroforetického pufru) nemize byt separace
vyhodnocena podle postupu, ktery je uvedeny ve skriptech u navodu tlohy.

RESENT:
Pro uniformni separaci proteint v GE lze vyuzit zvlastni typ nativni gelové elektroforézy tzv. modrou
nativni gelovou elektroforézu (BN-GE).

BN-GE

Tato GE vyuziva CNN G-250, ktery se Casto pfidava ke vzorku kratce pied elektroforézou a také se anion
této barvicky vyskytuje v pufru. CBB G-250 stejné jako dodecylsiran sodny (u denaturujici GE; avsak na
jiném mechanismu) udé€li proteinim zaporny naboj a proteiny migruji k anod¢. Pfirozeny tvar, vnitini naboj,
ale i vaznost CBB G-250 na protein ovliviiuje chovani proteind pfi elektroforéze. CBB neni detergentem,
pouziva se v minimalnim mnozstvi a pomér vazani CBB/protein a naboj/molekulova hmotnost neni u BN-
GE staly. Hodnota pH pouzitého elektroforetického pufru byva 7,5. Za téchto podminek mtizeme aplikovat
kalibra¢ni zavislost pro vyhodnoceni molekulové hmotnosti proteinti pro:

i) proteiny s pl < 8,6, které vazi CBB G-250

it) proteiny s pl < 5,4, které nevazi CBB G-250

Reference:

Tracy McLellan, Electrophoresis Buffers for Polyacrylamide Gels at Various pH, Analytical Biochemistry,
1982, 126, 94-99

F. Krause, Detection and analysis of protein—protein interactions in organellar and prokaryotic proteomes
by native gel electrophoresis: (Membrane) protein complexes and supercomplexes, Electrophoresis, 2006,
27,2759-2781



5.  Vzorce pro vyhodnoceni LOD a LOQ

v

mnozstvi analytu. LOD lze vypocitat riznymi zptsoby, kdy samotnd volba vypoctu vychazi i z pouzité
analytické metody. Pravidlem pro vyhodnoceni LOD, LOQ je sjednoceni vypoctu pro veskeré experimenty

s

U kvantitativnich separacnich metod, jejichz vystupem z detektoru je pik (elektromigracni, chromatograficke
metody) a miiZzeme odecist jeho vysku, se postupuje nasledovne:

— ze zaznamu slepého pokusu se uré¢i maximalni kolisani zakladni linie (hmax) v oblasti dané 20-ti nasobkem
polositky piku stanovovaného analytu.

— pro odezvu detekovaného mnozstvi analytu pak plati:

LOD =3 T
b

a to pouze v piipadé je-li smérnice kalibra¢ni piimky z koncentraéni zavislosti y = bx.
kde: y je vyska piku analytu, smax je maximalni kolisani zakladni linie a b je smérnice kalibra¢ni pfimky.
U ostatnich kvantitativnich metod, kde hodnotime zavislost intenzity (plochy) na vzristajici koncentraci, se

postupuje nasledovne:
— koncentraéni zavislost je ve formé y = bx, limit detekce vypoéteme podle vzorce:

3.5,
LOD = —=
b

— koncentracni zavislost je ve form¢ y = bx + a, tedy rozdil mezi 0 a a je statisticky vyznamny, pote se limit
detekce vypocte:

LOD = (a+3-sa)

kde: s, je smerodatna odchylka koeficientu a, s, je residualni smérodatna odchylka, a je usek a b smérnice
kalibraéni pfimky (zavislost plochy na koncentraci). Pozor ! LOD nezavisi na velikosti a ! Je to jen formalni
zapis, ktery vyjadiuje, Ze i1 pii nulové koncentraci namétime signal o stfedni velikosti a. LOD zavisi na Sumu
(vyjadfeném jako s,) a na smérnici kalibra¢ni zavislosti v blizkosti nulového signalu.

— dalsi moznosti uréeni meze detekce je metoda postupného zied’'ovani, viz Statistické vyhodnoceni
analytickych vysledkt a metod - kapitolka 3. Analyticka charakterizace vysledki relativnich metod.

Mez stanovitelnosti (limit kvantifikace, LOQ) — je definovana jako nejniz§i mnozstvi analytu, které je
mozné danou metodou nejen detekovat, ale i stanovit. Na rozdil od LOD se LOQ pocité jako desetindsobek
smérodatné odchylky Sumu.



6. Nefelometrie — uprava udaja

Uloha: &.11 — Stanoveni chloridti pomoci nefelometrie

Obsah chloridt je diilezity hlavné z hlediska enviromentalniho; jejich nejvyssi ptfistupny obsah v pitnych
i uzitkovych vodach je regulovan fadou norem a vyhlasek:

i) pitnd a balena voda — MH 100 mg.I"!, NMH 250 mg.1!

ii) balena pifrodni mineralni voda — MH 500 mg.1"!

iii)  balena kojenecka voda — MH 100 mg.1"!

iv)  uméla koupalisté — MH 200 mg.I"!

V) plnici voda pro uméla koupalisté — MH 50 mg.1"!

kde: MH je mezni hodnota a NMH je nejvyssi mezni hodnota.

Vyhlasky:

Vyhlaska MZe CR ¢&. 376/200 Sb., kterou se stanovi pozadavky na pitnou vodu a rozsah a &etnost jeji
kontroly. Sbirka zakont 2000, castka 103, str. 4879.

Vyhlaska Mze CR &. 292/1997, kterou se stanovi pozadavky na zdravotni nezavadnost balenych vod a
zpusobu jejich Gpravy. Sbirka zakont 1997, ¢astka 98, str. 5410.

Vyhlaska Mze CR ¢&. 464/2000, kterou se stanovi hygienické pozadavky na koupaliité, sauny a hygienické
limity venkovnich hracich ploch. Sbirka zakont 2000, ¢astka 132, str. 7214.

Samotné piekroc¢eni NMH chloridd nepfedstavuje zdravotni riziko, pouze dochazi k ovlivnéni
organoleptickych senzori (jako chuté) nebo u riznych materialil (napf. potrubi) miize zplsobit jejich korozi.

Samotné mineralni prvky, obsazené ve vod¢ a nasledn¢ sladu, se podili na vystavbe télesnich tkani, pfenosu
nervovych vzruchdi, udrzeni acidobazické rovnovahy a osmotického tlaku, a jsou soucasti bilkovin,
hormonti a enzyml. Podle skladby a jejich obsahu muzeme uvést, ze 1L piva denné predstavuje
doporucenou denni davku stopovych prvkl a minerald :0)



