ULOHA & 1

ANALYZA SMESI METHYLXANTINU POMOCI KAPALINOVE
CHROMATOGRAFIE NA REVERZNI FAZI

Testovaci smés: aceton : benzen : toluen (50ul : 20ul : 20ul) v metanolu (10ml o.b.); 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 jednotlivych standardii methylxantint a polyfenolt o koncentraci ¢ = 100 pg-ml-1
piipravime ze zasobnich roztokd o koncentraci 1 mg-ml! pomoci mikropipety natedénim destilovanou
vodou pfimo do mikrozkumavky. Stejnym zplGsobem si pfipravime i smés methylxantinti a polyfenolt
o koncentraci jednotlivych latek ¢ = 100 pg-ml-1. Nasttik 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 standardi pro pridavek pouzijeme zasobni roztok 10mM kyseliny glutamové. Vypocitame
navazku zasobniho roztoku kyseliny glutamové do 50ml odmérné bainky. Navazku navazime a
rozpustime v pfiblizn€¢ 25 ml destilované vody, kvantitativné prevedeme do odmérné banky a banku
doplnime po rysku destilovanou vodou. V ptipad¢ nutnosti upravime standard pted doplnénim baiiky po
rysku odplynénim v ultrazvukové 1azni.

2.2.2.4. PRIPRAVA VZORKU PRO METODU PRIDAVKU STANDARDU

Pfipravime si roztok vzorku obsahujiciho kyselinu glutamovou (stanovovana latka) tak, ze kapalny
vzorek obsahujici kyselinu glutamovou nafedime 100x, tj. 1 ml neznamého vzorku napipetujeme do
50ml kadinky a zfedime cca 30 ml destilované vody, pfefiltruyjeme do 100ml odmérné banky a
doplnime po rysku destilovanou vodou. Vzorek v kadince je vhodné pted pievedenim do odmérné
banky umistit na 2 minuty do ultrazvukové lazné.

Z roztoku vzorku napipetujeme do dvou 25ml odmérnych ban€k 2,5 ml roztoku vzorku a ptidame
takové mnozstvi 10mM roztoku kyseliny glutamové, aby po doplnéni destilovanou vodou po rysku byla
koncentrace ptidavki kyseliny glutamové 0,0 mM a 0,4 mM. Takto pfipravené roztoky pouzijeme pro
uréeni neznamého mnozstvi kyseliny glutamové ve vzorku. Kazdy vzorek zmétime 3% .

2.2.3. MERENI VZORKU

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

a) Pfi dvoukolonové analyze v horni ptedseparacni koloné (Upper) systému dochazi k ptedseparaci
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 méfeni postupujeme dle navodu k pfistroji ve skriptech. Zapneme fidici pocita¢ a spustime
program /TPPro32. Otevie se hlavni okno programu, kde zvolime Run a dostaneme se do nabidky
ITPPro Runtime Mode. Pomoci ikony Load vybereme metodu pro stanoveni kyseliny glutamové.



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

Zapneme fidici pocitac a spustime program ITPPro32. Otevie se hlavni okno programu, kde zvolime
Run a dostaneme se do nabidky ITPPro 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 500 s, proud 100 pA; 2. krok — doba analyzy 500 s, proud 60 nA

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 pozadovanou velikost (délka
asi 8 cm, Sitka 4-6 cm). Na tuto desku vyznacime 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
minimalné 1 cm. Snazime se pokazdé nanést malou kapku.

Na chromatografickou desku naneseme nasledujici vzorky: 100x nafedény vzorek obsahujici kyselinu
glutamovou, vzorky s pfidavkem kyseliny glutamové 0,0 mM a 0,4 mM, 10mM standard kyseliny
glutamové a nefedény vzorek. Chromatografickou desku vlozime do vyvijeci nddoby s vyvijeci
soustavou etanol : NH3 v poméru 4 : 1.

Po vyjmuti chromatografické desky z vyvijeci komory zaznacime opatrné mékkou tuzkou misto
vzlindni mobilni faze (tzv. Celo) a desku umistime na 2 minuty do su$arny vyhiaté na 50 °C. Pied
detekei kyseliny glutamové ninhydrinovou reakei musi byt TLC deska naprosto sucha. Rozprasovac¢em
naplnénym 1% roztokem ninhydrinu v acetonu postfikame chromatogram, ktery muzeme opét umistit
na 2 minuty do susarny vyhtaté na 50 °C, piip. ho nechat volné uschnout na vzduchu. Cervenofialové
zbarveni je projevem pfitomnosti kyseliny glutamové.

2.4. VYHODNOCENI ANALYZ SEPARACNICH METOD A ZPRACOVANI DAT DO
PROTOKOLU

Pfi vyhodnoceni vysledkl ziskanych metodou ITP pouZijeme metodu pridavku standardu. Kazdy
pripraveny vzorek proméfime 3x. Do protokolu zpracujeme nasledujici body:

1. Identifikujeme kyselinu glutamovou v neznimém vzorku na zikladé testovani shodnosti
hodnoty vySky zony RSH jednotlivych vzorku. Uvedeme chybu metody ITP pro stanoveni
kyseliny glutamové a zdivodnime vhodnost metody pro jeji stanoveni.

2. Koncentraci kyseliny glutamové zjistime sestrojenim grafu zavislosti délky zény analytu
na koncentraci roztoki jednotlivych piidavka standardu. MnoZstvi Kkyseliny glutamové
uvadime s prislusnou chybou vypo¢itanou z jeji primérné hodnoty.

3. Na zakladé zjiSténého obsahu kyseliny glutamové

— srovname jeji mnoZstvi s deklarovanym obsahem v analyzované potraviné.
Dnesni legislativa umoZziiuje pouZzivat kyselinu glutamovou a jeji soli do potravin a napoji
(s vyjimkou nealkoholickych a détské vyzivy do 3 let) v mnozZstvi do 10 g na kilogram nebo

litr.
BéZna koncentrace v potravinach se pohybuje v rozmezi 2 — 3 g/I.

— posoudime jeji mnoZstvi s béZné se vyskytujicim obsahem v potravinach (viz text
v odstavci 2.2.1 ve skriptech).

4. V zavéretné diskuzi zhodnotime pribéh analyzy, zdivodnime pfi¢iny mozZného chybného
stanoveni a pokusime se objasnit pfipadné problémy, které nastaly béhem analyzy.

Veskeré statistické vyhodnoceni (testovani odlehlosti, vypoCty pramérd, smérodatnych odchylek,
relativnich smérodatnych odchylek, intervalt spolehlivosti) provadime pro hladinu vyznamnosti
o =0,05. Je nutné si uvédomit, Ze se jedna o vyhodnoceni malého poctu opakovani a pouzit ptislusné



vzorce. Navod na statistické zpracovani vysledkd je v casti Statistické vyhodnoceni analytickych
vysledkl a metod.

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

ULOHA &. 3

STANOVENI SYNTETICKYCH BARVIV POMOCI TENKOVRSTVE
CHROMATOGRAFIE

TEORIE:

Zelen brilantni patii mezi triarylmethanova barviva, je rozpustnd ve vodé a v ethanolu.

Tvoii drobné lesklé krystaly. V roztoku ma velmi intenzivni zelenou barvu, vyuziva se k barveni
tkanin. Dale je vyuzivana jako antiseptikum, desinfekce a pro barveni erytrocyti v laboratorni
praxi.

Obr.: Strukturni vzorec zelené brilantni

Tenkovrstva chromatografie patii do skupiny separa¢nich metod. Jejim principem je odlisna migrace
slozek stacionarni fazi, tato migrace probiha na zakladé adsorpce nebo rozd€lovani. Separace je
provadéna na tenké vrstvé (100 az 200 pum) staciondrni faze, kterd je nanesena na tenké sklenéné,
plastové nebo hlinikové podlozce. Mobilni fazi byvaji nejcastéji organicka rozpoustédla, kterd se voli
dle jejich elué¢ni schopnosti. Na TLC desku se pomoci sklenéné kapilary nebo mikrostfikacky nanasi
velmi malé mnozstvi vzorku (ul) rozpusténého v tékavém rozpoustédle, ktery je po dostatecném
zaschnuti a nasledném vlozeni do vyvijeci nddoby unaSen mobilni fazi.

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

Zékladni pojmy pouzivané pii praci se skenerem a vyhodnocovacim programem:

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

Bit — zékladni 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 kanalu v
jednom pixelu. Se vzriistajici bitovou hloubkou se zvétSuje Skala barev, ale také pamétova
naroc¢nost.

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

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

POUZITE VYBAVENI:

Chemikdlie - zelen 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, Sml odmérny vélec, meékka tuzka, pravitko

Piistroje a software - skener UMAX AstraScan Slim 20, vyhodnocovaci program ScanQuant



3.1.

3.2

PRACOVNI POSTUP:

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

TLC ANALYZA

Pro stanoveni pfipravime 5 ml roztoku organického barviva (zelené¢ brilantni) o koncentraci 0,4
gl

Naslednym fedénim tohoto roztoku pfipravime sadu kalibracnich roztokli o koncentracich 0,05;
0,1;0,2; 0,25;03 a 0,4 gl!. Pro analyzu je dostate¢né mnozstvi kazdého roztoku 1 ml.

Na TLC desce typu Polygram®SIL G/UV o rozmeérech 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 roztokt

Do tlustosténné vyvijeci nddoby pfipravime 5 ml mobilni faize. Mobilni fazi je smés n-propanolu a vody
v objemovém poméru 9:1. Vyvijeci nddobu pfikryjeme vikem a nechame nasytit parami mobilni faze.
Na startovni linii TLC desky Polygram nadavkujeme pomoci mikrostiika¢ky (napt. Hamilton) po 1 pl
pfipravenych roztoki o koncentracich 0,05; 0,1;0,2; 0,25; 0,3 a 0,4 g1 zelen& brilantni, poslednim
davkovanym roztokem bude vzorek o nezndmé koncentraci.

POZOR!!!

odmerovani objemii a obzvlast na nutnost nadavkovat roztok tak, aby se vytvorila skvrna s co nejmensim
prumerem.

Po nadavkovani roztoki musime nechat TLC desku dikladn¢ uschnout. Po uschnuti ji vlozime
do vyvijeci nadoby a nechame mobilni fazi vzlinat dostate¢nou dobu.

V nasem piipadé¢ jde predev§im o kvantitativni vyhodnoceni jedné latky, nikoliv o separaci
nékolika latek, proto analyzu ukoncime, jakmile se skvrny dostanou do vzdalenosti 2 az 3 centimetrd
od startovni linie. TLC desku vyjmeme a nechame uschnout.

SKENOVANI TLC DESKY:

Pted vloZenim TLC desky do skeneru zkontrolujeme a ptipadné zajistime Cistotu jeho skel.
TLC desku vkladdame k jedné =ze stran skeneru, abychom zajistili skenovani ve
smérurovnobézném ¢i kolmém k pohybu mobilni faze.

Spustime program IrfanView a v nabidce ,Soubor” zvolime moznost ‘“Ziskat / Davkové
skenovani*.

V nasledujicim okn€ zvolime moZznost ,Jednotlivy obrazek* a potvrdime stisknutim ,,OK*.

Hastaven! skenawini  divkavéna skevovind [




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 provedeme.

AsiraScan Scanner
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Zobrazi se sken, ktery volbou moznosti ,,Ulozit jako* v nabidce ,,Soubor* ulozime do pfislusné slozky
ve formatu typu .TIF.

UloZit obrdzek jako... 2%
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soubons:
Ulo#it jako typ: | TIF - Tagoed Image File Format v/ Stoma
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3.3. VYHODNOCENI SKENU TLC DESKY:

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

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

@ D00 you wank to process giayscale of color mage?

Grayscale RGB |

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

Kliknutim na stfed skvrny oznacime tu, kterou chceme analyzovat.

e
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Select the center of one spot

Vybérem ,Horizontaly”“ zvolime, ze chceme analyzovat ve sméru horizontalnim, v pfipadé, Zze
potfebujeme analyzovat ve sméru vertikalnim, vybereme ,,Verticaly”. V této iloze volime smér tak,
aby byl shodny se smérem pohybu mobilni faze.

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

jednotlivych barevnych kanalu.

vy

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

Oznacime hranice piku zelené brilantni. Jednim kliknutim ozna¢ime zacatek, druhym konec.
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Chceme-li spocitat retencni faktor, zvolime v dalsim okné ,,Yes“, v opacném piipadé ,,No*“. V ramci
této ulohy retenéni faktor spoc¢itdme a uvedeme do protokolu.

@ Do you want o deteirine  eteriion factor?

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

e e
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Pokud chceme analyzovat dal§i skvrnu, stiskneme v nasledujicim okné ,,Yes® a opakujeme postup
od oznaceni stiedu skvrny. V opaéném piipad¢ stiskneme tlacitko ,,No“, pojmenujeme soubor s
vystupnimi daty a zvolime, kam jej ulozit.

@ Da yau want ta mark nest zpat?

Ho

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

Vystupem analyzy je soubor ve formatu .xlsx.

Pii analyze v reZimu RGB vypada nasledovné:
Kazd4 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 kiivkami v poradi R, G, B
Ve sloupci E — reten¢ni faktor piislusné latky
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3.3.

V ptipad¢ analyzy v reZimu Grayscale je vystup nasledujici:
o Ve sloupci A — hodnoty jasu Sedi
o Ve sloupci B — obsah plochy pod kiivkou
o Ve sloupci C — reten¢ni faktor pfislusné latky

VYHODNOCENI ANALYZY A ZPRACOVANI DAT DO PROTOKOLU

KaZzdou 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 porovniame, uvedeme
retencni

faktor véetné intervalu spolehlivosti
2. Ze ziskanych dat sestavime Kkalibra¢ni primku zavislosti obsahu plochy pod kfivkou
(pfi RGB

reZimu uvaZujeme sumu obsahu vSech tii ploch) na koncentraci zelené brilantni.
3. Z rovnice kalibra¢ni primky vypocitame obsah zelené brilantni v neznamém vzorku véetné
intervalu

spolehlivosti.
4., Diskutujeme separacni chovani analyzovanych latek ve vyvijecich soustavach, zadrz
stanovovanych

latek v zavislosti na jejich struktufe a zvoleném separacnim systému)
ULOHA ¢&. 4

STANOVENiI ACETONU POMOCI PLYNOVE ROZDELOVACI
CHROMATOGRAFIE

PRIPRAVA KALIBRACNICH ROZTOKU

Kalibra¢ni roztoky o obsahu acetonu: 0,02 %, 0,04 %, 0,06 %, 0,08 % a 0,10 % (v/v) ptipravime
postupnym napipetovanim 20 pl, 40 ul, 60 pl, 80 pl a 100 pl acetonu do 100ml odmérnych banék
ajejich doplnénim destilovanou vodou po rysku. Roztoky odplynime v ultrazvukové lazni po dobu
10 minut.

PRIPRAVA VZORKU PRO URCENI LIMITU DETEKCE

Vzorek acetonu nafedime tak, aby byl v jednom chromatogramu méfitelny Sum pozadi i signal vzorku,
tj. 100 000x neznamy vzorek.

PRIPRAVA NEZNAMEHO VZORKU PRO METODU KALIBRACNI KRIVKY

Vzorek rozpoustédla zfedime 100x do 10ml odmérné banky (pfip. 500x) a banku doplnime
destilovanou vodou po rysku. Roztok odplynime v ultrazvukové 1azni po dobu 10 minut. Pokud bude
odezva signalu vzorku pfilis.vysoka, je potfeba vzorek vhodnym zptsobem (fedénim) dale upravit.



PRIPRAVA NEZNAMEHO VZORKU PRO METODU PRIDAVKU STANDARDU

Do 10ml odmérné napipetujeme 100 pl neznamého vzorku (ptip. 20 pl), ptidame 10 pl acetonu a banku
doplnime destilovanou vodou po rysku. Roztok odplynime v ultrazvukové lazni po dobu 10 minut.
Pokud bude odezva signdlu vzorku pfili§ vysoka, je potieba vzorek vhodnym zptsobem (fedénim) dale
upravit.. Redéni vzorku musi odpovidat fedéni neznamého vzoru z piedchoziho odstavce.

ULOHA &. 6
STANOVENI VAJECNYCH PROTEINU POMOCI GELOVE ELEKTROFOREZY

Gelova elektroforéza - separaéni metoda, pifi které se ze smési uvoliuji jednotlivé slozky na zakladé
jejich pohyblivosti v elektrickém poli (podle naboje ke kladné nebo zaporné nabité elektrode).
Dilezité:

e clektroforeticka pohyblivost (mobilita) iontu p

e retenéni faktor Re

Izoelektricka fokusace je elektromigracni separa¢ni metoda proteinti

Hovézi sérovy albumin (BSA, bovine serum albumine) je jednim z mnoha albumint (proteinti
krevniho séra), fetézec obsahuje 583 aminokyselin, které jsou vétveny do dvou fetézcli (pocet
aminokyselinovych zbytkd — 583). Molekularni vaha je 66430 Da = 66,5 kDa, izoelektricky bod ve
vodeé pii 25°C - 4,7, opticka absorbance A279nm (1 g/l) = 0,667

Ovalbumin (OVA) - molekularni vaha 42699 Da = 42,7 kDa, izoelektricky bod ve vodé pii 25°C - 4,5
az 4.8.

Izoelektricky bod je takova hodnota pH roztoku, v némz se amfion nepohybuje v elektrickém poli, to
znamena, ze jeho volny naboj je zde nulovy.

Izoelektricky bod lze urcit pro kazdy amfion, tedy pro aminokyseliny, peptidy a bilkoviny. Jeho
hodnota (zejména u bilkovin) vyrazné zavisi na pufru, v némz se provadi elektroforéza. Pokud je
hodnota pH nizsi, molekula ziskava celkové kladny elektricky naboj, pro hodnoty celkoveé zaporny.
Izoelektrické pH u aminokyselin, které maji dvé disociovatelné skupiny, lezi uprostied hodnot pH na
obou stranach isoiontového uspotadani: pl = (pK1 — pK2)/2.

vvvvvv

jiné funkéni skupiny, napfiklad kyselinu asparagovou, lysin nebo tyrosin
Gelovou elektroforézu provedeme pouze v piipraveném 0,5% agarosovém gelu.
1) Priprava chemikalii pro separaci v 0,5% agarosovém gelu

ELEKTROFORETICKY PUFR II
e do 1000 ml odmérné banky pfipravime barbital sodny o ¢ = 5,5 g/l a kyselinu citronovou o ¢ =
0,25 g/l ve vodé
e pied elektroforézou nechame elektroforeticky pufr II. vychladit v lednici
e pro separaci je potfeba nalit 250 ml pufru rovnomérné do obou komor elfo-vany

FIXACNI ROZTOK II.
e smés kyseliny octové a methanolu v poméru 1 : 9

AGAROSOVY GEL
e do 100 ml kadinky navazit 0,125 g agarosy, poté nalit 25 ml elektroforetického pufru II. a takto
pfipravenou smés zahfejeme k varu
e jakmile zaCne agarosa varit, odstavime ji a nechame zchladit na 60°C
e po ochlazeni nalijeme agarosu do formy, umistime hieben, nechame 30 minut tuhnout, poté
umistime na 15 minut do lednice

BARVICI ROZTOK AMIDOCERNI
e do lahvic¢ky s 20 ml amidoCerni vmichdme 15 ml fediciho roztoku (komeréni Set) a dikladné
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promichame, prelijeme do odmérného valce na 300 ml, cely postup opakujeme, dokud se cely
obsah lahvicky a amidoéerni nevyplachne, pak dolijeme zbytek fediciho roztoku do
odmérného valce a doplnime na objem 300 ml

ODBARVOVACI ROZTOK

napipetujeme 1 ml roztoku Destaining solution (komercni Set) do 1000 ml od.banky, doplnime
destilovanou H,O po rysku
tento roztok je stabilni pouze tyden

2) Priprava vzorkua

a)
b)

¢)
d)

vajeény bilek natedime s H,O v poméru 1 : 30, tj. 200 ml v.bilku a 6 ml H,O

suseny vajecny bilek pfipravime roztok o ¢ = 5 mg/ml (tj. 5 g/1), tj. do 10 ml zkumavky s
vickem navazime 50 mg suseného vaj.bilku, doplnime H>O po rysku

BSA (hovézi sérovy albumin) — piipravime roztok ¢ = 10 mol/l do 100 ml od.batiky
(molekularni vaha 66 430 Da)

OVA (vajeény albumin) — pfipravime roztok ¢ = 10° mol/l do 100 ml od.bafiky (molekularni
vaha 45 000 Da

3) Priprava vzorki pro separaci

Vzorky poté prevedeme do mikrozkumavek nasledujicim zptisobem:

C. Vzorek Vpip (ml) Veem (ul) Vaycerol (1L1)
1 Vajeény bilek VB 1 20 300
2 Hovézi albumin BSA 1 20 300
3 Ovalbumin OVA 1 20 300
4 Suseny vaje¢ny bilek SVB 1 20 300
5 VB + BSA 0,5+0,5 20 300
6 VB + OVA 0,5+0,5 20 300
7 SVB + BSA 0,5+0,5 20 300
8 SVB + OVA 0,5+0,5 20 300

Vzorky dukladné promichdme a nanasime 20 ul do kazdé jamky.

4) Provedeni separace

do el-fo vany nalit vychlazeny elktroforeticky pufr I1

z gelu vytahnout hieben a formu umistit do el-fo vany tak, jamky se vzorky byly na strané¢
KATODY (-)

5 minut ekvilibrovat

do kazdého otvoru nanést 20 pl vzorku

nasadit viko a pfipojit ke zdroji

nastavit nasledujici parametry: napéti 25 V, ¢as déleni 5 min, proud 400 mA. Stla¢it RUN.

po ukonceni nastavit parametry: napéti 95 V, cas déleni 40- 45 min, proud 400 mA Stlacit
RUN

5) Vizualizace proteini

e FIXACE - 10 min tiepat ve fixacnim roztoku II, poté slit, nalit cerstvy fixacni roztok a opét 10
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minut tfepat.

e BARVENI - tfepat 5 minut v 0,5% roztoku amido&erni.

e ODBARVENI - 2 min v odbarvovaci ldzni (odbarvovaci roztok), opakovat 2x (v novém
roztoku.

ULOHA &. 7

STANOVENI MEDI POMOCI ATOMOVE ABSORPCNi SPEKTROMETRIE

7.2.4. PRIPRAVA PRACOVNICH ROZTOKU

Pracovni roztok I: Do 100ml odmérné banky pfipravime ze zdsobniho roztoku médi o ¢ = 1 g-I"!
pracovni roztok médi (CuSO4-5H,0) o koncentraci 0,01 g-I"! (doplnit destilovanou H,O po rysku).
Pracovni roztok II: Do 100ml odmérné baiiky pfipravime 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'' fedénim piipravime do 25ml odm. bané&k roztoky o
nasledujicich koncentracich: 0,0 mg-1'; 0,2 mg-1"'; 0,4 mg-I'; 0,6 mg-1"'; 0,8 mg1'; 1,0 mg-1"! a
1,20 mg-1"! roztoku médi. Do kazdé z odmérnych ban&k ptidame 5 ml neziedéného vzorku vina,
napipetujeme takové mnozstvi 1% KCIl, aby jeho obsah v barce byl 0,1% a doplnime po rysku 1%
HNO;

Jako blank pouzijeme Cisty roztok 1% HNOs.

Roztoky prométime na spektrometru novAA 300 (slepy pokus 10x, vzorky vina 10x).

7.2.6. VLIV INTERFERUJICH LATEK NA ANALYTICKY SIGNAL

7.2.7.

a) z pracovniho roztoku médi o koncentraci 0,01 g-I'' pfipravime do 25ml odmérnych ban&k 5 roztokl
médi se stejnou koncentraci (0,4 mg-1"!) a obsahem ethanolu 0%; 2%; 4%; 6 % a 8 % (v/v). Doplnime
po rysku 1% HNOj3 a u kazdého z nich zmétime 10x absorbanci.

b) stejnym zpltisobem piipravime do 25ml odmérnych banék 5 roztoki médi se stejnou koncentraci (0,4
mg-1""). Do jednotlivych odmérnych ban&k piidame z pfedem piipraveného 5% KNO; takové mnozstvi
roztoku, aby obsah KNOj; v barice tvotil 0%; 0,5%; 1,0%; 2% a 3,0 %. Doplnime po rysku 1% HNOs a
u kazdého z nich zmétime 10x absorbanci.

¢) pripravime do 25ml odmérnych banék 5 roztokti médi o koncentraci 0,4 mg-1"'. Do jednotlivych
odmérnych banék pfidame z pfedem piipraveného 5% Ca(NOs), takové mnozstvi roztoku, aby obsah
Ca(NOs), v bance tvotil 0%; 0,5%; 1,0%; 2% a 3,0 %. Doplnime po rysku 1% HNOj3 a u kazdého
z nich zméfime 10x absorbanci.

MEZ DETEKCE A MEZ STANOVITELNOSTI

Mez detekce a mez stanovitelnosti vyhodnotime nasledujicimi zptisoby:

Pfipravime roztok médi o koncentraci 0,01 mg-1"!, kterd odpovidé trojnasobku/desetinasobku hodnoty

absorbance Sumu. Hodnotu Sumu ziskdme prométenim roztoku blanku (1% HNO3). Roztoky prométime

10x.

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



12

ULOHA & 10

STANOVENI FLUORESCEINU POMOCI SPEKTROFLUORIMETRIE

Provedeni dle navodu ve skriptech. Vyhodnoceni dle pokynii vyucujiciho.
ULOHA ¢. 11

STANOVENI CHLORIDU POMOCI NEFELOMETRIE
11.1. OBECNA INSTRUMENTACE PRO NEFELOMETRICKE STANOVENI

UNIVERZALNI FOTOMETR MN PF-12 PLUS

1. Fotometr (s moznosti métfeni zakalu pod thlem 90°) zapneme stiskem klavesy On/Off.

2. Pomoci Sipek vybereme metodu nefelometrického méteni zakalu zadanim cisla 906.

3. Kalibraci zahajime stiskem klavesy NULL ZERO. Poté vlozime jeden po druhém standardni
kalibra¢ni roztoky testovaci soupravy NANOCONTROL NANOTURB (0 — 400 NTU), méteni
provedeme stiskem klavesy M . Ukonceni kalibrace potvrdime stiskem M . Nyni je pfistroj
nakalibrovan.

4. Pii méfeni pfelijeme roztok z banky do kyvety, kyvetu uzavieme, peclivé otieme a vlozime ji do
kyvetového otvoru. Stiskem klavesy M roztok proméfime. Hodnotu zakalu zobrazenou na displeji
si zapiSeme. Kyvetu vkladame do kyvetového otvoru vzdy stejnym smérem.

5. Po ukonéeni méteni kyvetu peclivé vyplachneme destilovanou vodou a vypneme fotometr stiskem
klavesy On/Off.

Obr. 11.3: Fotometr a nefelometr MN PF-12 PLUS

11.2.1. PRIPRAVA SRAZECIHO ROZTOKU

Ke 100 ml 1% AgNO; piidame 12,5 ml koncentrované HNOs3 a roztok doplnime na objem 250 ml
destilovanou vodou.

11.2.2. STANOVENI ZAKALU A MNOZSTVI VYSRAZENYCH CHLORIDU

Ze standardniho roztoku NaCl o koncentraci chloridovych aniontd 100 mg-I"' napipetujeme do 50ml
suchych konickych ban€k postupné jednotliva mnozstvi roztokt dle tabulky 11.1.
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Tab. 11.1: Priprava kalibracnich roztokit NaCl, pipetované mnozstvi jednotlivych roztokii v ml.

Roztok ¢.

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

Srazeci roztok v ml

10 10 10 10 10 10 10 10 10 10

car (mg 1)

Roztoky dobife promichame a nechame inkubovat 15 — 20 minut pfi laboratorni teploté (roztoky nesmi

zacit Cernat).

Neznamé vzorky. Jako neznamé vzorky ke stanoveni pouzijeme i) vodu z vodovodu ii) pivo a iii) 2%
mineralni vodu. Do 50ml suchych koénickych banék napipetujeme 2,5 ml stanovovaného vzorku,
pfidame 7,5 ml destilované vody a poté 10 ml srazeciho roztoku. Pro stanoveni mineralni vody je
potieba vzorek pied pridanim srazeciho roztoku vhodné nafedit (dle obsahu uvedeném na etiketé).
Roztoky dobfe promichame a nechame inkubovat 15 -20 minut pfi laboratorni teploté (vzorek nesmi
zeSednout). Kazdy neznamy vzorek pfipravime 3x pro tfi paralelni stanoveni.

Po 15 - 20 minutaich zméfime zakaleni roztokti nefelometricky pomoci senzoru zakalu na pfistroji dle

pokynil vyucujiciho.

infrafervena

LED Castice

rozptylend svétle

P cercktor | |

Obr. 11.4: Usporadani v nefelometrii

ULOHA &. 12
VOLTAMETRIE

STANOVENI ZINKU DIFERENCNE PULZNI ROZPOUSTECI VOLTAMETRII NA
RTUTOVE FILMOVE ELEKTRODE

12.1.

12.1.2. VOLTAMETRIE

TEORETICKA CAST

Skupina elektroanalytickych metod nazyvanych voltametrie, se vyvinula z polarografie, ktera byla
vyvinuta prof. Jaroslavem Heyrovskym a v roce 1959 byl tento objev ocenén Nobelovou cenou. Metoda je
zaloZena na méteni proudu 7 protékajiciho elektrodou ponofenou do roztoku obsahujiciho elektroaktivni
latku v zavislosti na vkladaném potencidlu E. Sledovand zavislost se nazyva veoltametricka krivka

(voltamogram).

Pro voltametrickd meéfeni se dnes pouziva vylucné tiielektrodové zapojeni, které je tvofeno tfemi
elektrodami: pracovni (angl. working electrode, WE), srovnavaci (angl. reference electrode, RE) a
pomocnou (angl. auxiliary electrode, AE). V praktické ¢asti této ulohy budou vyuzity ti§téné senzory DRP-
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C110 (ptip. DRP-110), které se skladaji z uhlikové pracovni (WE), pomocné (AE) elektrody a stfibrné
referentni elektrody, viz Obr. 1.

AE(C) WE (C)

elektricky
konektor AE 2

e

\

elektricky %
\ \

konektor WE elektricky

konektor RE

Obr. 1: Schéma tisténého senzoru DRP-C110

Zmény zpusobené elektrodovou reakci se projevuji pouze v nepatrné vzdalenosti od povrchu pracovni
elektrody (tzv. difuzni vrstvé). Existuji tii zplisoby pienosu reaktantl a produktd k povrchu elektrody nebo
od ni: difuze, migrace a konvekce.

Difuze nastava, pokud se koncentrace iontli nebo molekul u povrchu elektrody 1lisi od jejich koncentrace v
roztoku. Migraci vyvolava elektrické pole mezi elektrodami, anionty se pohybuji ke kladné nabité elektrodé
a kationty k elektrodé nabité zaporné. Ke konvekci dochédzi pfi mechanickém michéni roztoku. Pro
odstranéni nezaddouciho vlivu migrace se pridava v prebytku tzv. zdkladni elektrolyt (napf. roztok zasad,
kyselin a soli).

Pokud jsou elektroda i analyzovany roztok (se zakladnim elektrolytem) v klidu, nemusime v systému
uvazovat vliv migrace ¢i konvekce a transport elektrochemicky aktivni latky k povrchu elektrody je fizen
pouze difuzi. Je-li v méfeném roztoku pritomen pouze zakladni elektrolyt bez analytu, dochazi k polarizaci
pracovni elektrody a touto elektrodou prochéazi pouze kapacitni proud. V pfipadé pfitomnosti analytu
(depolarizatoru), ktery se mize oxidovat nebo redukovat, dochazi pii vhodném, tzv. rozkladném,
potencialu k depolarizaci elektrody, ktera se projevi nartistem proudu a vznikem voltametrické viny.

Proud roste pouze do urcité limitni hodnoty, jelikoz transport analytu k elektrodé je fizen rychlosti difuze.
Kdyz rychlost difuze dosdhne svého maxima, vSechny Castice elektroaktivni latky dopravené k elektrodé
jsou ihned elektrolyzovany, proto zvysenim potencialu uz proud dale neporoste. Tato limitni hodnota je
oznacovana jako limitni difuzni proud /4 a plati pro ného vztah:

nFAD
Id = 5

*C=KC

kde:

n - pocet vymeénovanych elektroni,

F - Faradayova konstanta (v C'mol1),

A - plocha elektrody (v cm?),

D - difuzni koeficient (v cm? 's1),

6 - tloustka Nernstovy difuzni vrstvy (v cm),
¢ - koncentrace analytu (v mol'dm-),

k - do této konstanty je shrnuto nFAD/§,
Ia - hodnota limitniho proudu (v A).

Hodnota limitniho difuzniho proudu je pifimo imérnd koncentraci analytu a vyuZiva se tak pro
kvantitativni analyzu. Hodnota potencialu, pri které proud dosahne poloviny své limitni hodnoty, je
na koncentraci analytu nezavisla a oznacuje se jako ptlvinovy potencial E1/2, voltametrii slouZi ke
kvalitativni analyze pti identifikovani elektroaktivnich latek.
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12.1.3. DIFERENCNi PULZNi VOLTAMETRIE (DPV)

Na Obr. 2 lze vidét potencidlovy program pro diferencni pulzni voltametrii (DPV), na linedrné
rostouci potencidlovou rampu jsou vkladany stejné velké potencidlové pulsy. Proud se méii
dvakrat, tésné pred vlozenim pulzu (/1) a v okamzik ptredchazejici o stejnou dobu ukonceni tohoto
pulzu (I2). Rozdil obou naméfenych hodnot proudu se pak zaznamenava jako funkce vkladaného
napéti. V diisledku diferen¢niho usporadani se na zméreném voltamogramu objevi pik. Vyska piku
Ip je tmérna koncentraci analytu a potencial piku E}, (poloha maxima) ptiblizné odpovida hodnoté
ptlvinového potencialu.

A f= E step
~ scanrate
E —
h=1

cas E, B

Obr. 2: Zavislost vioZeného potencidlu na case s vyznacenymi parametry méfeni a tvar voltametrického piku pro DPV

12.1.4. ANODICKA ROZPOUSTECI (STRIPPING) VOLTAMETRIE (ASV)

Ke zvyseni citlivosti 1ze vyuzit anodickou rozpoustéci voltametrii (ASV) Obr. 3. Pfi této metodé
dochazi k predbéznému nahromadéni (depozici) analytu vlivem vlozeného konstantniho potencialu
v oblasti limitniho proudu, pficemz je analyzovany roztok obvykle michan. Po urc¢ené dobé se tento
proces prerusi (a roztok se piestane michat) a prichazi jista doba klidu, po ni se vylouceny analyt
rozpousti zpét do roztoku. Béhem rozpousténi se analyt stanovi nékterou z voltametrickych technik
napi DPV.

Pokud je pracovni elektroda béhem vylu¢ovani analytu katodou a pii rozpousténi anodou, na které se
analyt oxiduje zpét na svou vychozi formu, jedna se o anodickou rozpoustéci voltametrii (ASV).

Mt 42e” - M M- M2*42e
depozice rozpousténi

E/V A

l-michani><gEz—>

a)

Il t/s

b) JL

-E/V

Obr. 3: Stanoveni kationtu kovu M** anodickou rozpoustéci voltametrii, a) potencidlovy program, b) proudové odezva
(rozpoustéci kiivka)
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V praktické c¢asti tlohy bude stanovovan zinek metodou diferenéni pulzni anodické rozpoustéci
voltametrie s elektrodou potazenou rtutovym filmem. Béhem depozi¢niho kroku vytvareji kovové
ionty se rtuti amalgam, poté nasleduje potencialovy sken smérem k pozitivnéj$im potencialiim, béhem
kterého je kov oxidovéan zpét na ion a je stanoven proud prochazejici elektrodou.

PRAKTICKA CAST

V prvni ¢asti ulohy bude vytvofen rtutovy film na povrchu elektrody tisténého sensoru. Déle budou
naméiena data pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky a k vypoctu meze detekce (LOD) a meze stanovitelnosti
(LOQ). Na zavér bude stanovena koncentrace Zn?* v kohoutkové pitné vodé a destilované vodé
z laboratofe. Pro stanoveni Zn*" ve vzorcich vody bude vyuZita metoda p¥idavku standardu i kalibra¢ni
kiivky. Dale bude koncentrace Zn*" ve vzorcich vody vypoctena také v analytickém reZimu programu
PSTrace.

Pouzité vybaveni:

e Analyzator PalmSens3

e  Tistény senzor DRP-C110 popt. DRP-110 (pracovni elektroda — C, pomocna elektroda — C, referentni elektroda — Ag)
Laboratorni vybaveni:

e  stojan, magnetickd michacka a michadélko, automaticka pipeta, odmérné banky, kadinky, nalevka, vazenka, stiicka
Chemikalie

e chlorid zine¢naty, chlorid rtutnaty, kyselina octova, (99%), amoniak, kyselina chlorovodikova, (35 %), redestilovana voda

PRIPRAVA ROZTOKU:

Zasobni roztok Hg o c(Hg>)=5-10"*M
Navazit 33,8 mg HgCl, a kvantitativn€ prevést do odmérné banky (25 ml).

Navazku rozpustit a doplnit po rysku redestilovanou vodou

Roztok pro Hg film c(Hg*") = 10"*M, ¢(HCD)=0,1M
Do odmérné banky o objemu 50 ml napipetovat pfiblizn€ 40 ml destilované vody.
Opatrné ptidat 0,5 ml konc. HCl a 1 ml zasobniho standardniho roztoku Hg a doplnit redestilovanou

vodou po rysku.

Zasobni standardni roztok Zn o ¢(Zn)=3-107* M
Navazit 20,4 mg ZnCl; a kvantitativné prevést do odmérné banky (50 ml).

Navazku rozpustit a doplnit po rysku redestilovanou vodou

Pracovni standardni roztok Zn o ¢(Zn) =3 - 107> M
Do odmérné banky o objemu 25 ml napipetovat 0,25ml zasobniho standardniho roztoku Zn (c¢(Zn) =

3-10* M) a doplnit redestilovanou vodou po rysku.

Pufr (pH 4,6), c(CH;COOH) =2 M, ¢(NH3) = 1 M, ¢(HCI) = 0,1 M

Odmeérnou bainku o objemu 50 ml naplnit pfiblizn€¢ 30 ml redestilované vody. Opatrné napipetovat
2,78 ml kyseliny octové, 1,95 ml amoniaku a 0,5 ml HCl. Odmérnou banku doplnit po rysku

redestilovanou vodou
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12.2.2. ZAPNUTI PRISTROJE A PRIPRAVA SOFTWARU PRO MERENI

a) Pristroj PalmSens3 zapojit podle Obr. 4 véetné vsunuti nového tisténého senzoru DRP-C110 (pfip.
DRP-110) do konektoru (pozor, nedotykat se aktivni ¢asti senzoru prsty, aktivni ¢ast senzoru musi byt
oto¢end na stejnou stranu jako bily ¢tvereéek na konektoru).

¢ervené kole¢ko smérem nahoru

USB konektor

Obr. 5: Pripojenti pristroje PalmSens 3 k pocitaci

b) USB konektor pfipojit k pocitaci. Konektor se senzorem umistit do drzaku na stojanu. Zapoyjit
elektromagnetickou michacku. (viz Obr. 5)

¢) Zapnout piistroj PalmSens 3 dlouhym zmacknutim tla¢itka s modrym symbolem vypinace.
d) Na pocitaci spustit program PSTrace.

e) Propojit pfistroj PalmSens 3 se softwarem — v levé horni ¢asti obrazovky Obr. 6 oblast 1, tj. vybereme
moznost ,,PalmSens 3 a klikneme na tlacitko ,,Connect. (Pokud se v nabidce moznost ,,PalmSens 3
neobjevi potieba prepojit USB konektor do jiného USB portu).
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f) Dale pro nastaveni DPV v levé ¢asti obrazovky (Obr. 6, oblast 2) pro ,,Technique* vybrat moznost
,Differential Pulse Voltammetry*

g) Pro nastaveni ,,Current range* dvojité kliknout na moznost ,,100 pA*“ (Obr. 6, oblast 3).

Peaks Data - Differential Pulse Voltammetry
Select Pulse 164] - 4% Refresh

Peak | Potential/V | Height/uA | Area/ AV | Width/V |Y Offset/uA | Max slope/uA/N | Min slope/uA/V

€ PalmSens

Mode:@v Method Data  Measurement Plot  EISPlot S
B [ | Bn B Bn || g | Auvtosave Settings P> overlay - bl 4

1 I Connected: PalmSens3 I @ Plot ‘
fanu: i
parametry méfeni Zn ve vods.psmethod Manual peske - | /% - % r-le
Technique: ! Differential Pulse Voltammet - n
eenmque . Rpﬂ' Selected curve: Differential Pulse Voltam
Measurement | Peaks | i 5
b m 3
i
Notes: ﬁ =¥ Automatic peak detection settings -
o XS copyalitoeel fvsEfS
This method is used to check the noise level 20 Miiu peak/ievel width; 05 v - ry (401"
Testsensor Minimum peak/level height: 0001 pA ivsE
Select current range(s): 2 = wy B
3 ¥ 8. 5o ivsE
0 (1 (w0 (w0 1w R w0 p " =
PA A nA  nA  UA  uA mA mA B D ﬁﬂlﬂerentml Pulse Voltammetry [42] . =|
4 cl* ivs
e S - B D 2= Differential Pulse Voltammetry [43]" )
- — o L ivsE
E condition 025 v L4 < I £-[¥] B Differential Pulse Voltammetry [44]
S 2
t condition 10 H I-Q 2 g bl 2t ivsE
& 3 £ [C] E= Differential Pulse Voltammetry [45]
E deposition 14 v H] = . .
| g p3 L2 ivsE
tdeposition 30 H L:J' E =-[_] BB Differential Pulse Voltammetry [46]"
= L 2 ivsE
4 Differential Pulse Voltammetry Seti = af . O
Sl ctiam o gt FF Differential Pulse Voltammetry [48]"
1 equilibration 10 s LG iusE
E begin -14 v =-[C] BB Differential Pulse Voltammetry [49]"
Eend 10 v LOer ivsE
Sen— £[] B Differential Pulse Voltammetry [S0]"
Estep 0.005 v L0 ivsE
[Epulse 002 v | =] D E= Differential Pulse Voltammetry [52]*
: : 4" ivsE
tpulse 0.025 T ' y O-
P s - -14 -13 1.2 11 -10 &[] B Differential Pulse Voltammetry [53]*
Expected duration: 00:00:585 % 1040 E+0 V [ .
80 datapoints (real E step is 0.00507) ¥: 2120 E+1 pA Potential/v = D FE Differential Pulse Voltammetry [54]* |
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= T T T T T

Obr. 6: Pracovni plocha programu PSTrace
12.2.3. PRiPRAVA RTUTOVEHO FILMU

Kovy lze dobfe stanovit na rtutovych filmovych elektrodach, jsou to nejéastéji uhlikové elektrody s tenkou
vrstvou rtuti na pracovni elektrod¢.

a) Nastavit parametry méfeni (Obr. 6, oblast 3) podle Tab. 1.

Tab. 1: Parametry méreni pro pripravu Hg filmu
E condition (V) -0.2 E begin (V) -1,2

t condition (s) 10 E end (V) -0.4
E deposition (V) -1.1 E step (V) 0.005

t deposition (s) 300 E pulse (V) 0.02
t equilibration (s) 10 t pulse (s) 0.025
Scan rate (V/s) 0.1

b) Napipetovat 12 ml roztoku pro Hg film do méfici nadobky, pfidat michadélko a roztok zacit michat.
Poté aktivni ¢ast tisténého senzoru (elektrody) ponofit do pfipraveného roztoku
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¢) V horni ¢asti obrazovky (Obr. 6, oblast 4) pro zaznam dat vybrat moznost ,,Overlay* a pomoci
vedlejsiho tlacitka ,,start measurement® (zelena Sipka) spustit méteni.

POZOR
! Michacka musi byt zaplda béhem ,,t condition“ a ,,t deposition*, ale michdni musi byt vypnuto béhem ,t
equilibration“ a béhem samotného méieni.

Priibéh Ize sledovat na pristroji PalmSens, ktery zobrazuje Cas, ktery zbyva do konce depozice) !

d) V prostiedni ¢asti obrazovky lze vidét zméfeny voltamogram (piky piedstavuji neéistoty Cd?" a Pb?").
Vytvofeny rtutovy film bude vyuzit pro méteni kalibracni zavislosti, pro méteni vzorku vody bude
vytvofen novy film na novém tisténém senzoru. Roztok Hg z méfici nadobky nevylévat, pouze uzavrit
plastovym vickem, bude vyuzit znovu pro dalsi ptipravu rtut'ového filmu.

e) Senzor po skonceni méfeni oplachnout redestilovanou vodou.

12.2.4. Kalibra¢ni kiivka, LOD a LOQ

Pro sestrojeni kalibraéni kiivky budou provedena méteni pro sérii 5 standardt (o znamé koncentraci).
Mez detekce (LOD) je nejmensi koncentrace analytu, kterou lze detekovat, jeji analyticky signal je
statisticky vyznamné odlisny od Sumu. Mez stanovitelnosti (LOQ) je nejmensi koncentrace analytu,
ktera umoznuje kvantitativni vyhodnoceni.

a) Nastavit parametry méfeni podle Tab. 2. (Parametry se jiz dale ménit nebudou.)

Tab. 2: Parametry méreni pro kalibracni kiivku, stanoveni Zn ve vzorcich vody

E condition (V) -0.25 E begin (V) -1.4
t condition (s) 10 E end (V) -1.0
E deposition (V) -1.4 E step (V) 0.005
t deposition (s) 30 E pulse (V) 0.02
t equilibration (s) 10 t pulse (s) 0.025

Scan rate (V/s) 0.05

b) Napipetovat 10 ml redestilované vody a 1 ml pufru do métici nadobky, pridat michadélko a roztok
zacit michat.
(Vzdy, nez bude spusténo samotné méfeni, nechte michacku rozjet na maximalni otacky.)

¢) Aktivni ¢ast tisténého senzoru ponoftit do pfipraveného roztoku a spustit méfeni. Méfeni blanku
opakovat 10x.

POZOR
! Michacka musi byt zapla béhem ,,t condition* a ,,t deposition*, ale michani musi byt vypnuto béhem ,,t
equilibration“ a béhem samotného méieni.

Pribéh lze sledovat na piistroji PalmSens, ktery zobrazuje Cas, ktery zbyvd do konce depozice)

d) Pro urcéeni LOQ poté do roztoku v métici nadobce napipetovat 50 pl pracovniho standardniho
roztoku Zn (c¢(Zn) = 3 - 10™° M) a roztok dobie promichat. Spustit m&feni. Mé&feni pro tuto

koncentraci opakovat 10x.
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Nasledné stejnym zplsobem zméfit proméfit 5 riznych koncentraci zinku, tj. k pfedchozimu roztoku
napipetovat postupné vzdy 50 pl pracovniho standardniho roztoku Zn (méteni kazdé koncentrace vzdy

3x zopakovat).

e) Senzor po skonéeni méteni oplachnout redestilovanou vodou.

f) Jednotlivé méteni je pro prehlednost dobré popsat — nazev kiivky se zméni po kliknuti na danou
kiivku v oblasti 7 (Obr. 6).

g) Vysky piku se automaticky detekuji po kliknuti na tlacitko v oblasti 5 (Obr. 6).

h) V pravé casti obrazovky oznacit pro kazdou koncentraci vzdy 1 kiivku z této ¢asti tlohy a poté
exportovat do excelu pomoci tlacitka v oblasti 8. (Obr. 6).

12.2.5. Stanoveni Zn ve vzorcich vody metodou pfidavku standardu

Pri této metodé je proméren roztok s analyzovanym vzorkem vody o neznamé koncentraci iontd
Zn2+ a poté s pridavkem standardniho roztoku o zndmé koncentraci Zn?+*. Ze ziskanych vysek pika
je vypocCtena neznama koncentrace analytu viz Obr.7.

I (A)

Iz

y

Cuz ;=0 (=}

koncentrace pfidané slozky
koncentrace

analytu v méreném
roztoku

Obr. 7: Zavislost vysky piku na koncentraci pridaného standardniho
roztoku

PITNA VODA:

a) Do méfici nddobky napipetovat 10 ml redestilované vody, 1 ml pufru a 250 pl pitné vody. Pfidat
michadélko a roztok dobfe promichat.

b) Aktivni ¢ast senzoru ponoftit do roztoku. Spustit méfeni.

¢) Po skonceni méteni roztok promichat a opakovat méfeni pro tuto koncentraci (celkem 5x).

d) Do roztoku piidat 50 ul standardniho roztoku Zn (c(Zn) = 3 - 10~> M), dobie promichat a poté spustit

méteni.
e) Po skonceni méfeni roztok promichat a opakovat méfeni pro tuto koncentraci (celkem 5x).

f) V pravé ¢asti obrazovky oznacit vSechny naméfené kiivky pro tuto Cast ulohy a poté exportovat do
Excelu pomoci tlacitka v oblasti 8 (Obr. 6).
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DESTILOVANA VODA:

a) Do méfici nadobky napipetovat 10 ml destilované vody, 1 ml pufru, pfidat michadélko a roztok dobie
promichat.

b) Dale pokracovat dle méfeni pro pitnou vodu (body b — f)
ANALYTICKY REZIM

Software PSTrace umoziuje také vyuziti analytického rezimu, pro rychlé vyhodnoceni namétenych dat.
Po nastaveni vSech potfebnych informaci a oznaceni kiivek, které odpovidaji vzorku ptidavku standardu,

obdrzite pfimo vyslednou koncentraci vaseho vzorku.

a) Do tohoto rezimu se dostanete po zvoleni moznosti ,,analytical mode* namisto ,,scientific mode*
v levém hornim rohu v oblasti A na Obr. 8.

b) Po kliknuti na kiivku vzorku, onacite moznost ,,sample*, a kiivku odpovidajici pfidavku standardu
jako ,,Standard 1. (viz oblast B Obr. 8)

¢) Po rozkliknuti moznosti ,,Analytical results“ v oblasti C Obr. 8, vyplnite odpovidajici udaje o
koncentraci standardniho roztoku Zn, mnozstvi ptidavku atd.

d) Po kliknuti na moznost ,,recalculate* obdrzite graf a vyslednou koncentraci vzorku. Vysledky analyzy
si mizete zkopirovat a vlozit do excelu.

faa nlytical mode

-l Method Data Measurement Plot  EISPlot  Script  Tools  Help
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T
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Obr. 8: Analyticky rezim v PSTrace

KONECNE ULOZENI VSECH NAMERENYCH DAT A VYPNUTI PRISTROJU

a) Automaticky detekovat vysky pikd vSech namétenych kiivek - tlacitko vlevo v oblasti 5 (Obr 6).

Nameérené hodnoty vysek piki exportovat do excelu — po rozkliknuti tlacitka v oblasti 6 (Obr. 6), vybrat
v levé dolni ¢asti moznost ,,Copy all to excel®.

[=} x

€ PalmSens

ivsE

ivsE
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b) Ulozit voltamogramy — v pravé ¢asti obrazovky (Obr. 6, oblast 7) oznadit vSechny naméfené kiivky
(,,show all*), poté kliknout v horni ¢asti obrazovky na policko ,,Data“, vybrat moznost ,,Save data“.

c) Po ukonceni méfeni vypnout ptistroj PalmSens 3 dvojim stisknutim tla¢itka s modrym symbolem
vypinace.

12.3. VYHODNOCENI

12.3.1. Kalibraé¢ni kiivka, mez detekce (LOD) a mez stanovitelnosti (LOQ)

V protokolu uvést:

e  Obrazek namétenych voltamogrami (pro kazdou koncentraci 1 kiivka).
e Kalibra¢ni kiivku (zavislost vysky piku na koncentraci).
e  Vypocet smerodatné odchylky sy x.
e Vypocet LOD a LOQ.
Dilezité rovnice: Regresni rovnice: vy =a+bx
kde: y — vyska piku; x — koncentrace analytu; a — usek na ose y; b — smérnice piimky

Smérodatna odchylka:

|z i— Y)2

kde: syx — smérodatna odchylka; y; — naméfena hodnota vysky piku i-tého bodu regrese; ¥; — hodnota zavislé proménné vypoctené z

regresni rovnice pro odpovidajici x;; n — pocet bodu, které jsou prokladany regresi

LOD, LOQ
3-s
LoD =—*=
b
10-s
LO =
=3
Rovnice kalibracni primky: v=a+bx

y-a - _ fprim—a
Cméfeny roztok = B
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_ Cméfeny rozrok Vcelltuv_';
Cyzorku = Virork
vzorku

kde:

Iorim — prameérna hodnota naméfené vysky piku pro vzorek
Emgtent ozt — KONCeNtrace Zn>* v méfeném roztoku vypoctena pomoci rovnice kalibraéni ptimky

Veetuors — celkovy objem méfeného roztoku

Vizoreu — Objem vzorku v méfeném roztoku

2+
Cyzor — kOnNcentrace Zn”" ve vzorku

12.3.2. Standardni pFidavek

V protokolu uvést:

e Naméfené voltamogramy (pro kazdou koncentraci 1 kiivka).
e  Graf zavislosti vy$ky piku na koncentraci standardniho roztoku Zn?*. (viz Obr. 7)
e Regresni rovnici.
e Vypodet koncentrace Zn>* ve vzorku.
DileZzité rovnice: Regresni rovnice: y = a + bx

Proy=0: —x=a/b — Cméfeny rozeok — a/b

Koncentrace vzorku:

_ Cméteny roztok Vcelkuvj?
Cyzorku = v Ic
vzorku

kde:
Cméfen roztok — KONCentrace v méfeném roztoku vypoctend pomoci regresni rovnice
Veeluowy — celkovy objem mefeného roztoku

Vizoreu — Objem vzorku v méfeném roztoku

Cyzarian — kONcentrace Zn*" ve vzorku
12.4. Zavér

V protokolu uvést:
e  ZjiSténé koncentrace Zn** v destilované a pitné vodé metodou kalibraéni p¥imky a metodou
pridavku standardu.

e  Pokud je to mozné, provést porovnani obou metod vyhodnoceni a také porovnani s vyhodnocenim
softwaru PalmSens - analyticky rezim.
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ULOHA ¢&. 13 PRIPRAVIL LUKAS CACH (UCO 505509) JAKO SOUCAST SVE BAKALARSKE PRACE
POLARIMETRIE

ANALYZA HROZNOVEHO CUKRU POMOCI POLARIMETRIE

13.1. TEORETICKA CAST

Polarimetrie je metoda zaloZena na schopnosti opticky aktivni latky stacen rovinu polarizovaného svétla.
Uhel stogeni zavisi na: koncentraci opticky aktivni latky, délce optické drahy, kterou musi polarizované
svétlo urazit pti pruchodu opticky aktivni latkou, teploté, vinové délce a rozpoustédle. Tyto vlastnosti

sumarizuje vzorec:
o
t
[al; =
A7l

Kde:
[a] je specificka otacivost (tabelovana hodnota pii danych podminkéach);
t je teplota;
A je vinova délka (nejcastéji se pouziva sodikova vybojka, ktera produkuje zafeni o vinové délce 589,3 nm, pak se ve
vzorci pouZzije misto A oznaceni D);
o je pozorovana optickd otacivost;
¢ je koncentrace opticky aktivni latky (v g/ml);

1 je délka polarimetrické trubice (v dm).

Tabulka ¢islo 1: specifické otacivosti vybranych latek pti 20°C, 589,3 nm, pro rozpoustédlo vodu.

Litka [a]}” 1]
(D)-(+)-glukédza 52,7
(L)-(+)-askorbova kyselina (vitamin C) 21,5
(L)-(+)-askorbat sodny 104,4

INSTRUMENTACE A PRINCIP MERENI

Zdroj zateni (jak jiz bylo feeno vySe nejcastéji sodikova vybojka) produkuje nepolarizované svétlo, to
znamena, ze kazdd svételna vina osciluyje nahodn€é v jednom prostorovém sméru. Pro pifeménu
nepolarizovaného svétla na polarizované se pouzivaji polariza¢ni filtry, ty propousti pouze svétlo v ur¢itém
polarizacnim sméru a potlacuji svétlo ostatnich polarizacnich smért. Svétlo, které proslo polarizaénim
filtrem, se nazyva polarizované. Dale svétlo prochazi pies polarimetrickou trubici a analyzator (pohyblivy
polarizacni filtr, ktery je umistén rovnobézné s prvnim polarizacnim filtrem). Neni-li v polarimetrické
trubici umisténa opticky aktivni latka propusti analyzator veskeré svétlo, které na néj dopadne, je-li
pritomna opticky aktivni latky dojde k otoCeni roviny polarizovaného svétla, analyzator svétlo nepropusti a
musi dojit k jeho otoc¢eni do roviny polarizovaného svétla. Po priichodu analyzatorem nésleduje detektor,

kterym mutize byt u manudlnich pfistrojt lidské oko, nebo fotodiody u automatickych ptistroju.
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Obrazek ¢.1:
Schéma instrumentace polarimetru (1 zdroj zafeni, 2 nepolarizované svétlo 3 polariza¢ni filtr 4 linearné
polarizované svétlo 5 polarimetricka trubice 6 opticka rotace zptisobena molekulami opticky aktivni latky 7

oto¢ny analyzator 8 detektor).

13.2. PRAKTICKA CAST

Pouzité vybaveni
e Polarimetr kruhovy Novex
e  Ultrazvukova lazen Bandelin Sonorex RK 100H
e Analytické vahy OHAUS AX124
Laboratorni vybaveni:
Stojan, filtra¢ni nalevka, papirovy filtr se zachytem ¢astic o velikosti 12 pm, odmérné banky (50ml 6%, 25 ml
1x), kadinky, sklenéna ty¢inka, pipety (10ml, 30ml), stiikackovy filtr o priméru poérd 0,45 pum, stiikacka.
Pouzité chemikalie
o (D)-(+)-glukéza p.a. (Sigma-Aldrich)
e Hydroxid sodny p.a. (Lach-Ner)

13.2.1. Stanoveni (D)-(+)-glukézy v hroznovém cukru

Tabletu hroznového cukru rozdrtit, zvazit na analytickych vahach a navazku za pomoci ultrazvukové vodni 1azné
suspendovat ve 25 ml demineralizované vody (zacit méfit Cas). Suspenzi kvantitativné prefiltrovat pies papirovy
filtr se zachytem castic o velikosti 12 pm do 50ml odmérné baiiky a doplnit po rysku demineralizovanou vodou.
Z odmérné baiky odebrat 15 ml suspenze a kvantitativné ji pfefiltrovat ptes stiikackovy filtr o priméru port
0,45 um. Filtrat ihned promeéfit v kratké polarimetrické trubici (zméfit i jeji délku). Filtrat znovu proméfit za 3

hodiny. Kazdé méteni provést trikrat.
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Postup méteni

1. Zapnout polarimetr pomoci vypina¢e ve pfedni ¢asti a nechat nékolik minut nahfivat sodikovou
vybojku.

Lupy Noniova stupnice

Uzaviratelny kyvetovy prostor

Sodikova vybojka

Okular

Sroub slouzici pro otaceni

analyzatoru

Vypinac

gl

Obrazek ¢.2: Popis polarimetru.

2. Do polarimetrické trubice nalit roztok a uzavfit ji.
3. Pomalym pieklapénim trubice do vodorovné polohy zajistit, aby bublinka vzduchu, byla v rozsifené
Casti trubice, poté trubici vlozit do otevieného polarimetru a polarimetr uzavrit.

Obrazek ¢.3: polarimetricka trubice.

4. Pomalym nata€enim analyzatoru docilit toho, Ze v okuldru bude vidét jednolité zbarvené svételné pole.

P—0O—0



27

Obrazek ¢.4: svételné pole béhem méteni.

5. Pomoci lupy po stranach okuldru odecist z noniové stupnice thel o ktery byla stocena rovina
polarizovaného svétla.

.

vnejsi
stupnice
~aff—
VYSLEDEK 1,30 []
0 ]
0
vnitrni
stupnice

Obrazek ¢€.5: odecet stupné¢ otoCeni z noniové stupnice.

13.2.2. Kalibracni rada

Na analytickych vahach navazit s pfesnosti na jednu desetinu mg piiblizné 8 g (D)-(+)-glukdzy, navazku za
horka rozpustit ve 25 ml demineralizované vody a poté 15 minut vafit ve vodni lazni. Nasledné roztok nechat
zchladnout na laboratorni teplotu, kvantitativné prevést do 50ml odmérné banky, doplnit po rysku
demineralizovanou vodou (vznikne roztok A) a proméfit v kratké polarimetrické trubici. Z roztoku A
napipetovat 30 ml do 50ml odmérné banky, doplnit po rysky demineralizovanou vodou (vznikne roztok B) a
proméfit v kratké polarimetrické trubici. Z roztoku B napipetovat 40 ml do 50ml odmérné banky, doplnit po
rysky demineralizovanou vodou (vznikne roztok C) a prométit v kratké polarimetrické trubici. Z roztoku C
napipetovat 40 ml do 50ml odmérné banky, doplnit po rysky demineralizovanou vodou (vznikne roztok D) a
promé&fit v kratké polarimetrické trubici. Z roztoku A napipetovat 10 ml do 50ml odmérné banky, doplnit po
rysky demineralizovanou vodou (vznikne roztok E) a proméfit v kratké polarimetrické trubici. Kazdé méteni

provést tiikrat.

13.2.3. Stanoveni vitaminu C v Celaskonu

V 10 ml demineralizované vody suspendovat za pomoci ultrazvukové vodni 1azné 3 tablety Celaskonu. Suspenzi
kvantitativné prefiltrovat pfes papirovy filtr se zachytem castic o velikosti 12 um do 25ml odmérné bariky, pridat
2 ml 1M NaOH a doplnit po rysku demineralizovanou vodou. Roztok proméfit v dlouhé polarimetrické trubici

(zméfit 1 jeji délku). Kazdé méteni provést tfikrat.



13.3. VYHODNOCENI

Statistické vyhodnoceni:

Rozpéti souboru:

kde: R je rozpéti; x; a x, namétené hodnoty.

Testovani odlehlosti hodnot (Q-test):
X2 — X Xn — Xn—1

Qmin = T Qmax =

@ = Quri+ hodnota neni odlehld

Q = Qi+ hodnota je odlehla
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kde: R je rozpéti, x;, X, X2 a x,.; jsou namé&fené hodnoty, Ok je kriticka hodnota pro 95% pravdépodobnost. Je-li

hodnota odlehla musi byt ze statistického souboru vyloucena.

Aritmeticky primér:
_ XXy
X =—

n

kde: x, jsou naméfené hodnoty, X je primé&rna hodnota; n je poéet naméfenych hodnot.

Smérodatna odchylka podle Dean—Dixona:

s=k, R

kde: R je rozpéti; s je smérodatna odchylka podle Dean—Dixona; &, je Dean-Dixontv koeficient.

Smérodatna odchylka praiméru:

s
Sg = —

VJn

kde: n je pocet naméienych hodnot, s je smérodatna odchylka.

Relativni smérodatna odchylka:

&
s:[%] = - 100

kde: X je aritmeticky primér, s je smérodatna odchylka.
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Interval spolehlivosti:

LI,ZZ fi Ka' R

kde: R je rozpéti; X je aritmeticky pramér; K, je kritickd hodnota pro zvolenou hladinu vyznamnosti a.

Tabulka €. 2: statistické konstanty pro malé soubory (pro a = 0,05).

Podet méreni Qlrit Ko,05 kn

3 0,941 1,30 0,5908
4 0,765 0,72 0,4857
5 0,642 0,51 0,4299
6 0,560 0,40 0,3946
7 0,507 0,33 0,3698
Zavér:

1. Kalibra¢ni zavislost (pocetné i graficky).
Zjisténé mnozstvi (D)-(+)-glukézy (ze spravné zvolené mérné otacivosti, tento vybér zdivodnit)
pomoci vzorce (s vyuzitim tabelované hodnoty specifické otacivosti), kalibracni zavislosti, pomoci
vzorce (s vyuZitim odvozené specifické otacivosti, odvozeni provést pomoci roztoku kalibra¢ni
rady) v g/100g tablet.

3. Zjisténé mnoZzstvi vitaminu C pomoci vzorce (s vyuZitim tabelované hodnoty specifické otacivosti)
v mg na tabletu.

4. Statistické vyhodnoceni.

5. Porovnat zjiSténa mnozstvi (D)-(+)-glukézy a vitaminu C v jednotlivych p¥ipravcich s hodnotami,
které garantuje vyrobce, a zdivodnit pri¢iny mozZného chybného stanoveni.



