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ITP I1ZOTACHOFOREZA)
Seznameni s metodou, stanoveni kyseliny askorbové,
citronové, benzoové a sorbové v ovoci, dZzusech a
potravinarskych doplicich (vitaminovych preparatech)

UKOLY:

8.1. Seznameni s metodou ITP

8.1.1. Obecna instrumentace

8.1.2. Zptisoby vyhodnoceni ITP
8.2. Stanoveni kyseliny askorbové

8.2.1. Obecna charakteristika kyseliny askorbové

8.2.2. Priprava kalibracnich roztokd.

8.2.3. M¢feni kalibracnich zavislosti.

8.2.4. Identifikace zony kyseliny askorbové a kvantifikace kyseliny askorbové.
8.3. Vyhodnoceni analyzy

Pristroje:
Kapilarni elektroforeticky analyzator EA 100 upraveny na EA 102
Chemikdlie:

10 mM HCI, 20 mM B-alanin (C;H,NO,, M = 89,90 g.mol™), 0,1 % HPMC (hydroxypropylmethyl celulosa),
5 mM kyselina glutamova (M = 147,13 g.mol™)

Sklo:

Injekeni stiikacka 5 ml (4x), injekéni stiikacka s plastovym nastavcem 5 ml (1x, odsavani elektrolytl a
promyvani), chemicka 1zi¢ka, vazenka (2x), kadinka 50 ml (2x), 100 ml (1x), odmérna batnka 25 ml (3x), 100 ml
(1x), 250 ml (3x), pipetovani balonek, pipeta nedélena 10 ml (1x).

8.1. SEZNAMENI S METODOU ITP

TEORIE:

Izotachoforéza patii mezi elektromigracni separac¢ni metody, které vyuzivajici rozdilné pohyblivosti
iontd v elektrickém poli. Od ostatnich elektromigra¢nich metod se 1i$i tim, Ze vzorek je davkovan mezi dva
elektrolyty - vedouci (leading L) a koncovy (terminating T), které musi byt vybrany tak, aby pro jejich
pohyblivosti (mobility) platilo:

U, = U;er = ur

Béhem jedné analyzy se separuji bud’ jenom anionty nebo jenom kationty. Izotachoforeticky proces zaéne
probihat po pfipojeni systému k elektrickému poli (stejnosmérné napéti). Hodnoty konstantniho proudu se
pohybuji v fadu desitek pA.



Proces analyzy muzeme rozdélit na dvé ¢asti. Nejprve dochazi k odde€leni slozek vzorku, pfi¢emz
jednotlivé ¢astice migruji ve smésné zone riznymi rychlostmi. V druhé ¢asti, kterou miizeme povazovat za
ustaleny stav se ¢astice rozdéli a vSechny se pohybuji stejnou rychlosti.

Obr.1

Dynamika separace smési slozek A a B, pro které plati U4 = g je ukdzana na obr. 1. Béhem separace
se rychlejsi ¢astice dostavaji doptfedu a pomalejsi se zpozd'uji. Po ustaleni vznika stacionarni stav, ve kterém jsou
jiz zony poskladany podle pohyblivosti svych ¢astic. Mezi zénami vzniklo ostré rozhrani a dale se pohybuji
vsechny stejnou rychlosti (koncentrace iontli v kazdé zoné je konstantni).

v =uE;, = uy,E, = uguy =urE; = konst.

Ostré rozhrani mezi jednotlivymi zénami ve stacionarnim stavu se popisuje pomoci tzv.
samozaostiovaciho efektu. Viechny ionty, at’ pohyblivéjsi nebo ty méné pohyblivé se pohybuji stejnou
rychlosti. Je to zptisobeno rozdilnym potencidlovym spadem v kazdé ze zon. Tento potencialovy spad (gradient)
hnaci sila. Napétovy gradient se od zony k zoné¢ méni skokem, takze spolecny protiion R migruje v jednotlivych
zonach se vzrustajici rychlosti a pfenasi stale vétsi naboj. Protoze celkovy hnaci proud musi byt ve vSech
zo6nach stejny, dochazi k prizptisobeni koncentraci v jednotlivych zénach vzhledem ke koncentraci vedouciho

elektrolytu.

8.1.1. OBECNA INSTRUMENTACE

ZDROJ NAPET{

Napétovy zdroj je konstruovan jako ampérostat, konstantni hodnota proudu je udrZzovana regulaci
napéti. Celkovy odpor systému v pribéhu separace roste (separacni kapilara e postupné zaplituje malo vodivym
koncovym elektrolytem). Pfi bézné uzivanych koncentracich vodiciho elektrolytu (0,01 M) byva pocate¢ni
napéti kolem 2 kV a postupné vzrista na 4 — 6 kV podle typu pouzitého koncového elektrolytu. Hnaci proudy se
v zavislosti na prafezu kapilary pohybuji mezi 20 — 500 pA. Napdjeci zafizeni je vybaveno napétovou ochranou,
ktera automaticky vypne obvod v ptipadé, Ze odpor v separacni kapilafe nadmérné vzroste (bublina v kapilate).

SEPARACN{ KAPILARA

Pouzivaji se kapilary z plastu (vét$inou teflonu) z divodu minimalizace osmotického toku, ktery ptisobi
rusiveé na ostrost rozhranni jednotlivych zon. K minimalizaci vlivu elektroosmdzy jsou pouzivany piidavky
neionogennich tenzort (napf. polyvinylalkoholu, hydroxyethylceluldzy) do vedouciho elektrolytu. Tenzid se
adsorbuje na fazovém rozhranni, oddéli od sebe nabojové vrstvy a tim snizi hustotu ndboje v povrchové vrstveé
elektrolytu. Tenzid zaroven zvysuje viskozitu elektrolytu, ¢imz ptispiva ke stabilizaci zon. Separacni kapacita
kapilary zavisi na jeji délce a jejim priiezu.




DETEKTOR

K detekci se vyuziva fyzikalné-chemickych vlastnosti jednotlivych separovanych zon. Z vyse
popsaného principu izotachoforetické separace vyplyva, ze v jednotlivych zoénach se postupné skokem zvysuje
napétovy gradient, roste vykon a tim i teplota v jednotlivych zoénach a klesa koncentrace. Toho lze vyuzit
k univerzalni detekci jednotlivych zon na konci separaéni kapilary. Mohou se proto pouzivat napt. detektory
potenciometrické, spektrofotometrické, teplotni nebo konduktometrické.

Nejbéznéjsi je detektor konduktometricky, ktery méfi vodivost v jednotlivych zoénach. Elektordy jsou
umistény proti sobé a ostrost detekce je zajisténa tim, Ze jejich rozmér ve sméru podélné osy kapilary je velmi
maly.

8.1.2. ZPUSOBY VYHODNOCENI

KVALITATIVNI ANALYZA

Kvalitativni vyhodnoceni zaznamt univerzalnich detektot: je analogické s vyhodnocenim
chromatogramtl. Urcuje se relativni poloha (vyska schodu) vzhledem k poloze vedouciho a koncového
elektrolytu.

Y U Y he
= h[ B hL
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________ h,
Tato relativni vyska se porovnédva s relativnimi vyskami zén
latek, jejichz ptitomnost ve vzorku pfedpokladame. Potvrzenim
identity je pfidavek standardu stanovované slozky ve vzorku —
identicka zona se vzhledem k ostatnim zénam prodlouzi. h
v T

KVANTITATIVNI ANALYZA ANALYZA
Nejcastéji se pouzivaji dva typy metod:

Metoda kalibra¢niho grafu — je to metoda nejpouzivangjsi, kdy se pfipravi sada roztokd se znamym
mnozstvim stanovované latky, sestroji se kalibracni kiivka a hodnota hledané veli¢iny neznamého vzorku se
odecte z grafu.

Metoda standardniho piidavku — délka zony /. pivodniho vzorku se srovnava s délkou zony po
pridavku standardu x do vzorku. Pro ptivodni vzorek plati:

c. Tkl

Pfidavkem standardu o objemu V¥ a koncentraci ¢, ke vzorku o objemu ¥, a koncentraci ¢, vznikne roztok o
koncentraci:
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Vydélenim rovnic a upravou ziskdme vztah pro koncentraci ¢, v pivodnim vzorku:
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Vynesenim hodnot po jednotlivych ptidavcich do grafu lze postupovat jako v pfedchazejicim piipadé.
Urcitym problémem zlstava spravné odecteni délek jednotlivych zon. Rozhrani nejsou absolutné ostra,
schodovity zaznam zavislosti vodivosti nebo potencidlového gradientu na ¢ase neni pfesné pravouhly, sestupné
¢asti maji sigmoidni charakter. Proto se délka viny urcuje jako vzdalenost dvou sousednich inflexnich bod.

S vyhodou lze pouzit zaznamu derivaéni kiivky, kde poloha inflexu je vyzna¢ena maximem na derivaéni kiivce.

Kvantitativni stanoveni kyseliny askorbové se provadi pomoci kapilarniho elektroforetického
analyzatoru EA 100 upravené¢ho na EA 102. V horni koloné systému dochazi k predseparaci vzorku a v kolon¢
spodni, separac¢ni, probiha vlastni rozd€leni a konduktometrickd i UV detekce slozek vzorku.

8.2. STANOVENI KYSELINY ASKORBOVE

8.2.1. OBECNA CHARAKTERISTIKA KYSELINY ASKORBOVE

Kyseliny benzoova, sorbova a askorbova jsou vyznamna konzervacni ¢inidla, ktera jsou piidavana do
potravin z divodu prodlouzeni jejich trvanlivosti. Obsahy téchto latek jsou deklarovany statnimi normami a
jejich pouzité mnozstvi je uvedeno na obalech vyrobkl. Pomoci izotachoforetického analyzatoru lze kontrolovat
obsahy téchto konzervacénich latek. Vedle téchto konzervovadel lze stanovit také obsah kyseliny citronové, u
analyz napoju je mozné kyselinu citronovou pfedem stanovit na predseparacni kolong.

Vitamin C je ve vod¢ rozpustna zivna latka (Zivina) a vitamin
nezbytny k zivotu a udrZeni télesného zdravi, v lidském téle plni vitamin C HO
mnoho dilezitych funkei. Je citlivy na teplo a vysoce citlivy na oxidaci. Jeho
ptresny chemicky nazev je kyselina L-askorbova neboli L-enantiomer
(opticky izomer, opticky antipod) kyseliny askorbové, jeji sumarni vzorec je
C6H306. H O

O O

Chemicky byl vitamin C poprvé izolovan v roce 1928 mad’arskym
biochemikem, laureatem Nobelovy ceny za fyziologii a 1ékaistvi z roku HO OH
1937 Albertem Szent-Gyorgyim, tehdy pod nazvem kyselina hexuronicka.
V roce 1942 Charles Glen King z Pittsburghské univerzity dokazal, ze se jedna o stejnou chemickou latku, ktera
je obsaZena napiiklad v ovoci a zabranuje kurdéjim (nezavisle na ném a pfiblizné ve stejné dobé k tomuto objevu
dospél i Albert Szent-Gyorgyi). Sir Walter Norman Haworth z Birminghamské univerzity, drzitel Nobelovy ceny
za chemii z roku 1937, dokazal jako prvni vypracovat pfesnou chemickou strukturu vitaminu C a vyrobit ho
syntetickou cestou. Doporuc¢end denni davka vitaminu C je 75 mg.

8.2.2. PRIPRAVA KALIBRACNICH ROZTOKU

POSTUP:
8.2.2.1. PRIPRAVA VEDOUCIHO A KOCOVEHO ELEKTROLYTU

1. VEDOUCI ELEKTROLYT: 10 mM HCI + 20 mM p-alanin + 0,1 % HPMC (pH = 3,6)
Do kadinky na 100 ml naplnéné asi 50 ml destilované vody napipetujeme tolik konc. HCI, aby jeji vysledna
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koncentrace po pfevedeni obsahu kadinky do 250 ml odmérné banky byla 10 mM, a ptidame vypocitanou
navazku 0,02 M B-alaninu. Po rozpusténi v§ech latek ptidame 20 ml 0,1 % HPMC a roztok kvantitativné
prevedeme do odmérné baiiky o objemu 250 ml. V piipadé nutnosti upravime elektrolyt pfed doplnénim po
rysku odplynénim v ultrazvukové 1azni. Doplnime odmérnou baiiku po rysku

2. KONCOVY ELEKTROLYT: 5 mM kyselina glutamové
Koncovy roztok pfipravime navazenim kyseliny glutamové do 100 ml odmérné bariky, doplnime po

rysku. Dtkladného promichani dosdhneme odplynénim v ultrazvukové lazni. pH neupravujeme, je
adjustovano protiiontem z vedouciho elektrolytu.

8.2.2.2. PRIPRAVA KALIBRACNICH ROZTOKU

K pripravé kalibracnich roztokll pouZzijeme zasobni roztok 10 mM kyseliny askorbové. Kyselina
askorbova se musi pfipravovat vzdy Cerstva. Vypocitame navazku zasobniho roztoku kyseliny askorbové do 100
ml odmérné baiiky, navazime a navazku rozpustime v pfiblizné 50 ml destilované vody, kvantitativné pfevedeme
do odmérné baiika na 100 ml a doplnime po rysku.

Z tohoto roztoku pfipravime 0,25 mM, 0,50 mM a 0,75 mM kalibra¢ni roztoky do 25 ml odmérnych
bangk, které pouzijeme pro naméieni kalibra¢ni kiivky.

8.2.3. MERENI KALIBRACNICH ZAVISLOSTI

POSTUP:

Podle navodu k obsluze pfipravime pfistroj k méteni. Zvolime optimalni metodu a pomoci programu
ITPWin provedeme analyzu. Ziskané vysledky graficky zpracujeme a spo¢itdime mnozstvi kyseliny askorbové
v neznamém vzorku.

Navod k obsluze kapilarniho elektroforetického analyzatoru EA 102

1. PRIPRAVA PRISTROJE

Pred zacatkem prace je nutné cely systém promyt destilovanou vodou:
a) destilovanou vodou naplnime rezervoary TE, CE 1 a CE 2,

b) injekeni stitkacku s destilovanou vodou vlozime do otvoru IN column 2, otevieme kohout 2 a mirnym
prerusovanym stlacovanim injek¢ni stiikacky proplachujeme spodni kolonu. Béhem tohoto proplachovani
musi byt kohout 7 uzavieny a davkovaci kohout je v poloze 4. Prtok kontrolujeme tak, ze voda nam
hadickou proudi do odpadu. Injekéni stiikacku po proplachu nevyndavame a pod tlakem pomalu kohout 2
uzavieme.

¢) druhou injekéni stiikacku také naplnénou destilovanou vodou umistime do otvoru IN column 1, otevieme
kohout I a opét mirnym pferusovanym stlacovanim proplachneme horni kolonu. Zkontrolujeme, zda mame
davkovaci kohout stale v poloze 1 a kohout 2 musi ziistat samoziejmée zavieny. Pod tlakem kohout 7
uzavieme. Ob€ kolony jsou nyni naplnény destilovanou vodou.

IPOZOR: Rezervoary jsou od kolony oddéleny pomoci tenkych membran, prili§ velky tlak p¥i plnéni by
mohl zpisobit jejich protrZeni, proto tyto ¢innosti provadime opatné a jemn¢ !



d) proplachnuti davkovaciho kohoutu provedeme tak, ze pii naplnéném rezervoaru TE oto¢ime davkovaci

kohout do polohy B a sledujeme, zda voda odtéka do odpadu. V piipad€, ze neodtéka, rezervoar uzavieme a
pomoci prazdné injekéni stiikacky vytvofime mirny pretlak.

nyni, kdyz méme celou kolonu proplachnutou destilovanou vodu, odsajeme ji z rezervoart CE [ a CE 2
pomoci prazdné injekéni stiikacky se zizenym nastavcem. Z kolony ji odstranime tak, Ze vyndame obé
stiikacky s destilovanou vodou ze stfedni ¢asti kolony, vyprazdnime je a vlozime je zpét na pivodni mista
,-naplnéné vzduchem* (kohouty / a 2 jsou uzaviené). Davkovaci kohout mame opét v poloze A a pii mirném
prerusovaném stlacovani injek¢ni stiikacky v otvoru IN column 2 pomalu odstraniujeme destilovanou vodu ze
spodni kolony (kohout / je uzavieny). Voda nam proudi do odpadu. Kohout 2 uzavieme a za otevieného
kohoutu / udélame totéz i s horni kolonou a injekéni stfikackou vlozenou do otvoru IN column 1. Rezervoar
TE vyprazdnime pooto¢enim davkovaciho kohout do polohy B (zaroven tim kohout promyjeme).

Zasobnik na

koncovy i ‘
elektrolyt TE :

_ ?‘;' W
l

Zasobnik na
vedouci
elektrolyt CE 1

Zasobnik na
vedouci
elektrolyt CE 2




2. PLNENI A PRIPRAVA NA ANALYZU

a) koncovym elektrolytem naplnime horni rezervoar TE tak, aby byla ponofena elektroda (davkovaci kohout je
v poloze A). Pooto¢enim do polohy B nechdme malé mnozstvi odtéct do odpadu, kvili eliminaci moznych
vzduchovych bublin (neteée-1i pouZzijeme pietlak) a kohout vratime do polohy A.

b) rezervoary CE I, CE 2 naplnime vedoucim elektrolytem, divame pozor aby se nevytvofili bublinky.

¢) jednu injekeni stiikacku naplnime dostateénym mnozstvim vedouciho elektrolytu a umistime do otvoru
IN column 2. Stejné jako pti proplachovani kolonu naplnime (kohout 7 je zavieny) a pod tlakem kohout 2
uzavieme. Musime zkontrolovat, zda nam v kapilatre ve spodni koloné nezlstaly zadné vzduchové bublinky.
Znemoznily by sepnuti elektrického obvodu. Injekéni stiikacku po celou dobu prace nevyndavame. V piipadé
vzniku bublinek je bud’ pulzné odstranime nebo v hor$im pfipad€ znovu ,,promyjeme vzduchem* a opét
naplnime elektrolytem.

d) do otvoru IN column I dame druhou injekéni stiikacku naplnénou vedoucim elektrolytem, kohout 7
otevieme a pomalu plnime. Po naplnéni kohout opét pod tlakem uzavieme. Mame-li v systému bublinky,
postupujeme stejné jako v predchozim bodu. Pomoci kryt vSechny rezervoary zasroubujeme.

POLOHY DAVKOVACIHO KOHOUTU:




Pracovni poloha davkovaciho
kohoutu (poloha C) po
nadavkovani vzorku a
koncového elektrolytu.
Pfipraven k analyze.

3. PRIPRAVA RIDICiHO POCITACE A INJEKTAZ VZORKU

a) zkontrolujeme pfipojeni jednotky EA 102 a fidiciho pocitace do sité. Na izotachoforetickém pfistroji

zapneme spina¢ umistény vzadu vlevo dole. Naskoci displej vodivosti.

b) zapneme fidici pocitac, neni-li zapnut a spustime program ITPWin umistény na plose pocitace. Otevie

se nam okénko Main ITPWin Window, kde zvolime MEASURE.

E Main ITPWin Window

* KasComp sro. Software pre lzotachoforézu *

UPPER
nu

SecC

Detector

Analyze Data
from Upper
Conductivity
Detector
[CTRL+L

MEASURE
Real Time
Connection to
Analyzer
[CTRL+R]

LOVWER
nu

SEecC

Detector

Analyze Data
from Lower
Conductivity
Detector
[CTRL+L]

Configuration
ITPYin
Parameters
[CTRL+C)

Finish and
Close ITP¥in
[Alt+F4]

ITPWin ver. 2.31

uy

e

1

Detector

Advanced

h

Setup

Analyze Data
from Lower
UV Detector
[CTRL+U]

Advanced
Hardware
SetUp
[CTRL+A]




€) nasko¢i nam méfici okno, kde v horni nabidce vybereme METHOD a zvolime pozadovanou metodu.

METHOD : GLUTAMAT
Step Time Current Comp [ Column Data Acquisition Method Parameters
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d) ptipraveny vzorek nasajeme do injekéni stitkacky a vsuneme do otvoru v horni &ésti separaéni jednotky
(vede do davkovaciho kohoutu). Davkovaci kohout mame v poloze 4 a malé mnozstvi vzorku prostiikneme
do odpadu. Nyni mame naplnén objem 30ul. Davkovaci kohout pooto¢ime do polohy B a sledujeme zda
v zasobniku TF ubyva elektrolyt, po par mim piepneme do polohy C. Ted’ je systém pfipraven pro analyzu.

e) davkovaci kohout mame tedy v pracovni poloze a zavieme dviika pfistroje. Spustime analyzu piikazem
START. Rozsviti se Cervena kontrolka HIGH VOLTAGE signalizujici zapnuté napéti.

!POZOR: Neotvirejte dvirka pri probihajici analyze (pfi svitici kontrolce HIGH VOLTAGE)!

IPOZOR: V ptipade, ze se v systému vyskytuji bublinky, se analyza nerozb&hne a pocita¢ nas upozorni, je tieba
systém opétovné proplachnout vedoucim elektrolytem a znovu nadavkovat vzorek.

!POZOR: Po dobéhnuti analyzy otevieme dviika a davkovaci kohout musime vratit do polohy A!

4. PRUBEH ANALYZY

a) v prvnim kroku probiha ptedseparace v horni koloné¢ (Upper), na obrazovce se objevi postupujici ¢as
velikost proudu a velikost napéti. Zaroven se zaznamenava konduktometricka kiivka detektorem umisténym
na horni koloné

b) po piepnuti na dolni kolonu (Lower) se objevi podobny panel s odlisnymi parametry. Po skonceni analyzy
se program automaticky zastavi a zepta se na uloZeni. Davkovaci kohout oto¢ime zpét do polohy A4 a
ptipravime pro dal$i analyzu. Naméiend data tedy ulozime a pozdé&ji zpracujeme.
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4. PRIPRAVA OPAKOVANE ANALYZY

a) davkovaci kohout mame v poloze A4, obé kolony proplachneme stejnym zptisobem jako pfi naplnéni kolony.
Na proplachnuti kolony staci pfiblizné 2 ml vedouciho elektrolytu z injek¢nich stfikacek. Nadavkujeme
vzorek, pooto¢ime davkovaci kohout do polohy B, nechame odtéct trochu koncového elektrolytu a oto¢ime

do pracovni polohy C. V hornim panelu spustime START..

IPOZOR: Pied kazdym davkovanim vzorku injekéni stiikacku proplachneme destilovanou vodou, kontrolujeme
zda se nam do kolony nedostali bublinky!

5. UKONCENI ANALYZY
a) po naméfeni posledni analyzy vypneme spina¢ na zadni strané

b) roztoky z rezervoarQ odsajeme a z kolony je pod tlakem prazdnymi injekénimi stiikackami vytla¢ime do
odpadu, poté promyjeme destilovanou vodou stejné jako v pfedchozich ptipadech.

¢) vSechny pouzité injekéni stiikacky proplachneme destilovanou vodou a ulozime. Odpad z nddobky vylejeme
a pomoci krytl zasroubujeme vSechny rezervoary.

!POZOR: Cely systém zistane naplnény destilovanou vodou.

6. VYHODNOCENI VYSLEDKU

a) v hlavni nabidce otevieme okno LOWER detektor a vybereme naméfeny soubor.
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b) po zobrazeni grafu oznac¢ime ve spodni nabidce IdealGr (grafem se prolozi idealni tvar a ¢iselnym
oznacenim pikt). V horni nabidce ANALYZE zvolime ZoneTable a zobrazi se nam tabulka s Cisly pikd, pro pik

odpovidajici kyselin€ askorbové odecteme délku (Lenght).




Zone Table : c:\itp231enidatatll1al8 2 dat E2

No  Start End Length RSH

3 1353.50 1354.10 0.60 0.201 -
4 1354.10 1355.40 1.30 0.Z61

5 1355.40 1356.35 0.95 0.318

kF 135R.35 1357.45 1.10 0.389

7 1357.45 1358.10 0.65 0.476

B 1358.10 1358.70 D.A0 0.534

9 1356.70 . 2.5! 1] g

10 1371.25 1372.15 0.90 0.723 -
MEMO | |
¥ Header ™ Method PRINT | ﬂl
I Description [ Graph (1] 4 |

¢) do grafu vynasime délku piku v zavislosti na koncentraci kyseliny askorbové. MnozZstvi neznamého vzorku
ziskame pomoci kalibra¢ni pfimky z rovnice regrese.

8.3. VYHODNOCENI ANALYZY

Pfi vyhodnoceni pouzijeme metodu kalibraéni krivky.
Do zavéru uvedeme:
1. Hodnoty nalezenych mnoZstvi kyseliny askorbové zaokrouhlené na platny pocet mist, tabulky a
grafy.
2. Srovnani deklarovaného obsahu kyseliny askorbové v dZusu nebo vitaminovém pripravku
s obsahem nami zjisténym, zdivodnéni rozdila.

3. Zdivodnéni mozného chybného stanoveni, zhodnoceni pripadnych problémii béhem analyzy.
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