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Stanoveni kyseliny glutamové
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Kyselina glutamova Model molekuly kys. L-glutamové

Kyselina L-glutamova (symbol G/u nebo E) je koédovana glukogenni neesencialni
aminokyselina. V potravinafstvi se oznacuje kodem E 620. Jeji soli se nazyvaji glutamany
(glutamaty). Jsou to ochucovadla (,,Latky chutové a povzbuzujici®) ptidavana do celé fady
potravin (jako kofeni). Pfi pozivani ve vétSim mnozstvi jsou Skodlivd, neméla by se viibec
davat kojenciim a détem do 3 let.

Vzhledem k ptitomnosti dvou karboxylovych skupin v molekule vykazuje kyselina L-
glutamova slab¢ kyselou reakci; proto se fadi ke kyselym aminokyselindm spolu s kyselinou
L-asparagovou. Protoze ma v molekule jedno chiralni centrum, uhlikovy atom, k némuz je
pfipojena karboxylova a aminova skupina, existuje kyselina glutamova ve dvou
stereoizomerech, jako kyselina L-glutamova a kyselina D-glutamova, které maji stejné
fyzikalni vlastnosti s vyjimkou optické aktivity. V Zivych organismech se vSak vyskytuje
pouze L-forma.

Jeji barnaté a zine¢nata sul jsou Spatné€ rozpustné ve vodé, cehoz se vyuziva k jejimu déleni od
smési jinych aminokyselin.


http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Glukogenn%C3%AD_aminokyseliny&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/wiki/Esenci%C3%A1ln%C3%AD_aminokyseliny
http://cs.wikipedia.org/wiki/Aminokyseliny
http://cs.wikipedia.org/wiki/P%C5%99%C3%ADdatn%C3%A9_l%C3%A1tky
http://cs.wikipedia.org/wiki/Kyselina_asparagov%C3%A1
http://cs.wikipedia.org/wiki/Kyselina_asparagov%C3%A1
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Chir%C3%A1ln%C3%AD_centrum&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Stereoizomer&action=edit&redlink=1

IZOTACHOFOREZA

Uvod

[zotachoforéza patii mezi elektromigracni separac¢ni metody, které vyuzivajici rozdilné
pohyblivosti iontd v elektrickém poli. Od ostatnich elektromigra¢nich metod se 1isi tim, Ze
vzorek je davkovan mezi dva elektrolyty - vedouci (leading L) a koncovy (terminating T).
Pro jejich vybér plati:
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Béhem jedné analyzy mohou byt separovany pouze ionty jednoho znaménka, bud’
anionty nebo kationty. Izotachoforeticky proces za¢ne probihat po pfipojeni systému
k elektrickému poli. Hodnoty konstantniho proudu se pohybuji v fadu desitek pA.

Proces analyzy mtuzeme rozdélit na dvé ¢asti. Nejprve dochdzi k oddéleni slozek
vzorku, pricemz jednotlivé ¢astice migruji ve smeésné zon¢ riznymi rychlostmi. V druhé casti,
kterou miizeme povazovat za ustaleny stav se ¢astice rozd€li a vSechny se pohybuji stejnou
rychlosti.

Obr.1

Dynamika separace smési sloZzek A a B, pro které plati u, = #5 je ukdzana na obr.1.
Béhem separace se rychlejsi ¢astice dostavaji doptedu a pomalejsi se zpozd'uji. Po ustaleni
vznikd 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
iontll v kazdé zoné je konstantni).

v=a = u gk = uguy =upEr= kgngt.

Ostré rozhrani mezi jednotlivymi zénami ve stacionarnim stavu se popisuje pomoci

tzv. samozaostiovaciho efektu. VSechny ionty, at’ pohyblivéjsi nebo ty méné pohyblivé se
pohybuji stejnou rychlosti. Je to zptisobeno rozdilnym potencidlovym spadem v kazdé ze zon.

vvvvv

znamena, zZe na pomalejsi ionty ptisobi vétsi hnaci sila.



Analyza Kkyseliny glutamove

Kvantitativni stanoveni kyseliny glutamové se provadi pomoci kapilarniho
elektroforetického analyzatoru EA 100. V horni kolon€ systému dochazi k ptedseparaci
vzorku a v kolon¢ spodni, separacni, probiha vlastni rozdéleni a konduktometricka a podle
zajmu 1 UV detekce slozek vzorku.

UKOL
1. Zméfit kalibracni kiivku (kazdy bod méfen 1x)
2. Zmgéfit neznamy vzorek kyseliny glutamové (méfit 2 — 3x)
3. Identifikovat zonu kyseliny glutamové a kvantifikovat

POSTUP
1) Priprava vedouciho a koncového elektrolytu

Vedouci elektrolyt: vypogitime navazky 2-10”M histidinu a 2-10”M histidinchloridu
do 250 ml, rozpustime je v kadince asi ve 200ml vody a pak ptiddme 50 ml 1% HEC
(hydroxyethyl-celul6za) a doplnime do 250 ml odmérné barnky.

Koncovy elektrolyt (5:10°M kyselina morfolinethansulfonova — MES): pfipravime do
250ml odmérné banky rozpu§ténim piedem vypocitaného mnoZzstvi MES v destilované vodé.
pH neupravujeme, je adjustovano protiiontem z vedouciho elektrolytu.

2) Priprava kalibracnich roztokii

K ptipravé kalibra¢nich roztokti pouzijeme zasobni roztok 10mM kyseliny glutamové.

Z tohoto roztoku ptipravime OmM; 0,2mM; 0,4mM; 0,6mM; 0,8mM; 1mM roztoky kyseliny
glutamové, které pouzijeme pro naméieni kalibraéni kiivky.

3) Viastni meéreni
Podle ptilozeného navodu pfipravime piistroj k méfeni. Zvolime optimélni metodu (v naSem

ptipadé metodu urci vyucujici) a pomoci programu ITPWin provedeme analyzu. Ziskané
vysledky graficky zpracujeme a spocitime mnozstvi kyseliny glutamové v neznamém vzorku.

Navod k obsluze kapilarniho elektroforetického analyzatoru EA 100

1. Priprava pristroje

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

b) injekéni stitkacku s destilovanou vodou vlozime do otvoru IN column 2, otevieme kohout
2 a mirnym pterusovanym stlacovanim injek¢ni stiikacky proplachujeme spodni kolonu.



Béhem tohoto proplachovani musi byt kohout 1 uzavieny a ddvkovaci kohout je v poloze A.
Pritok kontrolujeme tak, Ze voda nam hadic¢kou proudi do odpadu. Injekéni sttikacku po
proplachu nevyndédvame a pod tlakem pomalu kohout 2 uzavieme.

c¢) druhou injekéni stiikacku téz s destilovanou vodou umistime do otvoru IN column 1,
otevieme kohout 1 a opét mirnym pieruSovanym stlacovanim proplachneme horni kolonu.
Zkontrolujeme, zda mame davkovaci kohout stale v poloze 1 a kohout 2 musi zistat
samoziejm¢ zavieny. Pod tlakem kohout 1 uzavieme. Obé kolony jsou nyni naplnény vodou.

!! Rezervoary jsou od kolony oddéleny pomoci tenkych membran, piilis velky tlak pfi plnéni
by mohl zptisobit jejich protrzeni, proto opatné¢ a jemné !!

d) proplachnuti ddvkovaciho kohoutu provedeme tak, Ze pti naplnéném rezervoaru TE
oto¢ime davkovaci kohout do polohy B a sledujeme, zda voda odtéka do odpadu. V ptipadé,
ze neodtéka, rezervodr uzavieme a pomoci prazdné injek¢ni stiikacky vytvorime mirny
pretlak.

e) nyni, kdyzZ méame celou kolonu proplachnutou destilovanou vodu, odsajeme ji

z rezervoari CE 1 a CE 2 pomoci prazdné injek¢ni stiikacky se zizenym nastavcem.

Z kolony ji odstranime tak, ze vyndame ob¢ stiikacky s destilovanou vodou ze stiedni ¢asti
kolony, vyprazdnime je a vlozime je zpét na ptivodni mista ,, naplnéné vzduchem* (kohouty 1
a 2 jsou uzaviené). Davkovaci kohout mame opét v poloze A a pfi mirném pieruSovaném
stlatovani injek¢ni stiikacky v otvoru IN column 2 pomalu odstranujeme destilovanou vodu
ze spodni kolony (kohout 1 je uzavieny). Voda nam proudi do odpadu. Kohout 2 uzavieme a
za otevieného kohoutu 1 udélame totéz i s horni kolonou a injek¢ni sttikackou vlozenou do
otvoru IN column 1. Rezervoar TE vyprazdnime pooto¢enim davkovaciho kohout do polohy
B (zaroven tim kohout promyjeme).
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2. Plnéni 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, kviili eliminaci moznych vzduchovych bublin (netece-li pouzijeme pietlak) a kohout
vratime do polohy A.

b) rezervoary CE 1, CE 2 naplnime vedoucim elektrolytem, ddvame pozor aby se nevytvofili
bublinky.



¢) jednu injekcni stiikacku naplnime dostateCnym mnozstvim vedouciho elektrolytu a
umistime do otvoru IN column 2. Stejné jako pii proplachovani kolonu naplnime (kohout 1 je
zavieny) a pod tlakem kohout 2 uzavieme. Musime zkontrolovat, zda ndm v kapilafe ve
spodni kolon€ neziistaly zddné vzduchové bublinky. Znemoznily by sepnuti elektrického
obvodu. Injekéni stiikacku po celou dobu prace nevyndavame. V ptipad€ vzniku bublinek je
bud’ pulzné odstranime nebo v nejhorsim ptipadé znovu ,,promyjeme vzduchem® a opét
naplnime elektrolytem.

d) do otvoru IN column 1 ddme druhou injekéni strikacku naplnénou vedoucim elektrolytem,
kohout 1 otevieme a pomalu plnime. Po naplnéni kohout opét pod tlakem uzavieme. Mame-li
v systému bublinky, postupujeme stejné jako v pfedchozim bodu. Pomoci kryti vSechny
rezervoary zasroubujeme.

s
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!! Pozor na vzduchové bubliny!!

Polohy dévkovaciho kohoutu




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

3. Priprava ridictho pocitace a injektaz vzorku

a) zkontrolujeme piipojeni jednotky EA 100 a fidiciho pocitace do sité. Na
izotachoforetickém pfistroji zapneme spina¢ umistény vzadu vlevo dole. Naskoci disple;j
vodivosti.

b) zapneme fidici pocita¢, 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
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¢) nasko¢i ndm méftici okno, kde v horni nabidce vybereme METHOD a zvolime

pozadovanou metodu. V nasem piipadé je to metoda GLUTAMAT
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d) pfipraveny vzorek nasajeme do injek¢ni stiikacky a vsuneme do otvoru v horni ¢asti
separacéni jednotky (vede do ddvkovaciho kohoutu). Davkovaci kohout mame v poloze A a
malé mnozstvi vzorku prostiikneme do odpadu. Nyni madme naplnén objem 30ul. Davkovaci
kohout pooto¢ime do polohy B a sledujeme zda v zdsobniku TE ubyva elektrolyt, po par mm
prepneme do polohy C. Ted’ je systém piipraven pro analyzu.

e) davkovaci kohout mame tedy v pracovni poloze a zavieme dvitka pfistroje. Spustime
analyzu ptikazem START. Rozsviti se ¢ervena kontrolka HIGH VOLTAGE signalizujici

zapnuté napcti.



!! Zasadné¢ neotvirejte dvitka pti probihajici analyze (pfi svitici kontrolce HIGH
VOLTAGE)!!

pozn. V piipad¢, ze se v systému vyskytuji bublinky se analyza nerozbehne a pocitac nas
upozorni, je tieba systém opétovné proplachnout vedoucim elektrolytem a znovu nadavkovat
vzorek.

!! Po dob¢hnuti analyzy otevieme dviika a davkovaci kohout musime vratit do polohy A!!

f) v prvnim kroku probihé ptfedseparace v horni koloné (Upper), na obrazovce se objevi
postupujici ¢as, velikost proudu a velikost napéti. Zarovein se zaznamenava konduktometrické
ktivka detektorem umisténym na horni koloné

g) po prepnuti 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 A a ptipravime pro dalsi analyzu. Namétena data tedy ulozime a
pozdéji zpracujeme.
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4. Priprava opakované analyzy

a) davkovaci kohout madme v poloze A, obé kolony proplachneme stejnym zptisobem jako pfi
naplnéni kolony. Na proplachnuti kolony staci ptiblizné 2 ml vedouciho elektrolytu

z injek¢nich stiikacek. 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.



!! Pfed kazdym davkovéanim vzorku injek¢ni stiikacku proplachneme destilovanou vodou,
kontrolujeme zda se ndm do kolony nedostali bublinky!!

5. Ukonceni analyzy

a) po naméfeni posledni analyzy vypneme spina¢ na zadni strané

b) roztoky z rezervoarii odsajeme a z kolony jej pod tlakem prazdnymi injekénimi
stiikackami vytla¢ime do odpadu, poté promyjeme destilovanou vodou stejné jako

v predchozich ptipadech.

¢) vSechny pouzité injekcni stiikacky proplachneme destilovanou vodou a ulozime. Odpad

z naddobky vylejeme a pomoci krytii zasroubujeme vSechny rezervoary.

pozn. Cely systém zlstane naplnény destilovanou vodou

6. Vyhodnoceni vysledkii

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 idedlni tvar a
¢iselnym oznacenim pikli). V horni nabidce ANALYZE zvolime ZoneTable a zobrazi se nam
tabulka s Cisly pikd, pro pik odpovidajici kyseliné glutamové odecteme délku (Lenght).

Zone Table : chitp23l1enidatai0l1alg 2 dat

Ho  Start End Length RSH

3 1353.50 1354.10 0.e0 0.201 -
4 1354.10 1355.40 1.30 0.261

5 1355.40 135m.35 0.95 0.318

b 1356.35 1357.45 1.10 0.389

7 1357.45 1358.10 0.65 0.476

g 1358.10 1358.70 0.60 0.534

9 1358.70 . 2. 1] =
10 1371.25 1372.15 0.90 0.723 -
MEMO | |
¥ Header [~ Method BRINT | ﬂl
™ Description [ Graph (1] 4 |

¢) do grafu vynasime délku piku v zavislosti na koncentraci kyseliny glutamové. Mnozstvi
neznamého vzorku ziskdme pomoci kalibra¢ni ptimky z rovnice regrese.






