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ULOHA &.2

ITP I1ZOTACHOFOREZA)
Stanoveni kyseliny glutamové a glutamata (glutamanii)
v potravinach

CILE ULOHY

e  kvantitativné stanovit kyselinu glutamovou pomoci kapilarniho elektroforetického analyzatoru EA 100
upraveného na EA 102, kde v horni koloné systému dochézi k pfedseparaci vzorku a v koloné¢ spodni, a
separacni analytické, probihd vlastni rozdéleni a konduktometrické detekce kyseliny.

UKOLY:
2.1. Seznameni s metodou ITP
2.1.1. Obecna instrumentace
2.1.2. Zpisoby vyhodnoceni ITP
2.2. Stanoveni kyseliny glutamové a glutatamatt (glutamanti)
2.2.1. Obecna charakteristika kyseliny glutamové a glutamatt (glutamanti)
2.2.2. Ptiprava kalibra¢nich roztoki.
2.2.3. Méfeni kalibracnich zavislosti.
2.2.4. Identifikace zony kyseliny glutamové a kvantifikace kyseliny glutamové.

2.2.5. Vyhodnoceni analyzy

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

10 mM histidin HIS (C¢HoN3O,, M = 155,16 g.mol™), 10 mM histidinchlorid HIS-C1 (C¢HoN30,.HCL.H,0, M =
209,63 gmol'), 1 % HEC (hydroxyethyl-celulosa), 5 mM kyselina morfolinethansulfonova MES,
C¢H3NO4S.H,0, M =213,25 g.mol'l), 10 mM kyselina glutamova ( CsHoNO,4, M = 147,13 g.mol")

Sklo a pomiicky:

Injekeni strikaCka 5 ml (4x), injekéni stfikacka s plastovym nastavcem 5 ml (1x, odsavani elektrolytd a
promyvani), chemicka 1zicka, vazenka (2x), kadinka 50 ml (2x), 100 ml (1x), odmérna baiika 25 ml (4x), 50 ml
(1x), 100 ml (1x), 250 ml (4x), pipetovani balonek, pipeta nedélena 10 ml (1x), pipeta délena 1 ml (1x), 2 ml
(1x), 5 ml (2x).



Analyticka chemie organickych latek 2

2.1. SEZNAMENIi S METODOU ITP

TEORIE:

Izotachoforéza patii mezi elektromigracni separacni metody, které vyuzivajici rozdilné pohyblivosti
iontl v elektrickém poli. Od ostatnich elektromigra¢nich metod se lisi 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:

Up = Upgp = Up

Béhem jedné analyzy se separuji bud’ jenom anionty nebo jenom kationy (tj. pouze ionty jednoho
znaménka). [zotachoforeticky proces zacne probihat po ptfipojeni systému k elektrickému poli (stejnosmérné
napéti). Hodnoty konstantniho proudu se pohybuji v fadu desitek pA.

Proces analyzy mtzeme rozdélit na dvé ¢asti. Nejprve dochazi k oddeleni slozek vzorku, pficemz
jednotlivé ¢astice migruji ve smésné zon¢ ruznymi rychlostmi. V druhé ¢asti, kterou miizeme povazovat za

ustaleny stav se Castice rozdeli a vSechny se pohybuji stejnou rychlosti.

Obr.1 — Dynamika separace smési slozek A a B

T A+B L

Obr.1

Dynamika separace smési slozek A a B, pro které plati 14 = 1ig je ukdzana na obr.1. Béhem separace
se rychlejsi ¢astice dostavaji doptedu a pomalejsi se zpozd'uji. Po ustaleni vznika stacionarni stav, ve kterém jsou
Jjiz zony poskladany podle pohyblivosti svych ¢astic. Mezi zénami vzniklo ostré rozhrani a déle se pohybuji
vsechny stejnou rychlosti (koncentrace iontli v kazdé zoné je konstantni).

v=u,E, = u,E, = uguy, =u;E; = konst.

Ostré rozhrani mezi jednotlivymi zénami ve stacionarnim stavu se popisuje pomoci tzv.

v

rychlosti. Je to zpuisobeno rozdilnym potencialovym spadem v kazdé ze zon. Tento potencidlovy spad (gradient)
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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.

2.1.1. OBECNA INSTRUMENTACE

ZDROJ NAPETI

Napétovy zdroj je konstruovan jako ampérostat, konstantni hodnota proudu je udrzovana regulaci
napéti. Celkovy odpor systému v prubehu separace roste (separacni kapilara e postupné zapliuje malo vodivym
koncovym elektrolytem). Pfi bézn€ uzivanych koncentracich vodiciho elektrolytu (0,01 M) byva pocatecni
napéti kolem 2 kV a postupné vzrusta na 4 — 6 kV podle typu pouzitého koncového elektrolytu. Hnaci proudy se
v zé&vislosti na prifezu kapilary pohybuji mezi 20 — 500 pA. Napajeci zafizeni je vybaveno napétovou ochranou,
kterd automaticky vypne obvod v pfipadé, Ze odpor v separacni kapilate nadmérné€ vzroste (bublina v kapilate).

Obr. 2— Schéma dvoukolonového ITP analyzatoru

1. nadobka s koncovym elektrolytem,
2. blok nastiiku.

3 piedseparatni kolona,

4. detektor,

ﬁ};q e—_ |1'.:M]:|IEI
[ rozdélovaci blok,
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6. myektovani vzorku,
-5 7. polopropustna membrana,
g
9

nadobka s vedoucim elektrolytem,
. analyticka kolona,

10. detektor,

11. detektor UV,

2. nadobka s vedoucim elektrolytem,

13. polopropustna membrana,

14 davkovani koncoveho elektrolytu nebo
vzorku davkovacim kohoutem

SEPARACNI KAPILARA

Pouzivaji se kapilary z plastu (vétsinou teflonu) z ddvodu 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 naboje v povrchové vrstvé
elektrolytu. Tenzid zaroven zvySuje viskozitu elektrolytu, ¢imz pfispiva ke stabilizaci zon. Separacni kapacita
kapilary zavisi na jeji délce a jejim priiezu.



Analyticka chemie organickych latek 4

DETEKTOR

K detekei 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 zonach a klesa koncentrace. Toho lze vyuzit
k univerzalni detekci jednotlivych zon na konci separacni kapilary. Mohou se proto pouzivat napt. detektory
potenciometrické, spektrofotometrické, teplotni nebo konduktometrické.

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

2.1.2. ZPUSOBY VYHODNOCENI

KVALITATIVNI ANALYZA A ] TR h,

Kwvalitativni vyhodnoceni zdznamt univerzalnich detektot je
analogické s vyhodnocenim chromatogramii. UrCuje se relativni poloha
(vyska schodu) vzhledem k poloze vedouciho a koncového elektrolytu. |  — [ ~°°77°°7° h,

h

h‘e(] —

'

Tato relativni vyska se porovnava s relativnimi vyskami zon latek, jejichz pfitomnost ve vzorku
predpokladame. Potvrzenim identity je pfidavek standardu stanovované slozky ve vzorku — identicka zona se
vzhledem k ostatnim z6nam prodlouzi.

KVANTITATIVNI ANALYZA ANALYZA

Nejcastéji se pouzivaji dva typy metod:

Metoda kalibrac¢niho grafu — je to metoda nejpouzivanéjsi, kdy se pfipravi sada roztokti se znamym
mnozstvim stanovované latky, sestroji se kalibra¢ni kfivka a hodnota hledané veli¢iny nezndmého 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:

G_ «

Ptidavkem standardu o objemu ¥ a koncentraci ¢, ke vzorku o objemu V), a koncentraci ¢, vznikne
roztok o koncentraci:
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Vydélenim rovnic a upravou ziskame vztah pro koncentraci ¢, v ptivodnim vzorku:

Vynesenim hodnot po jednotlivych ptidavcich do grafu 1ze postupovat jako v pfedchazejicim piipadé.
Urcitym problémem zistava 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 bodu.

S vyhodou Ize pouzit zdznamu derivacni kiivky, kde poloha inflexu je vyznac¢ena maximem na derivacni kiivce.

2.2. STANOVENI KYSELINY GLUTAMOVE A GLUTAMATU

2.2.1. OBECNA CHARAKTERISTIKA KYSELINY GLUTAMOVE A GLUTAMATU

Kyselina L-glutamova CsHoNO, (symbol Glu nebo E) je kodovana glukogenni neesencialni
aminokyselina. V potravinafstvi se oznacuje kodem E 620. Jeji soli se nazyvaji glutamany (glutamaty).

Obr.3 — vzorec kyseliny glutamové a model kyseliny L-glutamové (kyseliny L-2-aminopentandiové)
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Vzhledem k pfitomnosti dvou karboxylovych skupin v molekule vykazuje kyselina L-glutamova slabé
kyselou reakci; proto se fadi ke kyselym aminokyselinam spolu s kyselinou L-asparagovou. Protoze ma v
molekule jedno chirdlni centrum, uhlikovy atom, k némuz je pfipojena karboxylova a aminova skupina, existuje


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/w/index.php?title=Chir%C3%A1ln%C3%AD_centrum&action=edit&redlink=1
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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 barnata a zineénata sul jsou $patné rozpustné ve vode, ¢ehoz se vyuziva k jejimu déleni od smési jinych
aminokyselin.

Glutamany (glutamaty) jsou ochucovadla (tj. latky chutové a povzbuzujici) ptidavana do celé fady
potravin jako kofeni. Pfi pozivani ve vétsim mnozstvi jsou Skodliva, neméla by se viibec davat kojencim a
détem do 3 let.

E 620 Kyselina glutamova E 623 Glutaman vapenaty
E 621 Glutaman sodny E 624 Glutaman amonny
E 622 Glutaman draselny E 625 Glutaman hofecnaty

Tyto latky se sméji pouzivat jednotlivé nebo v kombinaci az do vyse nejvyssiho povoleného mnozstvi,
pocitano jako kyselina glutamova. Pti pouziti v kombinaci nesmi suma jejich mnozstvi prekrocit hodnotu
nejvyssiho povoleného mnozstvi (NPM). Pridatné latky, pro které neni v této pfiloze stanoveno nejvyssi
povolené mnozstvi ¢iselnou hodnotou, Ize pouzit pfi vyrobé potravin v mnozstvi nezbytné nutném pro dosazeni
zamysleného technologického ucinku a pti zachovani zasad spravné vyrobni praxe (dale jen ,,nezbytné mnozstvi,
NM). Pouziti latky pfitom nesmi vést ke klamani spotiebitele.

Piiloha ¢.1 k vyhlasce ¢. 298/1997 Sb.

Cislo E Latka Néazev potraviny NPM mg.1", resp. Mg kg™

Potraviny obecné kromé

E 620 az 625 Kyselina glutamova nealkoholickych népoji 10 000
Kofenici ptipravky NM
Smési koteni se soli a glutamanem NM

Glutamaty neboli stli kyseliny glutamové jsou v§ak také ptirozenou souc¢asti mnoha potravin a v
koncentraci 22 miligramti na 100 gramd ho najdeme dokonce i v matetském mléce. S6jova omacka obsahuje ve
stejném mnozstvi 1090 miligramt a parmazan dokonce 1200 miligramti. Glutamat je v men$im mnozstvi
pfitomen i v rajcatech (140 miligramt), v kufecim a hovézim mase. Jedno vejce obsahuje 13 miligramt
glutamatu. Lidské télo obsahuje vétsi mnozstvi této slouCeniny, prevazné vsak ve vazané podobé, napiiklad v
kostech. Pouhych deset gramti je volnych, z toho dva a ptil gramu v mozku, kde slouzi jako dulezity
neurotransmiter.

Prave ona fidici a pfenosova tiloha glutamatu v lidském mozku dava odbornikiim diivod k obavam.
Nevyluduji, ze by prebytek této latky mohl ovlivnit nékteré funkce naseho téla, naptiklad chut k jidlu, pozornost,
zrak nebo sexualni funkce. Oficialné je glutamat povazovan za neskodnou latku. V USA je jako ptidavek do
cela rada dalSich kompetentnich instituci. V posledni dobé se vSak mnozi zpravy o vedlejsich ucincich tohoto
oblibeného kofeni. Podle studie zvetejnéné v roce 1997 zpiisobuje u citlivych osob bolesti hlavy, tuhnuti svald,
hlavy a kiecemi a shoduji se s takzvanym syndromem ¢inskych restauraci, ktery poprvé popsal americky lékar
Robert Ho Man Kwok v roce 1968. Za rizikovy faktor se glutamat povazuje u neurodegenerativnich
onemocnéni, jako jsou roztrousena sklerdza a Alzheimerova nebo Parkinsonova nemoc. Je pravdépodobné, ze
hematoencefalicka bariéra, ktera u zdravych osob brani vstupu nevhodnych latek do mozku, u takto postizenych
pacientti dobfe nefunguje a glutamat poté zhorSuje celkové piiznaky choroby.

Glutamat se ve vétsim rozsahu pouziva predevsim do sackovych polévek a dalSich pokrmt uréenych k
rychlé ptipravé. Najdeme ho i v chipsech, Sunce a dalSich uzeninach. Na etiketé jsou glutamaty oznacovany Cisly



http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Stereoizomer&action=edit&redlink=1
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E620 az E625, jindy se skryvaji pod dal$imi nazvy, napfiklad zesilova¢ chuti, maltodextrin, pSeni¢ny protein
nebo kvasnicovy vytazek. Obvyklé mnozstvi glutamatu v téchto potravinach ¢ini 0,3 az 0,8 procenta, tedy 300 az
800 miligramd na 100 gramu. V talifi saickové polévky tedy muzete mit az 1500 miligramid glutamatu.

Podle nékterych studii podporuje glutamat ziejme i chut k jidlu a mize byt jednim z faktori vedoucich
k obezité. Pokusna zvifata se po poziti glutamatu Casto pustila do jidla, i kdyz pfedtim byla nasycena. Podobny
efekt 1ze pozorovat dokonce i u rostlin. S pfipravkem k posileni riistu rostlin pouzivanym v USA pod nazvem
AuxiGro lze pry dosahnout vyrazné vyssi irody brambor nebo mrkve. Tento rustovy stimulator obsahuje volné
glutamové kyseliny

2.2.2. PRIPRAVA KALIBRACNICH ROZTOKU

POSTUP:

2.2.2.1. PRIPRAVA VEDOUCIHO A KOCOVEHO ELEKTROLYTU

1. VEDOUCI ELEKTROLYT: 2-10M histidin + 2-10 M histidinchlorid + 1% HEC (pH = 5,5 — 6,5)

Vypoéitame navazky 2-10> M histidinu a 2-10 M histidinchloridu do 250 ml odmé&rné bariky, rozpustime je
v kadince asi ve 200ml vody a poté pridame 50 ml 1% HEC (hydroxyethyl-celuloza), ktery si pfedem
pripravime do 50 ml odmérné banky (20 - 30 minut rozpoustime v ultrazvukové lazni) . Po rozpusténi vSech
latek, roztok kvantitativné prevedeme do odmérné bariky o objemu 250 ml. Doplnime odmérnou baniku po
rysku. V piipadé nutnosti upravime elektrolyt pied doplnénim po rysku odplynénim v ultrazvukové lazni.

2. KONCOVY ELEKTROLYT: 5-10°* M kyselina morfolinethansulfonova — MES

Koncovy roztok pfipravime navazenim a rozpusSténim pfedem vypocitaného mnozstvi MES v destilované
vodé do 250 ml odmérné banky, doplnime po rysku destilovanou vodou. Diikladného promichani dosdhneme
odplynénim v ultrazvukové 1azni. pH neupravujeme, je adjustovano protiiontem z vedouciho elektrolytu.

2.2.2.2. PRIPRAVA KALIBRACNICH ROZTOKU

K pripravé kalibracnich roztokli pouzijeme zasobni roztok 10 mM kyseliny glutamové. Vypocitame
navazku zasobniho roztoku kyseliny askorbové do 50 ml odmérné baiiky, navazime a navazku rozpustime
v pfiblizné 25 ml destilované vody, kvantitativné pfevedeme do odmérné baiika na 50 ml a doplnime po rysku.
V ptipad¢ nutnosti upravime elektrolyt pfed doplnénim po rysku odplynénim v ultrazvukové lazni.

Z tohoto roztoku ptipravime 0,0 mM, 0,4 mM, 0,8 mM a 1,2 mM kalibra¢ni roztoky do 25 ml
odmeérnych ban¢k, které pouzijeme pro naméfeni kalibraéni kiivky.
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2.2.3. MERENI KALIBRACNICH ZAVISLOSTI

POSTUP:

Podle navodu k obsluze pripravime pfistroj k méteni. Zvolime optimalni metodu a pomoci programu

ITPWin provedeme analyzu. Ziskané vysledky graficky zpracujeme a spocitdme mnozstvi kyseliny glutamové
v neznamém vzorku.

Kvantitativni stanoveni kyseliny askorbové se provadi pomoci kapilarniho elektroforetického

analyzatoru EA 100 upraveného na EA 102. V horni kolon¢ systému dochazi k predseparaci vzorku a v kolon¢
spodni, separacni, probiha vlastni rozdéleni a konduktometricka i UV detekce slozek vzorku.

Navod k obsluze kapilarniho elektroforetického analyzatoru EA 102

1. PRIPRAVA PRISTROJE

b)

Pied zacatkem prace je nutné cely systém promyt destilovanou vodou:
destilovanou vodou naplnime rezervoary TE, CE I a CE 2,

injekenti stiikacku s destilovanou vodou vlozime do otvoru IN column 2, otevieme kohout 2 a mirnym
prerusovanym stlacovanim injekéni sttikacky proplachujeme spodni kolonu. Béhem tohoto
proplachovéani musi byt kohout 7 uzavieny a ddvkovaci kohout je v poloze A. Prutok kontrolujeme tak,
ze voda nam hadic¢kou proudi do odpadu. Injekéni stiikacku po proplachu nevyndavame a pod tlakem
pomalu kohout 2 uzavieme.

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

!POZOR: 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 jemné !

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 piipadé, Ze neodtéka, rezervoar
uzavieme a pomoci prazdné injekeni stiikacky vytvorime mirny pietlak.

nyni, kdyz mame celou kolonu proplachnutou destilovanou vodu, odsajeme ji z rezervoari CE [ a CE 2
pomoci prazdné injekeni stiikacky se zizenym nastavcem. Z kolony ji odstranime tak, Ze vyndame obé
stiikacky s destilovanou vodou ze stiedni ¢asti kolony, vyprazdnime je a vloZime je zpét na ptivodni
mista ,,naplnéné vzduchem* (kohouty / a 2 jsou uzavtené). Davkovaci kohout mame opét v poloze 4 a
pfi mirném pierusovaném stlacovani injekeni stiikacky v otvoru IN column 2 pomalu odstraiiujeme
destilovanou vodu ze spodni kolony (kohout / je uzavieny). Voda ndm proudi do odpadu. Kohout 2
uzavieme a za otevieného kohoutu / udélame totéz i s horni kolonou a injekéni stiikackou vlozenou do
otvoru IN column 1. Rezervoar TE vyprazdnime pooto¢enim davkovaciho kohout do polohy B (zaroven
tim kohout promyjeme).
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Zasobnik na
koncovy
elektrolyt TE
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Z4asobnik na
vedouci
elektrolyt CE 1

Z4asobnik 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 v poloze A). Pootoc¢enim do polohy B nechame malé mnozstvi odtéct do odpadu, kvili eliminaci
moznych  vzduchovych bublin (netece-li pouzijeme pietlak) a kohout vratime do polohy A.

b) rezervoary CE I, CE 2 naplnime vedoucim elektrolytem, davame pozor aby se nevytvorili bublinky.

¢) jednu injekéni stiikacku naplnime dostate¢énym mnozstvim vedouciho elektrolytu a umistime do otvoru
IN column 2. Stejné jako pii proplachovéni kolonu naplnime (kohout 7 je zavieny) a pod tlakem kohout
2 uzavieme. Musime zkontrolovat, zda nam v kapilafe ve spodni kolon¢ neztstaly zadné vzduchové
bublinky. Znemoznily by sepnuti elektrického obvodu. Injekéni stiikacku po celou dobu prace
nevyndavame. V pripadé vzniku bublinek je bud’ pulzné odstranime nebo v hor§im pfipadé 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 pfedchozim bodu. Pomoci krytl vSechny rezervoary zasroubujeme.
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POLOHY DAVKOVACIHO KOHOUTU:

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

Pripraven k analyze.

Davkovani vzorku,
vzorek se davkuje
s kohoutem v poloze A

10
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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. Nasko¢i displej vodivosti (v horni pravé casti panelu).

b) zapneme fidici pocitac, neni-li zapnut a spustime program ITPWin umistény na plose pocitace. Otevie
se nam okénko Main ITPWin Window, kde zvolime RUN:

REI
File Wiew Zoom Commands Change Tools ‘Window Help

£ il & W

m 7 o uoit WA 1

@ Upper Conductivity [No Data] B [=] 3] | @ Lower Conductivity [No Data] I =] 3]

10.000 bl 10,000 blt E

Qo00|

o000 |

soo0| g.000 |

Toon| 700 |

6000 | 6000 |

5000 | 5000 |

400 | 4000 |

3000 | 000 |

2000 | 00|

Toon| 1000

221 S S SN SRR SN NN SN SR S S o owo| L e
o.oo 0.00 000 000 000 000 0.0o 0.0 0.0 0.00 0.00 = 0.00 o.oo o.oo o.oo o.oo o.oo 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 =
K1 7 | K H
o= =
10.000 it [
Current: O pd 9.000

8000 |

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 700 |

6.000|
5.000

Volkage: 0% -

4000 |

2000 400060002000 10600 12000 14600 16000 18000 20000 sl

200 |

1.000

Step time: 0.0 sec

0.000 i i i i i i i i i se
0.00 000 000 000 000 000 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

W2 W@ 40 s e 7 & @ 100 ||| ap
Ready [Comp: <hone> [Time elapsed: 0.0sec  [StepOof 0 [HBRE | [Column: MjA
iR start H G 8 e |J [ rrerrozz IBE 1TPPro Runtime Made ... $-ELBE s

c) nasko¢i nam méfici okno, kde v horni nabidce vybereme METHOD a zvolime metodu KYSELINA
GLUTAMOVA 1.Zkontrolujeme zadané hodnoty nastaveni Casi a napéti:

Method: Kys.glutanmoval.mth, created on: 5. bfezna 2010 ﬂjl
i Method table | | Method parameters
g Ti Curent L
N:.P [ﬁ“:] IHE]H [1;:-5] Caduimry Doata Acquistion L IWL-‘ vI i
|_1 | | =m0 | 0 |L||:I|:|BI x| [ Cond T 0% Sample Aate Iﬂ ampses
 Step| Time[s] Coment (18] Comp [10mV]| Column | Cond | LV Moda [ITF =]
1 100 50 0 Upper
2 £00 =0 50 Upper High Voltage Limit
3 0 =0 0 Upger
4 100 100 0 Lower TRIP 15000 %
5 800 1] 0 Lower H
Folarky |- ANIOMS "I
PreComp 80 =zec
InsetStep | AgpendSiep | Remove Step | Mews Method |
Save | Seveds.| [Load. | LosdDefaut|  MakeDefaud| 0k | Concel |

d) pripraveny vzorek nasajeme do injekéni stiikacky a vsuneme do otvoru v horni ¢asti separacni 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 TE ubyva elektrolyt, po par mim pfepneme do polohy C. Ted’ je systém
pfipraven pro analyzu.
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e) davkovaci kohout mame tedy v pracovni poloze a zavieme dvitka pfistroje. Spustime analyzu pfikazem
START. Rozsviti se Cervena kontrolka HIGH VOLTAGE signalizujici zapnuté napéti.

!POZOR: Neotvirejte dvika pri probihajici analyze (p¥i svitici kontrolce HIGH VOLTAGE)!

IPOZOR: V priipadé, 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 otevi‘eme dviika a davkovaci kohout musime vratit do polohy A4!

4. PRUBEH ANALYZY

a) v prvnim kroku probiha pfedseparace v horni koloné (Upper), na obrazovce se objevi postupujici ¢as
velikost proudu a velikost napéti. Zaroven se zaznamenava konduktometricka kfivka 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 4 a
pripravime pro dalsi analyzu. Namétena data tedy ulozime a pozdéji zpracujeme.

ITPPro32 - [2_wz0,5 mM.dat - Lower Conductivity detector] - |5 ﬂ
=] File Wiew Zoom Analyze Parameters Calibration Owverlap Tools Window Help _|5 ﬂ
! S BN LR KRR -
= [~
Run | | @ = | = R ML oL RsH S Ce
5.042 bk Manual Measure ;I UpCond
: H H H H H H H H e
4738 | Tm Clase
4414
awt| L h
Bl
BAGD| . L S I S R R S S S
2847 E E
R N ARREEEREEREEEE AREERREE T I e
TEII| . E S S __________E _________________________________________
d |
e [ —— e —————— e S [ T [ R
1.005 \ i i i i i i i i sac
&E0.00 960.00 1040.00 11z0.00 1200.00 1250.00 1360.00 1440 .00 1520.00 1600.00 1630.00 -
1 _'l_I
Grid Ideal Graph  Identification  Derivation | DetectedSignal |
Add  Del Delal | Auto Drag ‘ C0|0r|
il start |J e B ) |j|§nppmaz-[z_vzu,5 m... [BrTeero Runtime bade - H... | EDokumentt - Microsoft w.. | GEERE 7

5. PRIPRAVA OPAKOVANE ANALYZY

a) davkovaci kohout mame v poloze A, ob¢€ kolony proplachneme stejnym zpiisobem jako pii naplnéni
kolony. Na proplachnuti kolony staéi pfiblizné¢ 2 ml vedouciho elektrolytu z injekénich stiikacek.
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b)

13

nadavkujeme vzorek, pootoc¢ime davkovaci kohout do polohy B, nechame odtéct trochu koncového
elektrolytu a oto¢ime do pracovni polohy C. V hornim panelu spustime START..

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

6. UKONCENI ANALYZY
a) po naméfeni posledni analyzy vypneme spina¢ na zadni strané
b) roztoky z rezervoard odsajeme a z kolony je pod tlakem prazdnymi injekénimi stiikackami vytlacime
do odpadu, poté promyjeme destilovanou vodou stejné jako v predchozich pfipadech
¢) vSechny pouzité injekéni stiikac¢ky proplachneme destilovanou vodou a ulozime. Odpad z nadobky

vylejeme a pomoci kryt zasroubujeme vSechny rezervoary.

IPOZOR: Cely systém zistane naplnény destilovanou vodou.

7. VYHODNOCENI VYSLEDKU

a)

tlacitkem RUN piepneme na vyhodnoceni a v hlavni 1i§t€ vybereme naméteny soubor.

b) po zobrazeni grafu oznacime ve spodni nabidce IdealGraph (grafem se prolozi idealni tvar a ¢iselnym

oznacenim piktt). V horni nabidce ANALYZE zvolime ZoneTable a zobrazi se nam tabulka s Cisly
pikt, pro pik odpovidajici kyseliné askorbové odecteme délku (Lenght).

ITPPro32 - [2_vz0,5 mM.dat - Lower Conductivity detector] -2 ]
= File View Zoom Analyze Parameters Calibration Overlap Tools  Window  Help = x|
. O R R R - K
Run | = ? "‘J, Heh m M oL R + i.fw
5043 Wit :I UpCond
LowCond
4728 Close
4dld|
4| :
1) U U U SN S SO N SUUUUUUUS SRS SO DU
S R SN NN RN N Rt AR N R S .
: : _D5.2_v20,5 mM.dat a2
R T R [ Zone List - Zone Datai
: ; [ Mol Statls|  Erd[s)] Lengthls)|  RSH] e
: : & Ld 120970 323,70
2847 H H 1 120970 122115 1145 0050
[Ty L [T 2 12115 122215 100 0083
: : 4 3 122215 122300 085 0102
H H 4 122300 124265 1965 0155 @
DEW| i R S I DR 6 1242E5  1248E5 EOD 0211
: : 6 1248EB5 128515 E50  0z84
H . 7128515 1257.2% 210 033
7 p 8 125725 129865 4140 0552
[l e —— P R ———— = o Tm 123365 1630.00 38135 1.000 E
E : Memo: |
1.908 1 1 | 1 -
280.00 960.00 1040.00 1120.00 1200.00 1w [ — L
[V Header I~ Mathod )
il I Dossintion = Gragh Print | Freview |
escription raph _ l
Grid Ideal Graph  Identification  Derivation | DetectedSignal ‘ m

add Dl Delal | suto Drag | Cnlnr|

[Ready [

iﬁﬁtartm G e He |J Fi{ [TPPr032 - [2_vz0,5 m... [EEITPPro Runtime Mods - H... | EjDokument - Microsaft w... |
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P cd 4|

—one List —2one Detall

No| Stat[s]  End[s]] Lengthls]] FSH| L
: 120970 32970 | 0.000 -

1120970 122115 11.45  0.050 i

2 1271115 122215 100 0083

3 122215 122200 085 DIm X

4 122300 124265 1965 0155 i a

5 124265 124965 600 0.211

B 124265 128515 650 0284

7 125515 1257.25 210 035

B 126725 129865 4140 0552 -

Tm 12%E5 162000 31,35 1.000 .
Mem: | -

Ld

Piint
¥ Header [~ Method Print | F“reviawl
[T Desciption [ Graph

¢) do grafu vynasime délku piku v zavislosti na koncentraci kyseliny askorbové. Mnozstvi nezndmého
vzorku ziskame pomoci kalibracni pfimky z rovnice regrese.

2.2.5. VYHODNOCENI ANALYZY

Pfi vyhodnoceni pouzijeme metodu kalibraéni kFivky. Kazdy bod v kalibra¢ni kfivce proméfime 2x.
Neznamy vzorek kyseliny glutamové zmétime 2, identifikujeme zonu kyseliny glutamové a kvantifikujeme

Ji.

Do zavéru uvedeme:

1. Hodnoty nalezenych mnozstvi kyseliny glutamové zaokrouhlené na platny pocet mist, tabulky a
grafy.
2. Srovnani deklarovaného obsahu Kkyseliny glutamové v neznamém vzorku s obsahem nami

zjisténym, zduvodnéni rozdild.

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



