ULOHA &. 1

ANALYZA SMESI METHYLXANTINU POMOCj ,
KAPALINOVE CHROMATOGRAFIE NA REVERZNI FAZI

Pracovni roztoky standardi methylxantint a polyfenolti o koncentraci ¢ = 100 ug'ml" piipravime
ze zasobnich roztoki o koncentraci 1 mg'ml”' pomoci mikropipety nafedénim destilovanou vodou
pfimo do mikrozkumavky. Stejnym zptisobem si pfipravime i smés methylxantini a polyfenolt

o koncentraci jednotlivych latek ¢ = 100 pg-ml™.

ULOHA C.2

STANOVENI KYSELINY GLUTAMOVE POMOCH 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 pridavku standardu.

K pripravé standardl pro pridavek pouZzijeme zasobni roztok 10mM kyseliny glutamové. Vypocitame
navazku zéasobniho roztoku kyseliny glutamové do 50ml odmérné banky. Navazku navazime a
rozpustime v piiblizné 25 ml destilované vody, kvantitativné prevedeme do odmérné banky a banku
doplnime po rysku destilovanou vodou. V pfipad¢ nutnosti upravime elektrolyt pfed doplnénim banky
po rysku odplynénim v ultrazvukové lazni.

2.2.2.4. PRIPRAVA VZORKU PRO METODU PRiDAVKU STANDARDU

Pfipravime si zasobni roztok vzorku obsahujiciho kyselinu glutamovou (stanovovana latka) tak, Ze
kapalny vzorek obsahujici kyselinu glutamovou natedime 100x do 100ml odmérné banky.

Ze zasobniho roztoku vzorku napipetujeme do Ctyf 25ml odmérnych banék 2,5 ml zasobniho roztoku
a pridame takové mnozstvi 10mM roztoku kyseliny glutamové, aby po doplnéni destilovanou vodou po
rysku byla koncentrace pfidavki kyseliny glutamové 0,0 mM, 0,2 mM, 0,4 mM a 0,6 mM. Takto
pfipravené roztoky pouzijeme pro uréeni nezndmého mnozstvi kyseliny glutamové ve vzorku. Kazdy
vzorek zmétime 3x.

2.2.3. MERENI VZORKU

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

Pii dvoukolonové analyze v horni predseparacni koloné (Upper) systému dochazi k predseparaci vzorku
a zaznamenava se konduktometricka kiivka detektorem umisténym na horni kolong. V koloné spodni
analytické (Lower) probiha vlastni rozdéleni a konduktometricka detekce slozek vzorku.

Pii jednokolonové analyze v horni analytické koloné (Upper) systému probiha rovnou vlastni rozdéleni
a konduktometricka detekce slozek vzorku.

Zapneme fidici pocitac a spustime program /TPPro32. Otevie se hlavni okno programu, kde zvolime
Run a dostaneme se do nabidky /7PPro 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 600 s, proud 250 pA; 2. krok — doba analyzy 1000 s, proud 80 pA
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Zadanou metodu potvrdime stisknutim tlacitka OK a zahajime analyzu. Naméfena data ulozime a
potom zpracujeme.

VYHODNOCENI ANALYZ SEPARACNICH METOD A ZPRACOVANI DAT
DO PROTOKOLU

Pii vyhodnoceni vysledkd ziskanych metodou ITP pouZijeme metodu pridavku standardu. Kazdy
pripraveny vzorek prométime 3x. Do protokolu zpracujeme nésledujici body:

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

2. Koncentraci Kkyseliny glutamové zjistime sestrojenim zavislosti délky zdény analytu
na koncentraci roztokd jednotlivych pridavka standardu. MnoZstvi kyseliny glutamové
uvadime s pFisluSnou chybou vypo¢itanou z jeji primérné hodnoty.

3. Na zakladé zjisténého obsahu kyseliny glutamové
— srovname jeji mnoZstvi s deklarovanym obsahem v analyzované potraviné,
— posoudime jeji mnoZstvi s béZné se vyskytujicim obsahem v potravinach (viz text
v odstavci 2.2.1).

4. V zavérecné diskuzi zhodnotime pribéh analyzy, zdiivodnime pri¢iny moZného chybného
stanoveni a pokusime se objasnit pfipadné problémy, které nastaly béhem analyzy.

Veskeré statistické vyhodnoceni (testovani odlehlosti, vypoéty primérd, smérodatnych odchylek,
relativnich smérodatnych odchylek, interval spolehlivosti) provadime pro hladinu vyznamnosti
a =0,05. Je nutné si uvédomit, Ze se jedna o vyhodnoceni malého poc¢tu opakovani a pouzit ptislusné
vzorce. Navod na statistické zpracovani vysledkd je v casti Statistické vyhodnoceni analytickych
vysledkt a metod.

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

ULOHA &. 3

ANALYZA SYNTETICKYCH A ROSTLINNYCH BARVIV

POMOCI TENKOVRSTVE CHROMATOGRAFIE

Vybér vyvijecich soustavy dle zadani vyucujiciho.

Pripravime vzdy takové mnozstvi vyvijeci soustavy, které bude odpovidat velikosti vyvijeci nadoby
(tak, aby hladina mobilni faze dosahovala do vysky 8-10 mm).

ULOHA &. 4

STANOVENI ACETONU POMOCI PLYNOVE ROZDELOVACI

CHROMATOGRAFIE

PRiIPRAVA VZORKU PRO URCENI{ LIMITU DETEKCE

Vzorek acetonu nafedime tak, aby byl v jednom chromatogramu méfitelny Sum pozadi i signal vzorku,



7.2.4.

7.2.5.

7.2.6.

tj. 100 000x.
PRiIPRAVA NEZNAMEHO VZORKU PRO METODU KALIBRACNI KRIVKY

Vzorek rozpoustédla ziedime 100% do 10ml odmérné baiiky a banku doplnime destilovanou vodou po
rysku. Roztok odplynime v ultrazvukové 1azni po dobu 10 minut. Pokud bude odezva signalu vzorku
prilis nizka, ptip.vysoka, je potfeba vzorek vhodnym zptisobem (fedénim) dale upravit.

PRIPRAVA NEZNAMEHO VZORKU PRO METODU PRIDAVKU STANDARDU

Do 10ml odmérné napipetujeme 100 pl neznamého vzorku, ptidame 20 pl acetonu a batiku doplnime
destilovanou vodou po rysku. Roztok odplynime v ultrazvukové 1azni po dobu 10 minut.

ULOHA &. 7

STANOVENI MEDI POMOCI ATOMOVE ABSORPCNI
SPEKTROMETRIE

STANOVENI MEDI VE VINE METODOU KALIBRACNI KRIVKY

Kalibra¢ni roztoky. Do 100ml odmérné baky si pfipravime ze zasobniho roztoku médi o koncentraci
1 mg'ml” pracovni roztok médi (CuSO, 5H,0, ptip. Cu(NOs),-3H,0) o koncentraci 0,1 mg-ml”.
Z takto ziskaného roztoku standardu pfipravime do 100ml odmérné banky roztok o koncentraci
1 ug-ml™. Z tohoto roztoku fedénim ptipravime kalibraéni roztoky o nasledujicich koncentracich — 0,00
pg'ml”, 0,02 pg'ml”, 0,04 pg'ml”, 0,06 pg'ml”, 0,08 pg'ml”, 0,1 pg'ml" a 0,12 pg-ml”" do 25ml
odmeérnych banék. Baiky doplnime po rysku 1% HNO;.

Slepy pokus. Stejnym zpiisobem provedeme i piipravu slepé¢ho vzorku (blank).

Vzorek vina. Vzorek vina vhodné nafedime redestilovanou vodou (asi 5x) tak, aby se koncentrace
analytu (Cu) nachéazela pfiblizn€ uprostied kalibracni zavislosti, tj. do 25ml odmérné baiky
napipetujeme 5 ml vzorku a doplnime po rysku 1% HNO;.

Roztoky prométime na spektrometru novAA 300 po zvoleni pozadované metody (kalibracni roztoky
1x, slepy pokus 1x, vzorek vina 5x%).

STANOVENI MEDI VE VINE METODOU PRIDAVKU STANDARDU

Ze zasobniho roztoku médi o koncentraci 1 pg-ml’ (viz piedchozi odstavec) piipravime roztok
o koncentraci 0,4 ug-ml'l. Z tohoto roztoku pipetujeme do 25ml odmérnych ban¢k 0,00 ml; 1,25 ml;
2,50 ml; 3,75 ml; 5,00 ml a 7,50 ml roztoku médi. Do kazdé zodmérnych banék pfidame 5 ml
neziedéného vzorku vina a doplnime 1% HNO; po rysku.

Jako blank pouzijeme ¢isty roztok 1% HNO;.
VLIV INTERFERUJICH LATEK NA ANALYTICKY SIGNAL

Ze zasobniho roztoku médi o koncentraci 1,0 pg-ml” ptipravime do 25ml odmérnych banék 6 roztoki
médi se stejnou koncentraci, tj. koncentraci 0,06 pg-ml”, a obsahem ethanolu od 0 do 5 % (V/v)
ethanolu. Doplnime po rysku 1% HNOj; a u kazdého z nich zméfime 10x absorbanci.

Stejnym zplisobem piipravime do 25ml odmérnych banék 6 roztokti médi se stejnou koncentraci, tj.
koncentraci 0,06 pg-ml™, a obsahem KNO; od 0 do 5 % (pfipravime si 25% roztok KNO;). Doplnime
po rysku 1% HNO; a u kazdého z nich zmétime 10x absorbanci.



7.2.7. MEZ DETEKCE A MEZ STANOVITELNOSTI

Mez detekce a mez stanovitelnosti vyhodnotime nasledujicimi zptisoby:
i) vypoftem ze zméfené hodnoty absorbance roztoku standardu médi o nejniz§i koncentraci

(0,01 pg-ml™), ktera odpovida trojndsobku/desetinasobku hodnoty absorbance $umu. Hodnotu $umu
ziskame proméfenim roztoku blanku (1% HNQO;). Oba roztoky proméfime 10x.

ii) s vyuzitim kalibracni kfivky: parametry uréime jako podil trojnasobku/desetinasobku smérodatné

odchylky absorbance roztoku blanku a smérnice kalibracni ptimky.

ULOHA &. 10

STANOVENI FLUORESCEINU POMOCI
SPEKTROFLUORIMETRIE

ULOHA ¢&. 11

STANOVENI CHLORIDU POMOCI NEFELOMETRIE

11.2.3. MERENI KALIBRACNI ZAVISLOSTI A MiRY ZAKALENIi NEZNAMEHO
VZORKU

KALIBRACE NEFELOMETRU

1.
2.

Spustime kalibraci.

PRVNI BOD KALIBRACE: piipravime si prazdnou kyvetu, oplachneme ji a naplnime
destilovanou vodou. POZOR! Hladina vody musi byt pii tomto testovacim méfeni doplnéna po
rysku. Tento objem je pro ziskani spravnych hodnot zakalu kriticky.

Otfeme stény kyvety mekkou latkou, kterd nepousti vldkna, nebo bunicitou vatou, abychom se
zbavili ptipadnych necistot.

Uchopime kyvetu za vicko a vlozime ji do senzoru zakalu. Znacka na kyveté musi sméfovat ke
znacce senzoru (oznacena Sipkou). Pti kazdém méfeni zkontrolujeme, zda znacky smétuji k sobé.
Uzavieme kryt senzoru zékalu, jako hodnotu NTU zaddme 0. Poté kyvetu se standardem
vyjmeme.

DRUHY BOD KALIBRACE: vezmeme kyvetu s obsahem standardu zdkalu 100 NTU a opatrné ji
Ctyfikrat preklopime, aby se promichaly c&astice, které se mohly usadit na dné. Kyvetu se
standardem nemichame. Michanim by se v ni vytvofily malé bublinky, které by mohly ovlivnit
méfeni.

Kyvetu uzavieme vickem. Otfeme stény kyvety mékkou latkou nebo bunicitou vatou.

Uchopime kyvetu za vi¢ko a vlozime ji do pfistroje, znacka na kyveté¢ musi sméfovat smérem ke
znacce senzoru. Uzavieme kryt senzoru.

Jako hodnotu NTU zadame 100. Nefelometr je ptipraven pro méteni zakalu.

ULOHA ¢&. 12

STANOVENI MEDI POMOCI PRUTOKOVE
CHRONOPOTENCIOMETRIE

12.2. STANOVENI MEDI VE VINE
12.2.1. PRIPRAVA ROZTOKU



12.2.2.

12.2.3.

Ze zasobniho roztoku siranu médnatého CuSO,-5H,0 o koncentraci médi 1 g piipravime 100 ml
pracovniho roztoku siranu méd’natého ve vodé o koncentraci médi 10 mg-1™".
Jako blank pouzijeme roztok elektrolytu R-013.

PRIPRAVA VZORKU K ANALYZE

Vino zahiejeme k varu, ochladime. Z pracovniho roztoku napipetujeme do péti S0ml odmérnych ban¢k
5 ml vzorku vina a pfiddme takové mnozstvi pracovného roztoku siranu méd’natého, aby po doplnéni
elektrolytem R-013 po rysku byla koncentrace médi v jednotlivych odmérnych baitkach 0,0 mg-1™; 0,05
mg1"; 0,1 mg1'; 0,15 mg 1" a0,2 mgl". Odmérné baiiky vlozime na 10 minut do ultrazvukové lazng.
Kazdy vzorek zméfime 3x.

ANALYZY KALIBRACNICH ROZTOKU A VZORKU VINA

Pouzijeme pritokovou rozpoustéci chronopotenciometrii. Pritokovou celu naplnime stanovovanym
vzorkem, méd’naté ionty se vylouci na porézni pracovni uhlikové elektrodé (ES3Au) jako kov. Dochézi
k redukci médi podle rovnice:

Cu**+2e - Cu’

Vylouéena méd’, tzv. depozit, se v dal§im kroku rozpusti konstantnim proudem. Tento proces se
zaznamena jako signal chronopotenciogram a pomoci softwaru se vypocita koncentrace médi ve
vzorku.

POSTUP MERENI

1. Zapneme pfistroj EcaFlow 150GLP (tlac¢itko ON/OFF je umisténo na zadnim panelu).

2. Zapneme pocitac a spustime program EcaFlow Autosampler.

3.V okné& Nastaveni S zvolime ¢islo metody — metodu ¢ 53 Stanoveni Cu ve viné (Nastaveni —
Vseobecné):

4.V zalozce Méreni (Nastaveni — Mérent) zménime hodnotu prittoku na 6 ml-min™" a stiskneme OK.

5. Okno Nastaveni parametrii zavieme kliknutim na OK.

6. Barevné oznacené hadicky ponofime do piislusnych roztoki:

MODRA CERVENA ZLUTA

roztok elektrolytu R-013 blank standard Cu

7. Pritlaéné raminko ¢erpadla zasuneme do pracovni polohy (musi zacvaknout).

8. Pod drzak filtru umistime kadinku (25ml), potom klikneme na moznost Naplneni, systém se
automaticky naplni pfislu$nymi roztoky.

9. Po ukonceni moznosti Napinéni odstranime kadinku a zapojime obé hadicky prttokové cely
v predni ¢asti piistroje.
10. V hlavnim okné (nabidce) klikneme na moznost Preparace (probéhne piiprava elektrody

a pratokové cely k métenti).

11. V okné& Nastaveni S, zilozka VSeobecné nastavime Bezkalibracni méd méfeni a méteni pozadi
Pred kazdym mérenim:



12.

13.

14.

15.

16.

17.

V zalozce Vzorky nadefinujeme ptipravné méfeni kliknutim na moznost Pridat. Méfeni
pojmenujeme Pripravné méreni, do moznosti opakovat zapiSeme Cislo 3 a zaskrtneme moznost
Analyzuj, klikneme na OK:

Opét klikneme na OK (aby se zavielo okno s hlavni nabidkou), pak na moznost Spustit !
a nésledné na Start, ¢imz se spustime pfipravné méteni:

Béhem méfteni se objevi napis Zméiite na ndadobu ¢. 1. Aniz bychom cokoliv ménili, klikneme na
OK:

Po ukonceni méfeni se zobrazi naméfena kiivka. Zaklikneme vlevo dole moznost Cu. Objevi se
kurzory odpovidajici rozsahu napéti na x-ose pro prednastavenou metodu, které upravime, aby
rozpoustéci pik mé&di lezel uprostfed. Namétenou kiivku porovname se vzorovym zdznamem, lezi-
li pik v rozsahu kurzorti, miizeme piejit k analyze kalibracnich roztokt a vzorku vina.:
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Nejprve definujeme vzorek na analyzu, potom pfistroj nastavime na méfeni pridavku standardu.

Opét klikneme na Nastavené S , zalozka Vzorky a nasledn& moznost Pfidat. Vzorek pojmenujeme,

zménime Cislo nadoby, nastavime pocet méfeni na 3 opakovani, zaskrtneme moznost Analyzuj
a klikneme na OK:
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18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

V okné Vzorky klikneme pravym tlacitkem mysi na napis Pripravné méreni, tim zabranime, aby se
ptipravné meteni opakovalo:

Pak klikneme na moznost Vseobecné, prepneme na techniku Pridavek standardu a méfeni pozadi
S kazdym novym vzorkem nebo standardem:

Klikneme na zalozku Kalibrace, v levé &asti zobrazeného okna nastavime Cu, v pravé ug-l”,
vyplnime kolonky pro kalibra¢ni pfimku a klikneme na OK:

Zlutou hadicku zasuneme do vzorku €. 1, modrou a ¢ervenou umistime do elektrolytu, klikneme na
moznost Spustit, nastavime pocet méfeni na 3 opakovani a stiskneme Start, tim zahajime kalibraci:

Béhem meéfeni budeme piistrojem vyzvani k vyméné standardi. Nejprve pfislusny vzorek
vyménime a poté vyménu potvrdime kliknutim na OK.

Po proméfeni jednotlivych roztokt vhodné nastavime kurzory na x-ose.

V hlavnim okné programu klikneme na moznost Zavislosti a ziskané grafy zkopirujeme do Pdf
formatu. Dale ulozime vSechny naméfené signaly pomoci ikonky Export.

V okné Show Results =) jsou uvedené naméfené hodnoty, které si zaznamename.

POSTUP UKONCENI PRACE S PRISTROJEM

L.

Z jednotlivych roztokti vyjmeme hadicky a ponofime je do kadinky s destilovanou vodou. Hadicky
cely odpojime a injekéni stiikackou z nich vysajeme zbylou kapalinu.

V hlavnim okné programu klikneme na moznost Nap/néni. Dojde k promyti hadicek.

Po promyti systému ukonc¢ime program EcaFlow Autosampler. Hadicky dame do prazdné kadinky
a vycvakneme raminko ¢erpadla. Pod drzak filtru umistime prazdnou 25ml kadinku.

Pristroj vypneme tla¢itkem ON/OFF na zadnim panelu.

VYHODNOCENI ANALYZY A POKYNY PRO ZPRACOVANi DAT DO
PROTOKOLU

Do protokolu uvedeme nasledujici vypocty a ptilozime jednotlivé vytisténé zaznamy:

1.

Vypocitame obsah médi ve vzorku vina. Obsah médi vyjadiime s odpovidajici chybou
stanoveni (vypocet intervalu spolehlivosti).

Porovname nami zjiStény obsah médi ve vzorku s predpoklidanym mnoZstvim médi
v analyzovaném viné.

V zavérecné diskusi zhodnotime prubéh stanoveni, zdivodnime pri¢iny mozného chybného
stanoveni a pokusime se objasnit piipadné problémy, které nastaly béhem cviceni.

Veskeré statistické vyhodnoceni vychazi z pouziti ptislusnych rovnic pro dany soubor dat (n < 7) a pfi
hlading statistické vyznamnosti o = 0,05. Podklady ke statistickému zpracovani vysledkii jsou v ¢asti
Statistické



