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 Zadanie 1 

 

Wykrywanie wirusa pelargonii 

PFBV metodą 

immunoenzymatyczną  



Test ELISA – 

podstawowe typy 

bezpośredni test ELISA 

pośredni test ELISA 

test ELISA typu „sandwich” 

wykonany podczas 

ćwiczeń  



Technique - YouTube.flv


Sandwich ELISA 
1. Opłaszczyć płytkę 

przeciwciałami i zablokować 

miejsca wiązania dla białek przy 

użyciu np. BSA, płukanie 

studzienek po każdym etapie 

2. Dodać analizowaną próbkę 

zawierającą wykrywaną 

substancję (antygen) najczęściej 

białko ale mogą być cykliczne 

nukleotydy lub hormony itd. 

4. Dodać przeciwciała wtórne 

przeciwko przeciwciałom I rzędu 

które są skoniugowane z  

enzymem 

7. odczytać wynik testu przy użyciu spektrofotometru 

i wyznaczyć względny poziom antygenu lub 

bezwzględny przy pomocy krzywej wzorcowej 

3. Dodać przeciwciała I rzędu 

wykrywające antygen 

5. Dodać substrat dla reakcji. 

6. Zatrzymać reakcję. 



Kontrole w teście ELISA 
Kontrola negatywna: 
sprawdzenie czy przeciwciała nie oddziałują ze sobą co powoduje 

danie wyniku fałszywie dodatniego 

sprawdzenie czy używane roztwory nie są zanieczyszczone 

antygenem 

idealną kontrolą byłaby próbka biologiczna która nie zawiera 

antygenu co pozwala sprawdzić czy nie dochodzi do 

niespecyficznych interakcji substancji niebędących antygenem z 

przeciwciałami 

 

Kontrola pozytywna: 
sprawdzenie czy przeciwciała rozpoznają badany antygen 

czy siła wiązania antygen-przeciwciało jest wystarczająca i nie 

dochodzi do odpukiwania antygenu 

sprawdzenie systemu detekcji czy zachodzi reakcja barwna 

 



Immunizacja zwierzęcia 

antygenem 

Pobranie 

krwi 

 

 

Frakcjonowanie krwi 

immobilizowany 

antygen 

nośnik sefaroza 

Nałożenie frakcji 

immunoglobulin 

na kolumnę z 

immobliliowanym 

antygenem 

Przeciwciała 

rozpoznają 

antygen i się 

z nim wiążą, 

pozostałe nie 

rozpoznające 

antygenu 

wypływają z 

kolumny 

przeciwciała 

związane z 

antygenem 

Elucję przeciwciał przeprowadza 

się przez zwiększenie stężenia 

soli w kolumnie 

Oczyszczone przeciwciała 

skierowane przeciwko 

danemu antygenowi 

 

 

Otrzymywanie przeciwciał poliklonalnych 



Immunizacja 

 

Izolacja limfocytów 

Komórki 

nowotworowe 

Fuzja 

komórek 

hybrydomy 

 selekcja hybrydomów w 

kierunku produkcji żądanych 

przeciwciał 

klonowanie 

wyselekcjonowanego 

hybrydomu 

produkcja przeciwciał 

monoklonalnych w 

liniach komórkowych 

lub w zwierzęciu po 

indukcji nowotworu 

hybrydomami  

Otrzymywanie przeciwciał monoklonalnych 



Zadanie 2  

 

Oznaczanie zawartości witaminy 

C w sokach z warzyw i owoców  



Oznaczanie zawartości witaminy C w 

sokach z warzyw i owoców  
W oznaczaniu stężenia witaminy C wykorzystuje się zdolność tej 

substancji do absorpcji fali światła o określonej długości której 

maksimum rejestruje się przy długości fali światła 254nm.  

Widmo UV-VIS witaminy C oraz BSA 



Oznaczanie zawartości witaminy C w 

sokach z warzyw i owoców  

W oznaczaniu stężenia witaminy C wykorzystuje się zdolność tej substancji 

do absorpcji fali światła o określonej długości.  

Ilościowy opis absorpcji energii przez substancje ujęty został w postaci 

matematycznej w prawach Lamberta oraz Beera. 

Prawo Lamberta – absorpcja promieniowania monochromatycznego przez 

jednorodny układ absorbujący jest proporcjonalna do grubości warstwy 

absorbującej, przy czym względne zmniejszenie natężenia światła 

przechodzącego (I) przez układ jest niezależne od natężenia światła 

padającego (I0). 

Prawo Beera stwierdza, że absorbancja jest proporcjonalna do stężenia 

substancji absorbującej  
 

Prawa te opisuje równanie: 
 

gdzie: ε - molowy współczynnik absorpcji [wielkość charakterystyczna dla 

danej substancji przy danej długości fali, wyrażana w dm3/(mol cm)], c – 

stężenie molowe [mol/dm3], l – droga optyczna [cm].  

lcA
I

I








 0log



Oznaczanie zawartości witaminy C w 

sokach z warzyw i owoców  

HPLC - YouTube.flv


Oznaczanie zawartości witaminy C w 

sokach z warzyw i owoców  
Zasady oznaczeń przy użyciu HPLC 

Ze względu na bardzo silnie rozdrobniony nośnik w kolumnie próbki muszą 

być pozbawione zanieczyszczeń stałych. W tym celu próbkę poddaje się 

obróbce która umożliwia uzyskanie klarownych próbek.  

Podczas ćwiczeń była stosowana 3 etapowa procedura: 

• filtracja 

• klarowanie odczynnikiem Carreza (usuwanie związków 

wielkocząsteczkowych białka, policukry) 

odczynnik Carreza I – 15% K4Fe(CN)6 i odczynnik Carreza II – 30% ZnSO4. 

Po dodaniu do roztworu jednakowych objętości odczynnika Carreza  I i 

Carreza II zachodzi następująca reakcja: 

                          2 ZnSO4 + K4Fe(CN)6 = Zn2Fe(CN)6↓ + 2 K2SO4  

W reakcji powstaje koloidalny heksocyjanożelazian(II) cynku, który opadając 

na dno, absorbuje związki wielkocząsteczkowe, oczyszczając w ten sposób 

roztwór. 

• wirowanie które usuwa koloidalny heksocyjanożelazian(II) cynku wraz z 

zadsorbowanymi zanieczyszczeniami 



Oznaczanie zawartości witaminy C w 

sokach z warzyw i owoców  
W pierwszym etapie przeprowadza się pozyskanie soku który jest podany 

analizie 

Z prawa Beera wynika ze zależności absorbancji do stężenia jest liniowa tylko 

w pewnym zakresie wiec próbka musi być odpowiednio rozcieńczona żeby się 

w nim zmieścić.  

Dlatego uzyskane ekstrakty były odpowiednio rozcieńczane 

Drugim powodem jest ograniczona zdolność kolumny do rozdzielania 

określonych ilości substancji dlatego stosuje się kolumny analityczne oraz 

grubsze preparatywne żeby nie „przeładować” kolumny ponieważ rozdział 

będzie mocno zaburzony 



Oznaczanie zawartości witaminy C w 

sokach z warzyw i owoców  
Zasady prowadzenia 

oznaczeń ilościowych 

• w oparciu o analizę roztworu 

standardowego o ściśle 

oznaczonym stężeniu należy 

wyznaczyć czas retencji oraz pole 

powierzchni piku opowiadającemu 

naszej substancji 

• analizę badanych próbek należy 

przeprowadzić w identyczny sposób 

jak roztworu standardowego 

• stężenie badanej substancji 

oblicza się w oparciu o porównanie 

pół powierzchni pików 

chromatogramu z uwzględnieniem 

rozcieńczenia próbek 



Oznaczanie stężenia witaminy C 
metodą HPLC w sokach 

owocowych 

Zadanie obliczeniowe 



Procedura 

• pobrać 5 ml soku 

• rozcieńczyć sok w kolbie miarowej o 

objętości 50 ml 

• wykonać klarowanie odczynnikiem Carezza 

• analizie podano 50 µl rozcieńczonego soku 

 

• wykonać roztwór standardowy o stężeniu 5 

mg/100ml 



Analiza HPLC 

• w celu wykonania analizy ilościowej należy 

wykonać analizę 25 µl roztworu 

standardowego   

pole powierzchni „pod 

pikiem” 100 

 

czas retencji witaminy 

C 4.25-4,75 min 



Analiza 50 µl próbki nr 1 

pole powierzchni „pod pikiem” 

30 
50 

40 

150 



Materiał 
Powierzchni

a piku 
Stężenie 

Objętość aplikowanej 

próbki 

Roztwór standardowy 100 5 mg/100 ml 25 µl 

Badana próbka 150 
.... mg/100 

ml 
50 µl 

1) Jaka ilość substancji została poddana analizie jako „standard” 
 

Stężenie „standardu” 5 mg/100 ml 

Objętość aplikowanej próbki 25 µl 

 

5 mg/100 ml |*10-3 

 

5 * 10-3 mg/100 *10-3 ml 

5 µg/100 µl 

 

5 µg - 100 µl 

x  µg -  25 µl 

 

 

 

 x=5*25/100=1,25 µg 



Materiał 
Powierzch

nia piku 
Stężenie 

Ilość substancji w 

„nastrzyku”  

Objętość aplikowanej 

próbki 

Roztwór 

standardowy 
100 

5 mg/100 

ml 
1,25 µg 25 µl 

Badana próbka 150 
.... mg/100 

ml 
50 µl 

2) Ilość analizowanej próbki 
1,25 µg - 100 

     y  µg - 150 

 

y = 1,25*150/100 = 1.875 µg 

3) Stężenie analizowanej próbki 
 

1,875 µg - 50 µl |*103 

 

1,875 mg  -  50 ml 

     z     mg - 100ml 

z= 1,875*100/50 = 3,75 mg      3,75 mg/100ml rozcieńczonego roztworu 

badany roztwór 

rozcieńczono 10x 

37,5 mg/100ml 

nierozcieńczonego 

roztworu 

 



Analiza 50 µl próbki nr 2 

czas retencji witaminy C 4.25-4,75 

min 

Stężenie witaminy C wynosi 0 



Analiza standardu nr 2 

„Który pik odpowiada” witaminie C?                                                                               

                                                Odpowiedź na następnym slajdzie 



„Który pik odpowiada” witaminie C? 

• Nie da się tego określić ponieważ analizowany „standard” jest 

mieszaniną co naj mniej 3 różnych substancji 

• Ten chromatogram nie może być wykorzystywany w dalszych 

analizach 

• Trzeba wykonać nowy roztwór „standardu” jeżeli do 

zanieczyszczenia doszło na etapie sporządzania roztworu lub 

użyć innego opakowania witaminy C jeżeli został  

zanieczyszczony odczynnik w formie stałej 

• Jako „standard” można wykorzystywać jedynie czyste 

substancje  



Czy można 

stosować 

wieloskładnikowe 

„standardy” 

TAK ale 

trzeba „wiedzieć” co 

znajduje się w każdym z 

pików oraz ilość tych 

substancji 

 

przykład takiego standardu 

do chromatografii gazowej: 

CRM47885 Supelco 

Supelco 37 Component 

FAME Mix  

https://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-

aldrich/docs/Supelco/General_Information/t408126.p

df 







pik 34 zmienił „kolejność” 

dlaczego: Różne warunki rozdziału chromatograficznego 



Methyl butyrate 400 μg/mL Methyl linoleate 200 μg/mL 

Methyl hexanoate 400 μg/mL Methyl arachidate 400 μg/mL 

Methyl octanoate 400 μg/mL Methyl γ-linolenate 200 μg/mL 

Methyl decanoate 400 μg/mL Methyl eicosenoate 200 μg/mL 

Methyl undecanoate 200 μg/mL Methyl linolenate 200 μg/mL 

Methyl laurate 400 μg/mL Methyl heneicosanoate 200 μg/mL 

Methyl tridecanoate 200 μg/mL cis-11,14-Eicosadienoic acid methyl ester 200 μg/mL 

Methyl myristate 400 μg/mL Methyl behenate 400 μg/mL 

Methyl myristoleate 200 μg/mL 
cis-8,11,14-Eicosatrienoic acid methyl ester 200 

μg/mL 

Methyl pentadecanoate 200 μg/mL Methyl erucate 200 μg/mL 

Methyl cis-10-pentadecenoate 200 μg/mL 
cis-11,14,17-Eicosatrienoic acid methyl ester 200 

μg/mL 

Methyl palmitate 600 μg/mL 
cis-5,8,11,14-Eicosatetraenoic acid methyl ester 200 

μg/mL 

Methyl palmitoleate 200 μg/mL Methyl tricosanoate 200 μg/mL 

Methyl heptadecanoate 200 μg/mL 
cis-13,16-Docosadienoic acid methyl ester 200 

μg/mL 

cis-10-Heptadecanoic acid methyl ester 200 

μg/mL 
Methyl lignocerate 400 μg/mL 

Methyl stearate 400 μg/mL 
cis-5,8,11,14,17-Eicosapentaenoic acid methyl ester 

200 μg/mL 

trans-9-Elaidic acid methyl ester 200 μg/mL Methyl nervonate 200 μg/mL 

cis-9-Oleic acid methyl ester 400 μg/mL 
cis-4,7,10,13,16,19-Docosahexaenoic acid methyl 

ester 200 μg/mL 

Methyl linolelaidate 200 μg/mL 



 

A Brief Guide to HPLC Instruments from Mourne Training Services.mp4


 

How HPLC Columns Work.mp4


 

 Zadanie 3 
 

Jakościowa analiza mieszaniny alkoholi 

techniką GC/FID 



Gas Chromatography Animation.mp4


Budowa detektora FID 



Budowa detektora FID 



FID jest detektorem 

destrukcyjnym, masowym. 

Liczba jonów powstających w 

płomieniu jest policzona. Jony 

wytwarzają sygnał detektora. 

Anality odznaczające się 

największą liczbą węgli o niskim 

stopniu utlenienia Wytwarzają 

najsilniejszy sygnał. 

Zasada działania 

detektora FID 



Jakościowa analiza mieszaniny alkoholi 

techniką GC/FID 

1) Wyznaczenie czasu retencji badanych substancji 

2) Każda kolumna chromatograficzna posiada swoją pojemność 

przez co nie można analizować zbyt dużych ilości badanych 

substancji. Przeładowanie kolumny prowadzi do zaburzenia 

czasu retencji co uniemożliwia wykonacie analizy. Ponadto 

wpływa to negatywnie na trwałość kolumny i czułość detektora 

(detektor się „brudzi”) 

3) Ze względu na te ograniczenia wykonuje się roztwory alkoholi 

4) W chromatografii gazowej w większości zastosowań analizie 

poddaje się próbki niezawierające. 

5) Uzyskanie próbek niezawierających wody. 

Heksan nie miesza się z wodą, a alkohole są rozpuszczalne w 

heksanie. Ewentualne pozostałości wody są usuwane przez 

bezwodny siarczan sodu który nie rozpuszcza się w heksanie 

6) Alkohole są identyfikowane w oparciu o czas retencji 



m
e
ta

n
o

l 
→

 

heksan 

etanol 

mix 

etanol 

metanol 

wódka 1 zawierająca etanol 

wódka 2 zawierająca metanol i etanol 

e
ta

n
o
l 
→

 

h
e
k
s
a
n
 →

 

Jakościowa 

analiza mieszaniny 

alkoholi techniką 

GC/FID 



Jakościowa analiza mieszaniny 

alkoholi techniką GC/FID 

Zadanie 



czas retencji 

heksan 4-6 min 



czas retencji 

heksan 4-6 min 

metanol 7,25-7,75 



czas retencji 

heksan 4-6 min 

metanol 7,25-7,75 

etanol 9-9,5 



czas retencji 

heksan 4-6 min 

metanol 7,25-7,75 

etanol 9-9,5 



czas retencji 

heksan 4-6 min 

metanol 7,25-7,75 

etanol 9-9,5 

 

próbka zwiera etanol  



czas retencji 

heksan 4-6 min 

metanol 7,25-7,75 

etanol 9-9,5 

 

próbka zwiera 

metanol 



czas retencji 

heksan 4-6 min 

metanol 7,25-7,75 

etanol 9-9,5 

 

próbka zwiera 

metanol i etanol 



czas retencji 

heksan 4-6 min 

metanol 7,25-7,75 

etanol 9-9,5 

 

próbka zwiera ? 

w oparciu o posiadane 

dane nie da się 

zidentyfikować 

substancji w tej próbce  

 

czas retencji nieznanej 

substancji 11-11,5 

 

w celu jej identyfikacji 

należy wykonać analizę 

innych standardów 



czas retencji 

heksan 4-6 

min 

metanol 7,25-

7,75 

etanol 9-9,5 

 

próbka zwiera 

? 

próbka nie 

zawiera 

metanolu i 

etanolu 

 

substancje zawarte w próbce są  zbyt mało 

lotne żeby „wejść” do kolumny  

lub są niewykrywalne przez detektor 

lub substancja nie oddziałuje z kolumną 

przez co nie powstaje pik tylko tło (linia 

bazowa) jest śladowo uniesiona 

lub niewłaściwe warunki rozdziału (np za 

niska temperatura) przez co badana 

substancja jeszcze nie „wyszła z kolumny) 



przykład rozdziału chromatograficznego przy 

zastosowaniu niewłaściwej metody rozdziału 

 





 

 Zadanie 4 

 

Analiza jakościowa i ilościowa 

fitohormonów metodą 

chromatografii gazowej 

sprzężonej ze spektrometrią mas 

(GC-MS).  



 Chromatografia jest metodą rozdzielania składników 

jednorodnych mieszanin w wyniku różnego ich podziału 

między fazę ruchomą i nieruchomą układu 

chromatograficznego. Fazą ruchomą może być gaz lub 

ciecz, a fazą nieruchomą ciało stałe lub ciecz. Jeśli fazą 

ruchomą jest gaz, to chromatografia nosi nazwę 

gazowej, gdy zaś fazą ruchomą jest ciecz to 

chromatografia taka nazywana jest cieczową  

Analiza jakościowa fitohormonów metodą 

chromatografii gazowej sprzężonej ze 

spektrometrią mas (GC-MS).  



 

regulator temperatury dozownika, kolumny i detektora, 10 – urządzenie dozujące, 

11 – wzmacniacz sygnału detektora, 12 – integrator lub komputer z drukarką albo 

rejestrator  

Analiza jakościowa fitohormonów metodą 

chromatografii gazowej sprzężonej ze spektrometrią 

mas (GC-MS)  



Chromatografię gazową substancji gazowych i lotnych 

rozpuszczalników przeprowadza się w niezmienionej postaci, 

jednakże w celu przeprowadzenia analizy organicznych substancji 

stałych i nielotnych rozpuszczalników anality należy 

przeprowadzić w odpowiednie pochodne (derywatyzować). 

Lotność substancji zwiększa się poprzez zablokowanie ich 

polarnych grup funkcyjnych (-COOH, -OH,  -NH2). Derywatyzację 

przeprowadza się także w celu zwiększenia trwałości termicznej 

analizowanych substancji. W przypadku analizy kwasów 

karboksylowych, alkoholi, fenoli i amin najczęściej stosowaną 

metodą derywatyzcji jest metylacja i/lub sililacja.  

Analiza jakościowa fitohormonów metodą 

chromatografii gazowej sprzężonej ze 

spektrometrią mas (GC-MS).  



Zastosowanie chromatografii gazowej sprzężonej ze spektrometrią 

masową (GC-MS) w analizie fitohormonów 

Analizowana substancja (ABC) bombardowana jest elektronami w źródle 

jonów. W wyniku wybicia elektronu powstają jony wzbudzone, które z 

kolei mogą ulegać dalszym przemianom, jak przedstawiono na 

schemacie: 

ABC + e-   ABC+* + 2e- (tworzenie jonu) 

ABC+*    AB+ +  C* ;  AB+    A+ + B   (fragmentacja) 

ABC+*    BC+ + A * 

ABC+*    AC+ + B* (fragmentacja z przegrupowaniem)  

Wytworzone jony trafiają do analizatora mas, który działa jak filtr - 

przepuszcza do detektora po kolei jony o zadanym stosunku masy do 

ładunku (m/z), co pozwala zarejestrować widmo masowe. Rodzaj 

powstałych jonów oraz ich względna intensywność są charakterystyczne 

dla danych substancji i stanowią podstawę do ich identyfikacji. 

Analiza jakościowa fitohormonów metodą 

chromatografii gazowej sprzężonej ze 

spektrometrią mas (GC-MS).  



Schemat GCMS 



 Arrangement of the poles in Quadrupole and Ion Trap Mass spectrometers 

Schemat GCMS 



Inductively coupled plasma mass spectrometry by Govind Soni (HD).mp4


Analiza jakościowa fitohormonów metodą 

chromatografii gazowej sprzężonej ze 

spektrometrią mas (GC-MS).  

Kwas 

karboksylowy 

Diazometan Ester 

metylowy 

Azot 

Derywatyzacja kwasu karboksylowego diazometanem  

otrzymywanie estru metylowego 





Name: 2,4-Pentadienoic acid, 5-(1-hydroxy-2,6,6-trimethyl-4-oxo-2-cyclohexen-1-yl)-3-

methyl-, methyl ester, (R)-(Z,E)- 

Formula: C16H22O4 

MW: 278 CAS#: 7200-31-9 NIST#: 70233 ID#: 139768 DB: mainlib 

Other DBs: None 

Contributor: N.W. DAVIES, UNIVERSITY OF TASMANIA, TASMANIA, AUSTRALIA 

10 largest peaks:  

 190 999 | 125 291 | 134 285 | 162 267 | 91

 143 | 

 41 131 | 112 125 | 191 125 | 161 113 | 39

 77 | 

Synonyms:  

1.Methyl abscisate 

2.Methyl (2E,4E)-5-(1-hydroxy-2,6,6-trimethyl-4-oxo-2-cyclohexen-1-yl)-3-methyl-2,4-

pentadienoate  # 

  

Estimated non-polar retention index (n-alkane scale):  

Value: 2065 iu 

Confidence interval (Diverse functional groups):  89(50%) 382(95%) iu 

  



Retention index.  

1. Value: 2030 iu 

Column Type: Capillary 

Column Class: Standard non-polar 

Active Phase: BP-1 

Column Length: 12 m 

Carrier Gas: H2 

Data Type: Linear RI 

Program Type: Ramp 

Start T: 40 C 

End T: 240 C 

Heat Rate: 4 K/min 

Start Time: 2 min 

End Time: 75 min 

Source: Tan, S.T.; Wilkins, A.L.; Holland, P.T.; McGhie, T.K., Extractives from New 

Zealand unifloral honeys. 2. Degraded carotenoids and other substances from 

heather honey, J. Agric. Food Chem., 37, 1989, 1217-1221. 

  





















Name: Methyl jasmonate 

Formula: C13H20O3 

MW: 224 CAS#: 1211-29-6 NIST#: 107158 ID#: 44427 DB: mainlib 

Other DBs: Fine, TSCA, EINECS 

Contributor: N.W. Davies, Centr. Sci. Lab., Univ. Tasmania, Hobart, Australia 

10 largest peaks:  

 83 999 | 41 534 | 151 456 | 67 330 | 95

 318 | 

 55 294 | 93 283 | 109 280 | 79 274 | 82

 245 | 

Synonyms:  

1.Cyclopentaneacetic acid, 3-oxo-trans-2-(cis-2-pentenyl), methyl ester 

2.Cyclopentaneacetic acid, 3-oxo-2-(2-pentenyl)-, methyl ester, [1R-[1α,2β(Z)]]- 

3.Methyl (3-oxo-2-[(2E)-2-pentenyl]cyclopentyl)acetate  # 

  

Estimated non-polar retention index (n-alkane scale):  

Value: 1665 iu 

Confidence interval (Diverse functional groups):  89(50%) 382(95%) iu 

  



Retention index.  

1. Value: 1629 iu 

Column Type: Capillary 

Column Class: Standard non-polar 

Active Phase: CP Sil 5 CB 

Column Length: 25 m 

Carrier Gas: He 

Column Diameter: 0.25 mm 

Phase Thickness: 0.25 um 

Data Type: Linear RI 

Program Type: Complex 

Description: 60C (1min) => 20C/min => 170C => 4C/min => 290C 

Source: Blake, P.S.; Taylor, J.M.; Finch-Savage, W.E., Identification of abscisic acid, 

indole-3-acetic acid, jasmonic acid, indole-3-acetonitrile, methyl jasmonate and 

gibberellins in developing, dormant and startified seeds of ash (Fraxinus 

excelsior), Plant Growth Regul., 37, 2002, 119-125. 

  































Czas retencji IAAMe 11.22 min, D2IAAMe 11.2 min 

Jon 189 IAAMe 304523 jon 191 D2IAAMe 88532 

Jon 130 IAAMe 1669251 jon 132 D2IAAMe 462701 

Analiza ilościowa IAA metodą GC-MS 



Obliczyć stężenie kwasu 
abscysynowego w tkance roślinnej 

Zadanie obliczeniowe 



Procedura 

• W celu wykonania analizy naważono 2 g 

tkanki oraz dodano 100 ng standardu 

wewnętrznego D4ABA. Obliczyć stężenie 

ABA w tkance. 

• Wyznaczyć czas retencji ABA 



Analiza GCMS 

• wyznaczenie czasu retencji 100 ng ABA-

Me 
 

• czas retencji ABA-Me 11,2-11,6 min 

100 



Analiza GCMS 

• wyznaczenie czasu retencji 100 ng 

d4ABA-Me 
 

• czas retencji d4ABA-Me 11 -11,4 min 

105 



Analiza GCMS 

• wyznaczenie współczynnika 
kalibracyjnego 
 

• czas retencji ABA-Me 11,2-11,6 min  
pole powierzchni pod pikiem 100 

• czas retencji d4ABA-Me 11 -11,4 min  
pole powierzchni pod pikiem 105 

 

współczynnik kalibracyjny K = 

 

K=105/100 = 1.05  

pole powierzchni pod pikiem d4ABA-Me 

pole powierzchni pod pikiem ABA-Me 



Analiza GCMS 
próbki 

30   50 30 30                60               
                20      10                  25 

 96 

           40  35   25            70   15  

120 

•czas retencji d4ABA-Me 
11 -11,4 min 

•czas retencji ABA-Me  
11,2-11,6 min 

•K=105/100 = 1.05  

 

•masa dodanego standardu 
do próbki 100 ng 

•masa tkanki wzięta do 
analizy 2g 

 

 



 

• ABA-Me pole powierzchni pod pikiem 120 

• d4ABA-Me pole powierzchni pod pikiem 96 

• K= 1.05  

 

100 ng - 96 d4ABA-Me  

   x   ng - 120 ABA-Me  

 

 

 

X = 100*120/96*1,05 = 131,25 ng 

 

131,25 ng - 2g tkanki 

     y ng      - 1g tkanki 

y = 131,25*1/2 = 65,625 ng ABA / 1g tkanki 

 

X = 
ilość dodanego standardu d4ABA-Me* powierzchnia piku uzyskana dla ABA-Me 

*K 
powierzchnia piku uzyskana dla d4ABA-Me 

 

• masa dodanego standardu do próbki 

100 ng 

• masa tkanki wzięta do analizy 2g 

 

 



Ale dodano 100ng ABA a nie ABA-

Me 

• ABA 264 g/mol 

• ABA-Me 278 g/mol 

 

• Zmetylowano 100 ng ABA. Ile wynosi 
masa powstałego ABA-Me 

264 - 278 

100 -    x 

x = 105,30 ng 



• ABA-Me pole powierzchni pod pikiem 120 

• d4ABA-Me pole powierzchni pod pikiem 100 

• K= 1.05  

105,30 ng - 96 d4ABA-Me  

      x     ng - 120 ABA-Me  

 

 

X = 105.30*120/96*1,05 = 138,20625 ng 

 

138,20625 ng - 2g tkanki 

        y          ng - 1g tkanki 

y = 138,20625*1/2 = 69,103125 ng ABA-Me / 1g tkanki 

264 ng ABA - 278 ng ABA-Me 

   z   ng ABA - 69,103125 ng ABA-Me 

z = 69,103125*264/278 ≈ 65.623 ng ABA / 1g tkanki 

X = 
ilość dodanego standardu d4ABA-Me* powierzchnia piku uzyskana dla ABA-Me 

*K 
powierzchnia piku uzyskana dla d4ABA-Me 

 

• masa dodanego standardu do 
próbki 100 ng 

• masa tkanki wzięta do analizy 2g 
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 Zadanie 5 

 

Oznaczanie ilościowe etylenu 

metodą chromatografii gazowej 

GC-FID 



Wielkość pola powierzchni pod 

pikiem próbki wartość 170000 

 

x = (170000+ 18380)/2743,1≈68µl 

należy uwzględnić rozcieńczenie 

etylenu 10000x 

próbka zawierała 

68µl/10000 = 6,8 nl etylenu 

y = 2743,1x – 18380   | + 18380     y + 18380 = 2743,1x   | / 2743,1    

(y + 18380)/2743,1=x       x=(y + 18380)/2743,1 

 

rozcieńczenia etylenu 

I czysty etylen 

II pobrano 3,5 ml czystego 

etylenu i wstrzyknięto do butelki 

350 ml rozcieńczenie 

350/3,5=100  

100x 

III pobrano 3,5 ml roztworu 

etylenu 100x rozcieńczonego  i 

wstrzyknięto do butelki 350 ml 

rozcieńczenie  

350/3,5 *100=10000  

10000x 



Oznaczanie ilościowe etylenu 
metodą chromatografii gazowej GC-

FID 

Zadanie obliczeniowe 



Poddano analizie próbkę o nieznanym stężeniu etylenu. Do 

chromatografu wstrzyknięto 100 µl próbki. Wielkość pola 

powierzchni pod pikiem wynosiła 14. Obliczyć stężenie etylenu w 

próbce 



rozcieńczenia etylenu 

I czysty etylen 

II pobrano 3,5 ml czystego etylenu i 

wstrzyknięto do butelki 350 ml 

rozcieńczenie 350/3,5=100  

100x 

III pobrano 3,5 ml roztworu etylenu 

100x rozcieńczonego  i wstrzyknięto 

do butelki 350 ml rozcieńczenie  

350/3,5 *100=10000  

10000x 

                  y = 0,3x - 0,1   |+0,1 
        y + 0,1 = 0,3x            |/0,3 
(y+0,1)/0,3 = x 
                  x = (y+0,1)/0,3 

                  y = 3x - 0,1   |+0,1 
        y + 0,1 = 3x            |/3 
(y+0,1)/3 = x 
                  x = (y+0,1)/3 



Poddano analizie próbkę o nieznanym stężeniu etylenu. Do 
chromatografu wstrzyknięto 100 µl próbki. Wielkość pola powierzchni 
pod pikiem wynosiła 14. Obliczyć stężenie etylenu w próbce 

                  y = 0,3x - 0,1   |+0,1 
        y + 0,1 = 0,3x            |/0,3 
(y+0,1)/0,3 = x 
                  x = (y+0,1)/0,3 
 
x = (14+0,1)/0,3 = 47 μl roztworu etylenu 10000X rozcieńczonego  
47 μl / 10000 = 0,0047 μl = 4,7 nl etylenu w próbie 
 
 
   y = 3x - 0,1   |+0,1 
        y + 0,1 = 3x            |/3 
(y+0,1)/3 = x 
                  x = (y+0,1)/3 
x= (14+0,1)/3 = 4,7 nl etylenu w próbie 



Analiza pozostałości pestycydów w 

żywności metodą GC-ECD 





Odpowiedź ECD na różne związki 



W komorze detektora znajduje się źródło promieniowania β (folia 

z 63Ni), katoda oraz elektroda zbiorcza – anoda. Gaz nośny, azot 

lub mieszanina argonu z metanem jest jonizowany przez cząstki 

β, emitowane ze źródła, zgodnie z równaniem: 

β..+ N2 = N2+ + -1e 

Jony dodatnie i elektrony „zbierane są przez elektrody. W ten 

sposób tworzy się prąd tła. Wprowadzone do komory związki o 

dużym powinowactwie elektronowym, wychwytują wolne elektrony 

według równania: 

X + -1e = X-  

Jony X-, rekombinują z dodatnimi jonami gazu nośnego N2+, 

powodując spadek prądu tła. Detektor charakteryzuje się dużą 

czułością w stosunku do związków halogenoorganicznych. 

(zwierające fluor, chlor, brom lub jod) Poziom detekcji jest rzędu 

10-14 g Cl na cm3gazu nośnego. 

 





1,2,3,4,5,6-heksachlorocykloheksan 5 ng 

Numer   Czas retencji   Powierzchnia   Wysokość   Szerokość  

 piku   [min]   [µv 1/100 min]   [µv]   [min]  

A/1 12,153 2220149 414495 0,053 

A/2 13,778 115326 5142 0,177 

A/3 15,442 3399 899 0,037 



1,2,3,4,5,6-heksachlorocykloheksan 2,5 ng 

Numer   Czas retencji   Powierzchnia   Wysokość   Szerokość  

 piku   [min]   [µv 1/100 min]   [µv]   [min]  

B/1 9,003 15393 871 0,183 

B/2 12,147 173499 46021 0,032 

B/3 13,792 7452 1165 0,052 



1,2,3,4,5,6-heksachlorocykloheksan 100 pg 

Numer   Czas retencji   Powierzchnia   Wysokość   Szerokość  

 piku   [min]   [µv 1/100 min]   [µv]   [min]  

C/1 7,345 3826 523 0,085 

C/2 9,005 3599 554 0,07 

C/3 10,588 3703 528 0,057 

C/4 12,143 72035 17621 0,037 

C/5 13,792 11960 1254 0,072 



1,2,3,4,5,6-heksachlorocykloheksan 10 pg 

Numer   Czas retencji   Powierzchnia   Wysokość   Szerokość  

 piku   [min]   [µv 1/100 min]   [µv]   [min]  

E/1 7,383 5837 659 0,093 

E/2 9,033 3348 521 0,073 

E/3 10,605 4268 614 0,057 

E/4 12,15 2792 713 0,038 

E/5 13,793 9586 1187 0,062 



4,4’-DDE 2,5 ng 

Numer   Czas retencji   Powierzchnia   Wysokość   Szerokość  

 piku   [min]   [µv 1/100 min]   [µv]   [min]  

A/1 7,362 7085 616 0,1 

A/2 12,143 4344 1088 0,035 

A/3 13,792 10902 1150 0,08 

A/4 16,215 24792 5445 0,04 



The Electron Capture Detector.mp4

