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Zadanie 1

WyKkrywanie wirusa pelargonil
PFBV metoda
Immunoenzymatycznag



. Test ELISA —
eweao pOASIAWOWE typY

Antygen bezposredni test ELISA

Enzym

Przeciwciato 2rz.

Przeciwciato 1rz.

AEee posredni test ELISA

Przeciwciato 2rz.

Przeciwciato 1rz.

test ELISA typu ,,sandwich”
o wykonany podczas
Przeciwciato éWiCZGI"]

opfaszczajace

Antygen



Mercodia *

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

ELISA



Technique - YouTube.flv

Sandwich ELISA

1. Optaszczyc¢ ptytke
przeciwciatami i zablokowac
miejsca wigzania dla biatek przy
uzyciu np. BSA, ptukanie

studzienek po kazdym etapie

2. Dodac analizowang probke
zawierajgcg wykrywang
substancje (antygen) najczescie;
biatko ale mogg byc¢ cykliczne
nukleotydy lub hormony itd.

3. Dodac przeciwciata | rzedu
wykrywajgce antygen

4. Dodac przeciwciata wtorne
przeciwko przeciwciatom | rzedu
ktore sg skoniugowane z
enzymem

5. Dodac substrat dla reakcii.

6. Zatrzymac reakcje.
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7. odczyta¢ wynik testu przy uzyciu spektrofotometru
| wyznaczyC¢ wzgledny poziom antygenu lub

bezwzgledny p

rzy pomocy krzywej wzorcowej



Kontrole w tescie ELISA

Kontrola negatywna:

sprawdzenie czy przeciwciata nie oddziatujg ze sobg co powoduje
danie wyniku fatszywie dodatniego

sprawdzenie czy uzywane roztwory nie sg zanieczyszczone
antygenem

iIdealng kontrolg bytaby prébka biologiczna ktora nie zawiera
antygenu co pozwala sprawdziC czy nie dochodzi do
niespecyficznych interakcji substancji niebedgcych antygenem z
przeciwciatami

Kontrola pozytywna:

sprawdzenie czy przeciwciata rozpoznajg badany antygen

czy sita wigzania antygen-przeciwciato jest wystarczajgca i nie
dochodzi do odpukiwania antygenu

sprawdzenie systemu detekcji czy zachodzi reakcja barwna




e Otrzymywanle przeC|WC|a’f poliklonalnych

m Pobranie '

Immunizacja zwierzecia Krwi
antygenem

Frakcjonowanie krwi
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immobilizowany . .
: Natozenie frakcji
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i, . & A na kolumne z
&5} ~ nosnik sefaroza (- y immobliliowanym
LL(\])J e przeciwciata antygenem

i gmazzggrﬁ Przeciwciata
2@ ~ ES-C Y9 rozpoznaja

¢ fio ool Y7 antygen i sie

5 - z nim wigza,

| pozostate nie

Elucje przeciwciat przeprowadza rozpoznajgce
sie przez zwiekszenie stezenia antygenu
soli w kolumnie wyplywajg z l
kolumny

Oczyszczone przeciwciata
skierowane przeciwko
danemu antygenowi



Otrzymywanie przeciwciat monoklonalnych
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indukcji nowotworu
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Zadanie 2

Oznaczanie zawartosci witaminy
C'w sokachz warzyw i owocow



Oznaczanie zawartosci witaminy C w
sokach z warzyw | owocow

W oznaczaniu stezenia witaminy C wykorzystuje sie zdolnosc tej
substancji do absorpcji fali swiatta o okreslonej dtugosci ktore;
maksimum rejestruje sie przy dtugosci fali Swiatta 254nm.
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Oznaczanie zawartosci witaminy C w
sokach z warzyw i owocow

W oznaczaniu stezenia witaminy C wykorzystuje sie zdolnosc tej substanc;i
do absorpcji fali Swiatta o okreslonej dtugosci.

llosciowy opis absorpcji energii przez substancje ujety zostat w postaci
matematycznej w prawach Lamberta oraz Beera.

Prawo Lamberta — absorpcja promieniowania monochromatycznego przez
jednorodny ukfad absorbujgcy jest proporcjonalna do grubosci warstwy
absorbujgcej, przy czym wzgledne zmniejszenie natezenia Swiatta
przechodzacego (l) przez uktad jest niezalezne od natezenia swiatta
padajgcego (10).

Prawo Beera stwierdza, ze absorbancja jest proporcjonalna do stezenia
substancji absorbujgcej |
Prawa te opisuje rownanie: |Og IO =A=¢cl

gdzie: € - molowy wspotczynnik absorpcji [wielkos¢ charakterystyczna dla
danej substancji przy danej dtugosci fali, wyrazana w dm3/(mol cm)], ¢ —
stezenie molowe [mol/dm?3], | — droga optyczna [cm].



Oznaczanie zawartosci witaminy C w
sokach z warzyw i owocow

Applian FLY Player - HPLC - YouTube.flv
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HPLC - YouTube.flv

Oznaczanie zawartosci witaminy C w

sokach z warzyw | owocow
Zasady oznaczen przy uzyciu HPLC

Ze wzgledu na bardzo silnie rozdrobniony nosnik w kolumnie probki muszg
byC pozbawione zanieczyszczen statych. W tym celu probke poddaje sie
obrébce ktora umozliwia uzyskanie klarownych probek.

Podczas cwiczen byla stosowana 3 etapowa procedura:
« filtracja
* klarowanie odczynnikiem Carreza (usuwanie zwigzkow
wielkoczgsteczkowych biatka, policukry)
odczynnik Carreza | — 15% K,Fe(CN)y i odczynnik Carreza Il — 30% ZnSO,.
Po dodaniu do roztworu jednakowych objetosci odczynnika Carreza 11
Carreza Il zachodzi nastepujgca reakcja:

2 ZnSO, + K ,Fe(CN), = Zn,Fe(CN),| + 2 K,SO,
W reakcji powstaje koloidalny heksocyjanozelazian(ll) cynku, ktory opadajgc
na dno, absorbuje zwigzki wielkoczgsteczkowe, oczyszczajgc w ten sposob
roztwor.

» wirowanie ktore usuwa koloidalny heksocyjanozelazian(ll) cynku wraz z
zadsorbowanymi zanieczyszczeniami




Oznaczanie zawartosci witaminy C w
sokach z warzyw | owocow

W pierwszym etapie przeprowadza sie pozyskanie soku ktory jest podany
analizie

Z prawa Beera wynika ze zaleznosci absorbancji do stezenia jest liniowa tylko
w pewnym zakresie wiec probka musi by¢ odpowiednio rozcienczona zeby sie
W nim zmiescic.

Dlatego uzyskane ekstrakty byty odpowiednio rozcienczane

Drugim powodem jest ograniczona zdolnos¢ kolumny do rozdzielania
okreslonych ilosci substancji dlatego stosuje sie kolumny analityczne oraz

grubsze preparatywne zeby nie ,przetadowac” kolumny poniewaz rozdziat
bedzie mocno zaburzony



Oznaczanie zawartosci witaminy C w
sokach z warzyw | owocow

Zasady prowadzenla Peal:  Tdime Ares Heiaht Ares  Momi, Area BL AreafHeight
P , . # [min]  [wpl+=] (V] [%] [=] [=]
OznaCzen IIOSCIOwyCh 1 2,397 38130, 80 269,39 07T 0.00 EU 43, 36
2 3,223 47639, 80 2209, 058 0,97 0.00 UE 21, 57
: : 2 4245918, 00 dd0d25, 16 98, 0.00 EE 11, 01
e W oparciu o analize roztworu & 9,503 113760 FAT 0,02 0,00 BE 28,63

standardowego o scisle

oznaczonym stezeniu nalezy

wyznaczy¢ czas retencji oraz pole o8 &
I I __

powierzchni piku opowiadajgcemu ' N
naszej substancji

 analize badanych probek nalezy
przeprowadzi¢ w identyczny sposob
jak roztworu standardowego

» stezenie badanej substancji
oblicza sie w oparciu o porownanie
pot powierzchni pikow
chromatogramu z uwzglednieniem
rozcienczenia probek . p——p - - ST




Zadanie obliczeniowe

Oznaczanie stezenia witaminy C
metodg HPLC w sokach
owocowych



Procedura

pobrac¢ 5 ml soku

rozcienczycC sok w kolbie miarowej o
objetosci 50 ml

wykonac klarowanie odczynnikiem Carezza
analizie podano 50 ul rozcienczonego soku

wykonac roztwor standardowy o stezeniu 5
mg/100ml|



Analiza HPLC

* W celu wykonania analizy ilosciowej nalezy
wykonac analize 25 pl roztworu

Iny

standardowego
12
10 . .
C | pole powierzchni ,pod
£ 8 pikiem” 100
3 6
E: A czas retencji witam
Z C 4.25-4,75 min
g |
0 I I I I I I |
0 1 2 4 5 6 7 8
Czas retencji




Analiza 50 pul probki nr 1

pole powierzchni ,pod pikiem”

Sygnat detektora
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Powierzchni Objetosc¢ aplikowanej
Materiat Stezenie

a piku probki
Roztwor standardowy 100 5 mg/100 ml 25 Ml
.... mg/100
Badana prébka 150 I 50 pl
m

1) Jaka ilos¢ substancji zostata poddana analizie jako ,standard”

Stezenie ,standardu” 5 mg/100 ml
Objetosc¢ aplikowanej probki 25 l

5 mg/100 ml |*10-3

5*10°3mg/100 *103ml
5 pg/100 pl

5ug-100 Ml _cior 10021 2
Y- 25p  XT5'25/100=1,25 g



Powierzch llos¢ substancjiw Objetos¢ aplikowanej

Materiat o Stezenie
nia piku ,2nastrzyku” probki
Roztwor 5 mg/100
100 1,25 ug 25 ul
standardowy ml

.... mg/100
Badana prébka 150

50 pl
ml

2) llos¢ analizowanej probki
1,25 pg - 100

y Mg - 150 badany roztwor

rozcienczono 10x
37,5 mg/100ml
nierozcienczonego
roztworu

y = 1,25*150/100 = 1.875 ug
3) Stezenie analizowanej probki

1,875 ug - 50 pl |*103
1,875 mg - 50 mi

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



Analiza 50 ul probki nr 2

Sygnat detektora
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Czas retencji

Stezenie witaminy C wynosi 0




Analiza standardu nr 2

Sygnat detektora

Czas retenc;ji

,Ktory pik odpowiada” witaminie C?
Odpowiedz na nastepnym slajdzie



= =
N £~

=
o

Sygnat detektora

o N » [«)] (o]

,Ktory pik odpowiada” witaminie C?

* Nie da sie tego okresli¢ poniewaz analizowany ,standard” jest
mieszaning co naj mniej 3 roznych substancji

« Ten chromatogram nie moze by¢ wykorzystywany w dalszych
analizach

* Trzeba wykonac¢ nowy roztwor ,standardu” jezeli do
Zzanieczyszczenia doszto na etapie sporzgdzania roztworu lub
uzyc innego opakowania witaminy C jezeli zostat
zanieczyszczony odczynnik w formie statej

« Jako ,standard” mozna wykorzystywac jedynie czyste
substancje



Czy mozna

- Fatty Acid/FAME Qaursice
stosowac Application Guide

Wi e I OS kl'ad n i kowe Analysis of Foods for Nutritional Needs
,Standardy”

TAK ale

trzeba ,wiedzieC” co
znajduje sie w kazdym z
pikdw oraz ilos¢ tych
substancji

przyktad takiego standardu
do chromatografii gazowe:

CRM47885 Supelco | | . |
https://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-
Supelco 37 Component aldrich/docs/Supelco/General_Information/t408126.p

FAME Mix




: : . 14. Hepiadecancic Ackl Myl Ester (C17-0) 21 2 wi %
Figure 7. 37-Component FAME Mix on the Equity-1 15, mmmmmmumm‘gmﬂcﬁ:u BZW%

column: Equity-1, 15 m x 010 mm LD., 0.10 pm (28033-L) 16. Stearkc Acid Methyl Ester [C18:40) at 4wt
owen: 100 °C, 50 *C/min. o 300 °C {1 min,) 17, Oheic Ack Methyl Ester [C18:1n9c) 214 wi %
.- 250 °C 18. Elaldic Ack Metiyl Ester (C18:-1nSt) at2 wt%
get.: FID, 300 °C 15, Linoleic Ackd Metiyl Ester [C18:2n6c) o 2 wi %

carmier gas: hyadrogen, 50 cavsec constant
Injecion: 0.2 pL, 200:1 spit
lirer- & mm IO, spilt, cup design
s=mpie: Supaico 37-Component FAME Mix (47805-U), analytes at
concentratons indicated n meTykene chionde

Lincieiaidic Acid Metiyl Ester (C10:2081) 8t 2 wi %
yLinoienic Ack Metwl Estar (C10:3n8) a1 2 wi %
a-Linolenic Ackd Mettryl Ester [C18:3n3) at 2 wt &
Arachidic Acid Methyl Ester [(C20-0) at 4 wt %
cis-11-Elcosenoic Acid Methyl Ester [C20:1n0) &t 2 wh '
cis-11,14-Elcosadienic Ackd Mathyl Cster (C30-2) at 2 wi %

48 RBRNERERREE

1. Butyric Ackd Methyl Ester (C4:0) &t 4 wa % cis-8,11, 14-Ekcosainancic Acd Methyl Ester (C20:3n6) &t 2 wi %
2. Caproic Acid Mathyl Ester (CB-0) at 4 wt % cls-11,14,17-Ekcosatriencic Acd Methyl Ester (C:20:3n3) &t 2 wi %
3. Caprylic Ackd Metwyl Ester (C:0) =t d wi % Arachiconic ACic Methyl Ester (C20:406) &t 2 wi %

4. Capric Ackd Methyl Ester [C10:0) et 4 wt % . cis-5,8,11,14,17-Eicosapentasnoi: Acd Methyl Estar

5. Unciecanoic Ackd Methyl Ester (C11:0) 6t 2 wi % {C20:503) &t 2 wi %

6. Leuric Ackd Methyl Ester [C120) at £ wi % Henekosanoic Ackd Methyl Ester (C21-0) at 2 wt %

7. Tridecancic Ackd Methyl Ester {C12:0) at 2 wt % Beheric Ackd Ester atd wii

8. MyrisSc Ackd Methyl Ester {C94:0) at & wi % 32, Erucic Ackl Mettyl Ester {C22:1n8) at 2 wt %

0. Myrisiolelc Acki Mathyl Ester (C14:1) af 2 wi % 33 cis-13,16-Docosadiencic Ackd Meswl Cster (C22-2) 212 wt %
10. Pemiadacanoic Ackd MeTyl Ester (C16:0) 512 wi % 34, cls-4,7,10,13, 16, 18-Docosaheaxeencic Ak Mt Estar

11. ch-10-Pentatecencl: Ac Methyt Estar (C15:1) 6t 2 wi % {C22-6n) &t 2 wi %

12. Paimitic Ao Methyl Esier [C16:0) 6t € wi% 35. Tricosanoic Ackd Methyl Ester {C23:0) at 2 wt %

13. Paimiiokic Ackd Mathyl Ester [C16:1) at2 wt % 3. Lignocerc Ackd Myl Ester (C24:0) 2t 4 wi %

7. Nenmonic Ao Metiyl Ester (C24:1n8) 8t 2 wi %
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Figure 10. 37-Component FAME Mix on the Omegawax 250

column: Omegawax 250, 30 m x 0.25 mm LD,

E =M

Inj.:

et -

0L25 pm [24136)
50 °C [2 min), 4 “Cmin. 1o
220 °C [1E min.]

250 °C

FIO, 260 =0

1

12

carer gas: hellum, 30 cmvsec @ 205 °C
injection: 1 i, 100:1 5pit
sample: s.q:-amarmm:-:rmmm;unr 18
meTylene chiofide T
91044113, g5
Saa Figure 7 1or list of Bnalyies Bnd concentrations H

Figure 11. 37-Component FAME Mix on the 30 m SLB-IL100

Chromatogram mourtesy of Prod. Luigl kondalo
Unee of Mesing, ity

column: SLEHLA00, 30 mx 0.25 mm L0,
0.20 pm {28884-L1) -
oven: 50 °C, 3.0 *Cmin. fo 240 °C a1
.- 240°C
det: FID, 240 °C
camler gas: hellum, 40 cmvssc constant
Injection: 1 pL. 50:1 spit 4 &
sample: Supekco 37-Component FAME 1 - 3 8 o
Mix (47825-8, analyies &t =
concentratons indcated i L ﬁ]
methyiene chiorids _ 7 | B011f 53 sshfpole

e Figure T o list of enahyles: Bnd concaniations:

ar

.......

10 2 30 40
Min



Figure 7. 37-Component FAME Mix on the Equity-1

column: Equiy-1, 15 m x 010 mm LD, 010 pm (280331} o
oven: 100 =C, 50 *C/min. o 200 °C {1 min)
In.: 250 °C

det - FID, 300 °C
camier gas: hydrogen, 50 cmvsec constent
Injection: 0.2 pL, 2001 splt
lineee: & mim 1.0, spilt, cup deskgn

sample: Supakco 37-Component FAME Mix (47885-), nalytes at
concentratons indicated In metylens chiorde

.30 135 .60 am

Figure 11. 37-Component FAME Mix on the 30 m SLB-IL100

e v gy Lot pik 34 zmienit ,kolejnos¢”

column: SLEHLA00, 30 m x 0.25 LL, . Z o x : .
o maesaty dlaczego: Rozne warunk1|2rozd2|a’fu chromatograficznego

oven: 50 °C, 3.0 *C/min. bo 240 °C 1128
Inj.: 240 °C

get.: FID, 240 °C
carmier gas: helum, 40 cméssc constant ] 17 29

Injacion: 1 pL, 501 spit 4 & 6] =23 2sf 3
sampie: Supalco 37-Componant FAME 1 - 3 18 I -
Mie (4TE85-L, analyies at il E= !
concentrasons indcalsd | E’"l |
miethylene chicrids . 7 | 9011|1345 | fenizd ba yofta] 37

|
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10 20 3l 40 B0
Min |

S Figure T iof 1St of Bnalyies BN concanirations




Methyl butyrate 400 ug/mL
Methyl hexanoate 400 ug/mL
Methyl octanoate 400 ug/mL
Methyl decanoate 400 ug/mL
Methyl undecanoate 200 pg/mL
Methyl laurate 400 pg/mL
Methyl tridecanoate 200 pg/mL
Methyl myristate 400 pg/mL

Methyl myristoleate 200 pg/mL
Methyl pentadecanoate 200 pg/mL
Methyl cis-10-pentadecenoate 200 pg/mL

Methyl palmitate 600 pg/mL
Methyl palmitoleate 200 pg/mL
Methyl heptadecanoate 200 pg/mL

cis-10-Heptadecanoic acid methyl ester 200
ng/mL

Methyl stearate 400 ug/mL

trans-9-Elaidic acid methyl ester 200 ug/mL
cis-9-Oleic acid methyl ester 400 pg/mL
Methyl linolelaidate 200 pg/mL

Methyl linoleate 200 ug/mL

Methyl arachidate 400 ug/mL

Methyl y-linolenate 200 ug/mL

Methyl eicosenoate 200 ug/mL

Methyl linolenate 200 ug/mL

Methyl heneicosanoate 200 ug/mL
cis-11,14-Eicosadienoic acid methyl ester 200 ug/mL
Methyl behenate 400 pg/mL
cis-8,11,14-Eicosatrienoic acid methyl ester 200
Mg/mL

Methyl erucate 200 pg/mL
cis-11,14,17-Eicosatrienoic acid methyl ester 200
Mg/mL

cis-5,8,11,14-Eicosatetraenoic acid methyl ester 200
ug/mL

Methyl tricosanoate 200 ug/mL
cis-13,16-Docosadienoic acid methyl ester 200
ug/mL

Methyl lignocerate 400 pg/mL

cis-5,8,11,14,17-Eicosapentaenoic acid methyl ester
200 pg/mL

Methyl nervonate 200 pg/mL
cis-4,7,10,13,16,19-Docosahexaenoic acid methyl
ester 200 pg/mL
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A Brief Guide to HPLC Instruments from Mourne Training Services.mp4
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How HPLC Columns Work.mp4

Zadanie 3

Jakosciowa analiza mieszaniny alkoholi
technika GC/FID
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Gas Chromatography - How does it work?

Sample

Jsuepunqy

Injection Port

Column

Oven |

Retention Time {(minutes)

Detector
OO 4 > B aan — — —— ) !
.‘~3 “.‘_’ i
} WA
X .:y 4| | n ;
- - T
3 | ]
| | | | |
| | | | |
1.0 20 3.0 4.0 50



Gas Chromatography Animation.mp4

Budowa detektora FID

strefa detekcji
eIehtrodaﬁJ ' | I
kolektoro '

¢ 2

powietizel | dysza palnika

i I

substancje wymyte
z kolumny

elektormetr

do rejestratora
| systemu
obrobki danych




Budowa detektora FID

wtyczka zapalnika \A’Q nakrywka
potaczenie
ramie elektrody :
olektorowej

-m._ obudowa

LISLITLL SIS LIS LIS Y |

elektroda kolektorowa
, izolacja elektordy
— "—J. elektorda polaryzowana
ramie elektrody polaryzowanej
linia powietrza —~
dysza kwarcowa

linia wodoru -~ podstawa




e Zasada dziatania
o I detektora FID

FID jest detektorem
destrukcyjnym, masowym.
Liczba jonow powstajgcych w
ptomieniu jest policzona. Jony
wytwarzajg sygnat detektora.
Anality odznaczajgce sie
najwiekszg liczbg wegli o niskim
stopniu utlenienia Wytwarzajg
najsilniejszy sygnat.

kolumna

«—— dysza palnika




Jakosciowa analiza mieszaniny alkoholi
technikg GC/FID

1) Wyznaczenie czasu retencji badanych substancji

2) Kazda kolumna chromatograficzna posiada swojg pojemnosc¢
przez co nie mozna analizowac zbyt duzych ilosci badanych
substancji. Przetadowanie kolumny prowadzi do zaburzenia
czasu retencji co uniemozliwia wykonacie analizy. Ponadto
wptywa to negatywnie na trwatos¢ kolumny i czutosc detektora
(detektor sie ,brudzi”)

3) Ze wzgledu na te ograniczenia wykonuje sie roztwory alkoholi
4) W chromatografii gazowej w wiekszosci zastosowan analizie
poddaje sie probki niezawierajgce.

5) Uzyskanie probek niezawierajgcych wody.

Heksan nie miesza sie z wodg, a alkohole sg rozpuszczalne w
heksanie. Ewentualne pozostatosci wody sg usuwane przez
bezwodny siarczan sodu ktory nie rozpuszcza sie w heksanie
6) Alkohole sg identyfikowane w oparciu o czas retencji
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Zadanie

Jakosciowa analiza mieszaniny
alkoholi technikg GC/FID
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Sygnat detektora
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Sygnat detektora
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Sygnat detektora
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Sygnat detektora
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przyktad rozdziatu chromatograficznego przy
zastosowaniu niewtasciwej metody rozdziatu
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Zadanie 4

Analiza jakosciowa i ilosciowa
fitohormonow metoda
chromatografii gazowej
sprzezonej ze spektrometriag mas
(GC-MS).



Analiza jakosciowa fitohormonow metoda
chromatografii gazowej sprzezonej ze
spektrometrig mas (GC-MS).

Chromatografia jest metodg rozdzielania sktadnikow
jednorodnych mieszanin w wyniku roznego ich podziatu
miedzy faze ruchomag i nieruchomg uktadu
chromatograficznego. Fazg ruchomg moze by¢ gaz lub
ciecz, a fazg nieruchomg ciato state lub ciecz. Jesli fazg
ruchomg jest gaz, to chromatografia nosi nazwe
gazowej, gdy zas fazg ruchoma jest ciecz to
chromatografia taka nazywana jest cieczowg



Analiza jakosciowa fitohormonow metoda
chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometria

- mas (GC-MS)
= (10
: T i
2 3 5 7 -
v|4 9

Rys. 2.1. Schemat chromatografu gazowego

] — zbiornik lub wytwornica gazu noSnego, 2 — regulator przeptywu gazu no$nego.
3 — odtleniacz 1 osuszacz (oczyszczalnik) gazu noSnego, 4 — przeplywomierz gazu
no$nego. 5 — dozownik. 6 — kolumna. 7 — detektor. § — termostat kolumnv. 9 —
regulator temperatury dozownika, kolumny i detektora, 10 — urzagdzenie dozujace,
11 — wzmacniacz sygnatu detektora, 12 — integrator lub komputer z drukarka albo

rejestrator



Analiza jakosciowa fitohormonow metoda
chromatografii gazowej sprzezonej ze
spektrometrig mas (GC-MS).

Chromatografie gazowg substancji gazowych i lotnych
rozpuszczalnikow przeprowadza sie w niezmienionej postaci,
jednakze w celu przeprowadzenia analizy organicznych substanciji
statych i nielotnych rozpuszczalnikow anality nalezy
przeprowadzi¢ w odpowiednie pochodne (derywatyzowac).
LotnosSC substancji zwieksza sie poprzez zablokowanie ich
polarnych grup funkcyjnych (-COOH, -OH, -NH2). Derywatyzacje
przeprowadza sie takze w celu zwiekszenia trwatosci termiczne;
analizowanych substancji. W przypadku analizy kwasow
karboksylowych, alkoholi, fenoli i amin najczesciej stosowang
metodg derywatyzcji jest metylacja i/lub sililacja.



Analiza jakosciowa fitohormonow metoda
chromatografii gazowej sprzezonej ze
spektrometrig mas (GC-MS).

Zastosowanie chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometrig
masowg (GC-MS) w analizie fitohormondéw

Analizowana substancja (ABC) bombardowana jest elektronami w zrédle
jonow. W wyniku wybicia elektronu powstajg jony wzbudzone, ktore z
kolei moga ulegac 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 trafiajg do analizatora mas, ktory dziata jak filtr -
przepuszcza do detektora po kolei jony o zadanym stosunku masy do
tadunku (m/z), co pozwala zarejestrowa¢ widmo masowe. Rodzaj
powstatych jonow oraz ich wzgledna intensywnos¢ sg charakterystyczne
dla danych substancji i stanowig podstawe do ich identyfikaciji.




Schemat GCMS

Syringe

T /

) Injector

-
Carrier
Gas L lon-Trap Mass cans
lon-Source Analyzer Electron Multiplier
a

AL
Thermostatted GC Oven / /

Transfer Line

. Mass Spectrometer
Focusing Lenses I Computer



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

Analiza jakosciowa fitohormonow metoda
chromatografii gazowej sprzezonej ze
spektrometrig mas (GC-MS).

Derywatyzacja kwasu karboksylowego diazometanem

otrzymywanie estru metylowego

I I
® O
C. + HC=N=N——> C -+ N,
R~ o -4 \OCH3
Kwas Diazometan Ester Azot

karboksylowy metylowy
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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: C16H2204
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:
190 099 | 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

EndT.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.
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Name: Methyl jasmonate

Formula: C13H2003

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:

83 099 | 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-[1a,2B(Z)]]-
3.Methyl (3-0x0-2-[(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.
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Analiza ilosciowa |IAA metodg GC-MS
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Zadanie obliczeniowe

Obliczy¢ stezenie kwasu
abscysynowego w tkance roslinnej



Procedura

* W celu wykonania analizy nawazono 2 g
tkanki oraz dodano 100 ng standardu
wewnetrznego D,ABA. ObliczyC stezenie
ABA w tkance.

* Wyznaczyc czas retencji ABA



Analiza GCMS

* wyznaczenie czasu retencji 100 ng ABA-
Me

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

SIR of 4 channels EI+190
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Czas retencji




Analiza GCMS

* Wwyznaczenie czasu retencji 100 ng
d,ABA-Me

 czas retencji d,ABA-Me 11 -11,4 min

SIR of 4 channels EI+194
12 105
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S
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36
C 4
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Czas retencji




Analiza GCMS

* wyznaczenie wspotczynnika
kalibracyjnego

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

 czas retencji d,ABA-Me 11 -11,4 min
pole powierzchni pod pikiem 105

ole powierzchni pod pikiem d,ABA-Me

wspotczynnik kalibracyjny K = P
pole powierzchni pod pikiem ABA-Me

K=105/100 = 1.05



SIR of 4 channels EI+194

Analiza GCMS
probki

e czas retencji d,ABA-Me
11-11,4 min

/e czas retencji ABA-Me
11,2-11,6 min

12
96
c 10
o
X 8
Y
§ 6 30 503030 62
;s:un 4 /\AU 10 /\ 25
> A A
2 N WA \_A_/
0 [ [ I [ I [ /I
SIR of 4 channels EI+190 /
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2 3 H
=
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2 4 6 8 10 12 14
Czas retencji

e K=105/100 = 1.05

e masa dodanego standardu
do prébki 100 ng

e masa tkanki wzieta do
analizy 2g




 ABA-Me pole powierzchni pod pikiem 120
« d,ABA-Me pole powierzchni pod pikiem 96
« K=1.05

* masa dodanego standardu do probki
100 ng - 06 d4ABA-Me 100 ng

X ng-120 ABA-Me . masa tkanki wzieta do analizy 2g

ilos¢ dodanego standardu d,ABA-Me* powierzchnia piku uzyskana dla ABA-Me

powierzchnia piku uzyskana dla d,ABA-Me

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

131,25 ng - 29 tkanki
yng - 1g tkanki
y = 131,25*1/2 = 65,625 ng ABA / 1g tkanki




Ale dodano 100ng ABA a nie ABA-
Me

* ABA 264 g/mol
 ABA-Me 278 g/mol

« Zmetylowano 100 ng ABA. lle wynosi
masa powstatego ABA-Me

2064 - 278
100 - X
X =105,30 ng



« ABA-Me pole powierzchni pod pikiem 120
» d,ABA-Me pole powierzchni pod pikiem 100
« K=1.05 * masa dodanego standardu do

105,30 ng - 96 d,ABA-Me  Probki 100 ng
X ng-120 ABA-Me °Masa tkanki wzigta do analizy 29

_| ilos¢ dodanego standardu d,ABA-Me* powierzchnia piku uzyskana dla ABA-Me
- powierzchnia piku uzyskana dla d,ABA-Me

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

138,20625 ng - 29 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




Fundamentals of GC

Introduction and Overview



Fundamentals of GC - Introduction and Overview.mp4



Quadrupole Mass Spectrometer [720p].mp4

Zadanie 5

Oznaczanie ilosciowe etylenu
metoda chromatografii gazowe)
GC-FID



Wvyznaczanie krzywej wzorcowej oznaczania etylenu WIG'kOéé pola powierzchni pOd
o pikiem probki warto$é 170000
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3 probka zawierata
R 68ul/10000 = 6,8 nl etylenu

= | _
5 g‘ﬁ rozcienczenia etylenu

| czysty etylen
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- o o o0 o Welkssraay I pobrapo 3,5 ml Czystego |
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2 200000
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k> / etylenu 100x rozcienczonego i
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=2 50000 . .
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0 | | | | | | 350/3,5 *100=10000
0 20 40 60 80 100 120
llos¢ etylenu 10000x

y = 2743,1x — 18380 |+ 18380 vy + 18380 = 2743,1x |/2743,1
(y + 18380)/2743,1=x  x=(y + 18380)/2743,1



Zadanie obliczeniowe

Oznaczanie ilosciowe etylenu
metodg chromatografii gazowej GC-
FID



Poddano analizie probke o nieznanym stezeniu etylenu. Do
chromatografu wstrzyknieto 100 ul probki. Wielkos¢ pola
powierzchni pod pikiem wynosita 14. Obliczy¢ stezenie etylenu w
probce
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llos¢ etylenu nl

rozcienczenia etylenu

| czysty etylen

|l pobrano 3,5 ml czystego etylenu i
wstrzyknieto do butelki 350 ml
rozcienczenie 350/3,5=100

100x

lIl pobrano 3,5 ml roztworu etylenu
100x rozcienczonego i wstrzyknieto
do butelki 350 ml rozcienczenie
350/3,5 *100=10000

10000x
y=0,3x-0,1 |+0,1
y +0,1=0,3x 1/0,3
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(y+0,1)/3 = x
x = (y+0,1)/3



Poddano analizie probke o nieznanym stezeniu etylenu. Do
chromatografu wstrzyknieto 100 pl prébki. Wielkos¢ pola powierzchni
pod pikiem wynosita 14. Obliczy¢ stezenie etylenu w probce

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 ul roztworu etylenu 10000X rozciericzonego
47 ul /10000 = 0,0047 ul = 4,7 nl etylenu w prébie

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 prébie



Analiza pozostatosci pestycydow w
zywnosci metodg GC-ECD

kolumna
chromatograficzna

—=
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Ru | Sr| Y |2r |Nb Mo | Tc | Ru|ih|Pd|Ag|Cd|iIn |Sn | Sb| Te| | | xe
0.8(1.0(1.2(141.6(1.8(19|22|22 |22 |19 |1.7|1.7 18|19 | 21|25
55 |56 |57 |72 | 73 |74 | 75 | 76 [ 77 [ 78 | 7o | 80 [ 81 | 82 | 83 | 84 | 85 | gg
Cs |Ba|La|Hf |Ta| W (Re |Os | Jr | Pt | Au|Hg| TI |Pb | Bi | Po| 4t | Rn
0.7 0.9‘11‘ 1.3 1517|1922 |22(22|24 (19|18 (1.9 19| 20| 2.2
87 | 88 89\ 104 | 105 | 106 | 107 | 108 | 109 | 110 | 111
Fr |[Ra | Ac| Rf (Db | Sg |Bh |Hs | Mt | Ds | Rg
0.7 | 0.9 11, et
\'se 59 | 60 | 61 | 62 | 63 | 64 | 65 | 66 | 67 | 68 | 69 | 70 | 71
Ce ([Pr | Nd ([ Pm |Sm |Eu | Gd ([ Tbh | Dy | Ho | Er | Tm | Yb | Lu
\1.1 11111112 (1.2 (11|12 (1.2|1.2|1.2(1.2(1.2(1.2(1.3
YO0 | 91 | 92 | 93 | 94 | 95 | 96 | 97 | 98 | 99 | 100 | 101 | 102 | 103
Th |Pa| U (Np |Pu ([Am (Cm | Bk | Cf | Es |Fm | mMd | No | |
sciinido L3581 | A8 | 131 1031|481 103 (1.2 | 1.841.3 | 1.8/ 113 | 1.8




Odpowiedz ECD na rozne zwigzki

Weglowodory 1
Etery, estry 10
Alifatyczne alkohole,
ketony, aminy, zwigzki 100
mono CI, i mono F
Zwigzki mono Br, di-Cl 1000
|, di F
Anhydrydy Cl Izwmzh tri 10000
Zquzk_l mono I_, di Br, 100000
poli Cli poli F
Zwiazki Di |, tri Br, | 1000000

poli F




W komorze detektora znajduje sie zrodto promieniowania 3 (folia
z 93Ni), katoda oraz elektroda zbiorcza — anoda. Gaz nosny, azot
lub mieszanina argonu z metanem jest jonizowany przez czgstki
B, emitowane ze zrodta, zgodnie z rownaniem:

B..+ N2 =N2*+ e

Jony dodatnie i elektrony ,zbierane sg przez elektrody. W ten
sposob tworzy sie prad tta. Wprowadzone do komory zwigzki o
duzym powinowactwie elektronowym, wychwytujg wolne elektrony
wedtug rownania:

X+ ,e=X

Jony X-, rekombinujg z dodatnimi jonami gazu nosnego N2+,
powodujgc spadek pradu tta. Detektor charakteryzuje sie duza
czutoscig w stosunku do zwigzkow halogenoorganicznych.
(zwierajgce fluor, chlor, brom lub jod) Poziom detekcji jest rzedu
10-14 g Cl na cm3gazu nosnego.
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. Chromatogram uzyskany w wyniku analizy probki mieszaminy wzorcowe] z wykorzystaniem kolumny ZB-5 1 ukladu GC-ECD
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1,2,3,4,5,6-heksachlorocykloheksan 5 ng

12,153

13,778

15,442

0.00

5.00

" 200

" hgon

24 0p
min]

Numer Czas retencji Powierzchnia Wysokos¢ Szerokosc¢
piku [min] [uv 1/100 min] [uv] [min]
A/l 12,153 2220149 414495 0,053
Al2 13,778 115326 5142 0,177
A/3 15,442 3399 899 0,037




[m¥]

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

" 2400
min]

g o
Numer | Czas retencji Powierzchnia | Wysokos$¢ | Szerokosé
piku [min] [Uv 1/100 min] [LV] [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

] 1I]I],I]—:

R

200 _u,uu' T T ke T T T 20 T T T T T g0 T T Ty 0
Numer Czas retencji Powierzchnia Wysokos¢ Szerokosc¢
piku [min] [Mv 1/100 min] [uV] [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
Cl4 12,143 72035 17621 0,037
C/5 13,792 11960 1254 0,072
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-2.00

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

7,383 9.033

13.793

12.150

10,605

l],l]l]l

T T
6.00

12.00 18.00

" 2400
min]

Numer | Czasretencji | Powierzchnia | WysokosC¢ | Szerokosc
piku [min] [Mv 1/100 min] [uv] [min]
E/l 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
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Numer | Czas retencji Powierzchnia | Wysokos¢ | Szerokosc

piku [min] [pv 1/100 min] [uv] [min]
A/l 7,362 7085 616 0,1
Al2 12,143 4344 1088 0,035
A/3 13,792 10902 1150 0,08

Al4 16,215 24792 5445 0,04
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The Electron Capture Detector.mp4

