Úloha HPLC II / speciální detektory

· organizace laboratorního cvičení, jeho cíle a úkoly pro domácí (předchozí!) přípravu:

	Přibližné časové rozmezí
	Pracovní náplň

(a cíle výuky)
	Předpokládané znalosti 

a úkoly pro domácí přípravu

	9.00-10.00
	diskuse: 

detektory pro HPLC; jejich použití v analýze potravin; výběr vhodného detektoru 

ujasnění si znalostí z různých předmětů a jejich „pospojováním“ vytvoření „obecné“ strategie výběru vhodného detektoru pro konkrétní HPLC metodu
	detektory používané (použitelné) v kombinaci s HPLC (s výjimkou MS detektorů); jejich principy; jejich rámcové porovnání z hlediska selektivity a citlivosti; detekovatelné látky (obecně i konkrétní příklady); faktory ovlivňující použitelnost jednotlivých detektorů

	10.00-11.00
	výklad:

elektrochemická detekce v HPLC; typy detektorů; jejich základní principy a použití; detailnější princip amperometrické detekce; instrumentace; uplatnění v analýze potravin; klady a zápory tohoto způsobu detekce; vliv na ostatní součásti separačního systému
	- - -

	11.00-11.30
	diskuse:

citlivost kontra mez detekce 

(viz úkoly pro domácí přípravu)

ujasnění si rozdílů mezi těmito dvěma pojmy/veličinami a jejich uplatněním při zajištění kvality analytických dat
	vysvětlení (definice) pojmů „citlivost“ a „mez detekce“; uplatnění těchto veličin při vývoji analytických metod, při jejich validaci a při zajištění kvality analytických dat; vztah mezi těmito dvěma veličinami

	11.30-12.00
	popis provedeného experimentu 

(=  vliv detekčních podmínek na citlivost a mez detekce při stanovení jednotlivých tokoferolů – detaily viz dále), předání výsledků tohoto experimentu studentům a ujasnění si způsobu vypracování protokolu (zpracování výsledků)
	odvození pořadí eluce jednotlivých tokoferolů (při jejich separaci na reverzní stacionární fázi)


· použité chromatografické podmínky:
· mobilní fáze: směs acetonitrilu (HPLC grade, Merck) a methanolu (HPLC grade, Merck) v objemovém poměru 1 : 1, obohacená LiClO4 (0,02 mol/l; p.a., Aldrich) a NaCl (0,005 mol/l; p.a., Lachema)
· průtok mobilní fáze: 1 ml/min; čerpadlo LCP 4020.31 v nekovovém provedení (Ecom Praha)
· kolona: o rozměrech 200 x 4,6 mm, plněná sorbentem Hypersil ODS o zrnitosti 5 (m (Hewlett Packard)
· teplota kolony: 28 (C; termostat chromatografických kolon LCO 101 (Ecom Praha)
· nástřik: 20 (l; nástřikový ventil Rheodyne 7725
· detekce: amperometrická; detektor HP 1049A (Hewlett Packard) v tříelektrodovém zapojení, s uhlíkovou měrnou a argentochloridovou referentní elektrodou; po každé analýze bylo provedeno elektrochemické čištění povrchu pracovní elektrody, při kterém byl na elektrody střídavě vkládán potenciál +1,5 V (0,5 s), -0,5 V (0,5 s) a detekční potenciál (0,2 s), celý cyklus byl opakován 5-krát
· zpracování signálu: univerzální chromatografická datastanice CSW 1.6 (DataApex ČR)
· konkrétní testované detekční podmínky v rámci provedeného experimentu:
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(při všech detekčních podmínkách byl nastřikován roztok obsahující zároveň α- a δ-tokoferol, každý v koncentraci 0,1 mg/100 ml methanolu)
· osnova protokolu a další pokyny pro jeho vypracování:

· hlavička: předmět, úloha, datum konání, zúčastnění studenti, …
· zadání úkolu: „Nají optimální detekční potenciál pro souběžné stanovení jednotlivých tokoferolů (v závislosti na účelu analýzy)“
· popis použité analytické metody

· popis provedeného experimentu

· naměřené a vypočtené výsledky:

· tabulky

· graf(y) (závislosti citlivosti a meze detekce na detekčním potenciálu a proudovém rozsahu, a to pro α- a δ-tokoferol)

· komentář získaných výsledků: jak se citlivost a mez detekce (pro α- a δ-tokoferol) mění v závislosti na proudovém rozsahu a detekčním potenciálu a vysvětlení těchto závislostí
· závěry: vhodné (optimální) detekční podmínky (= proudový rozsah a detekční potenciál) pro souběžné stanovení jednotlivých tokoferolů:
· při sledování změn obsahu tokoferolů během rafinace rostlinných olejů a
· při sledování příjmu jednotlivých tokoferolů celodenní dietou
(Své závěry doložte příslušnými fakty. Zároveň předpokládejte, že při přípravě vzorků olejů se přibližně 5 g oleje naváží do odměrné baňky o objemu 50 ml a olej se rozpustí v acetonu (a odměrná baňka se doplní po rysku týmž rozpouštědlem), a při přípravě vzorků homogenizátů celodenních diet se extrakt získaný z 25 g tohoto homogenizátu rozpustí v acetonu a vzniklý roztok se v odměrné baňce doplní na objem 25 ml.)

· seznam použité literatury

