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ABSTRAKT

Spektroskopicka stanoveni koncentrace bilkovin

Bakalaiska prace se zabyva vyuzitim spektrofotometrie metodou dle Bradfordové pro
stanoveni koncentrace bilkovin (metoda je vyuzivana od roku 1976). Vzorek bilkoviny
pro méfeni je ziskan z vajecného bilku. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o nepiimou
metodu, je jako standard pouzit roztok bovinniho sérového albuminu. Vyuziva se zde
meéfeni na tfech riznych spektrofotometrech (znacky: SUNRISE, Libra S22 a
SPECORD®™). K témto pistrojim je v praci vytvofen standard pro zpracovani dat
véetné skriptu v MATLABu. Déle jsou v praci diskutovany a porovnany vysledky pro
uvedené tii pfistroje.

Kli¢ova slova:

spektrofotometrie, spektrofotometry, stanoveni bilkoviny, metoda Bradfordové,
standard zpracovani dat, MATLAB



ABSTRACT

Spectroscopic determination of protein concentration

The bachelor thesis is focused on application of spectrophotometry using the Bradford
method to determine protein concentration. The method has been used since 1976. A
sample of the protein for measurement is obtained from egg white. Because it is an
indirect method, a solution of bovine serum albumen is used as a standard.
Measurements are made on three different spectrophotometers (brand names:
SUNRISE, Libra S22 and SPECORD®). A standard for data processing, including a
MATLAB script, is created for these devices. Furthermore, the results for the three
instruments are discussed and compared.

Keywords:

spectrophotometry, spectrophotometers, determination of protein concentration,
Bradford method, standard of data processing, MATLAB
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1 Uvod

Stanoveni celkové bilkoviny je jednim z nejCastéjSich a nejzakladnéjsich ukolt
v biochemické laboratofi. Byva dilezitou soucasti postupu pro urovani fady diagnoz.
Vysledky analyz slozeni téla u dospélého muze ukazuji vyrazny podil bilkovin na
stavbé lidského organismu: 18 hmotnostnich procent zde tvoti bilkoviny, coZ je nejvyssi
podil (hned po vodé — 60 %), dalsi v potadi jsou lipidy (15 %), dale mineralni latky (5
%), sacharidy a nukleové kyseliny (po 1 %). [15]

V ramci bakalafské prace byla provedena sada experimentli zaméfenych na vyuziti
spektrofotometrie  pro  stanoveni bilkovin. V této praci bylo provadéno
spektrofotometrické stanoveni koncentrace bilkoviny ve vajeéném bilku [2,5]. Byla
pouzita metoda podle Bradfordové, coz je jiz pomérné¢ dlouhou dobu vSeobecné
vyuzivana metoda (od roku 1976) [12] pro stanoveni koncentrace bilkovin.

Stanoveni koncentrace bilkovin ve vajecném bilku je jedna zuloh pfedmétu
Laboratorni technika (pro studijni program Biomedicinska a klinicka technika, studijni
obor Biomedicinsky technik). V této tloze studenti nemivaji problém aplikovat metodu
béhem méieni koncentrace bilkovin v laboratoii, ale zasadnim problémem byva
zpracovani namétenych dat a spravna prezentace vysledkii. Postup zpracovani vysledkt
v této uloze (standard) dosud nebyl jednoznacné stanoven. Vytvorenim takového
standardu budou déna jasna pravidla pro zpracovani ziskanych hodnot a usnadni
porovnavani vysledki méfeni od riznych studentt.

Podle zadani prace byl navrzen postup pro zpracovani dat a porovnani vysledki pro
tii rizné spektrofotometry a byl navrzen skript ve vypocetnim prostiedi MATLAB pro
statistické zpracovani dat. Tim byl vytvofen standard pro zpracovani dat ziskanych
touto metodou pro tfi rizné spektrofotometry. Méfeni bylo provadéno na vertikalnim
fotometru SUNRISE, UV-VIS spektrofotometru Libra S22 a UV-VIS spektrofotometru
SPECORD,vysledky pro rizné spektrofotometry byly porovnany.



1.1 Prehled soucasného stavu

1.1.1 Spektrofotometrie a spektrofotometry

Spektroskopie patii mezi optické metody. Ty jsou zalozeny bud’to na interakci
vzorku s elektromagnetickym zafenim nebo na jeho produkci vzorkem. Optické metody
muzeme délit na nespektralni (nedochéazi k vyméné energie mezi zafenim a latkou) a
spektralni (dochédzi k vyméné energie mezi zafenim a latkou). Spektrum je zavislost
veli¢iny, jez je mirou intenzity zafeni proSlého nebo vyslaného vzorkem, na vinové
délce zafeni. Spektralni metody lze d¢lit na emisni (po excitaci produkuje
elektromagnetické zafeni sam vzorek) a absorpéni (dochdzi k pohlcovani
elektromagnetického zatfeni v riizné mife v zavislosti na vlnové délce), coz je piipad
spektroskopie. [2]

V ptipadé spektroskopie se pouzivaji tzv. spektrofotometry, coz jsou optické
piistroje, kterymi se objektivné méti emisni nebo absorpcni spektra latek [2,5]. Tyto
piistroje maji urcitou obecnou stavbu, ktera se de facto opakuje u kazdého pfistroje. V
dalsim budeme popisovat pfistroj pro detekci absorpcnich spekter latek.
Spektrofotometr obsahuje zdroj zatfeni, optické prvky pro vedeni paprsku pfistrojem,
prvek pro vybér vhodné vinové délky, zatfizeni pro vzorek (obvykle kyveta), detektor
elektromagnetického zafeni a vyhodnocovaci/zobrazovaci zatizeni [2,5].

Zakladni je rozdéleni na pfistroje jednopaprskové a dvoupaprskové. Piistroj musi
byt nastaven na nulovou koncentraci analytu pomoci tzv. slepého vzorku, coz se u
jednopaprskového piistroje provadi proméienim kyvety s Cistym rozpoustédlem (tzv.
“blank”) ptfed métenim na kyveté s obsahem analytu. U dvoupaprskového pfistroje jsou
kyveta se vzorkem a kyveta s blankem proméfovany v podstaté soucasn¢ — paprsek je
zde délen v pravidelnych casovych intervalech k prosvécovani kyvety se slepym
vzorkem a kyvety s analytem [2,5].

referentni vystupni zaFizeni
kyveta
("blank")
OWWVIEIAW | |
1 2
3 i
zdroj B :
elektro- ;
-magnetického B 00 O
zafeni vybér ‘
Hedas detektor
vinové 5 Zpracovani
délky a zobrazeni
kyveta signalu

se
vzorkem

Obr. 1.1.: Schéma jednopaprskového spektrometru (dle: [1,2])
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referentni vystupni zarizeni
kyveta :
("blank")
=i
[ fi
4 ‘T‘ 00 0o |
O\NVU\MI ' e zpracovani
‘ —p | ¥ a zobrazeni
zdroj signalu
elektro- kyveta se vzorkem
-rpvagr}etického Vybér dalie
zafeni vhodns  Paprsku
vinové
délky

Obr. 1.2.: Schéma dvoupaprskového spektrometru (dle: [1,2])

Nejvice variant ohledné¢ samotné stavby pfistroje je u zdroje zafeni, prvku pro
vybér vhodné vinové délky a prvku pro detekci proslého zareni vzorkem.

Zakladnimi typy zdroji pro absorpéni metody jsou rozzhavené latky emitujici
spojité polychromatické spektrum nebo miize byt zdrojem elektricky vyboj v plynech ¢i
parach kovi, které poskytuji spojité nebo ¢arové spektrum zareni anebo také mohou byt
zdrojem lasery, které poskytuji dokonale monochromatické svétlo. Cili zdrojem
spojitého spektra mize byt xenonova lampa, vodikova nebo deuteriova vybojka nebo
,obyCejna“ zarovka s wolframovym vldknem. Zdrojem Carového spektra vybojka s
dutou katodou, rtut'ova vybojka nebo laser [2,5].

Nejvice uzivanym zdrojem svétla je deuteriova lampa pro oblast od 180 do 350 nm,
zédrovka s wolframovym vlaknem a halogenova lampa pro oblast 350 az 900 nm.
Obloukovy vyboj v xenonové atmosféie poskytuje zdroj svétla v rozsahu 175 az 1000
nm. Pro specialni aplikace, napf. pro vysoce piesnd méfeni, mize byt pouzit i laser [7].

Tradi¢né jsou spektrofotometry pro métfeni absorbance optimalizovany na urcita
pasma elektromagnetického zafeni: bud’to pro ultrafialové/viditelné zafeni (UV/VIS,
175 az 750 nm), nebo blizkou infracervenou oblast (NIR, near-infrared, 0,8 az 2,5 um),
sttedni infracervenou oblast (MIR, mid-infrared, 2,5 az 25 um) a vzdalenou
infraCervenou oblast (FIR, far-infrared, 25 az 1000 pm). Nékteré vyrabéné spektrometry
jsou schopny pokryt nékolik takovychto oblasti (napi. UV/VIS/NIR nebo MIR/FIR). [7]

K vybéru vinové délky se obecné mohou pouzit budto levngjsi filtry nebo
nakladnéj§i monochromatory. Filtry se pouzivaji k vybéru jen jednoho nebo dvou
rozsahlt vlnové délky. Je-li tfeba méfit na vice vinovych délkach nebo v Sirokém
rozsahu spektra, pouziji se monochromatory [2,5].
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Filtry mohou byt absorp¢ni nebo interferencni. Absorp¢ni filtr je vrstva barevného
prosttedi ve formé& skla, Zelatiny, plastu nebo i kapaliny. Sitka pasma
elektromagnetického zéafeni zde byva asi 100 nm. Interferencni filtr je tenka vrstva
materidlu o ur¢itém indexu lomu, pokryta reflexnim filmem (obvykle stfibrnym). Zareni
se po vniku do této vrstvy mnohokrat odrazi a interferuje — vhodnou vinovou délku lze
volit nata¢enim filtru. Sitka pAsma vymezeného zafeni je zde asi 10 nm [2,5].

Monochromator miize pro vybér vhodné vinové délky obsahovat jako hlavni prvek
hranol nebo reflexni mtizku. V piipad¢ hranolu se vyuziva disperze svétla, kdy rychlost
svétla v prostfedi o indexu lomu vétSim nezli 1 je zavisla na frekvenci prochdzejiciho
elektromagnetického zafeni. Zafeni s vyssim kmitoctem/mensi vinovou délkou je vice
zpomalovano a vykazuje véEét§i ohyb v daném prostiedi nezli zafeni s nizSim
kmitoctem/vétsi vinovou délkou [2,5].

V moderné¢jSich pfistrojich byva umistén hranol pied reflexni miizkou.

Miizka je tvofena vrstvou z pruhledného materidlu opatienou fadou car/vrypi.
Vyuziva se zde jevu odrazu a ohybu zatfeni. Ohybem se vytvareji stiidajici se maxima a
minima. Nejintenzivnéj$i je maximum nulté¢ho fadu. Pokud je ptavodni svétlo bilg, je
takovato barva maxima nultého fadu, v dalSich maximech jiz dominuje n¢ktera z barev
spektra. Aby mohl ohyb nastat, musi byt vzdalenost Car/vrypii na desce podobna vinové
délce zéafeni. Miizka tudiz byva charakterizovana hustotou, poftem car na jeden
milimetr [2,5].

Monochromator v ptfipadé pouziti miizky dovoluje vymezeni svétla v rozsahu
vlnovych délek maximaln€ 5 nm, uzsi rozsah spektra jiz nikoliv. Pfi pouziti dvou za
sebou uspotadanych takovychto prvkl pro vybér vinové délky zatreni ziskdme zafeni v
rozsahu spektra cca 1 nm. [7]

Spektrofotometry obsahuji také prvek pro detekci elektromagnetického zateni, v
nasem piipad¢€ proslého vzorkem.

Hlavni typy detektort jsou:

— fotonka

—  fotondsobic

— fotodioda

— diodové pole

— CCD detektor

— drive téz fotograficka detekce nebo jen detekce prostym, neozbrojenym okem
[2,5]
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Fotonka a fotonasobi€ jsou tzv. emisni fotoelektrické ¢lanky. Hlavnim principem je
zde vyuziti vnéjsiho fotoelektrického jevu — dopadajici elektromagnetické zateni vyrazi
z fotokatody elektrony, které smétuji k anod¢. U fotondsobice je proud elektronti
zesilovan vyuzitim dynod zafazenych mezi katodu a anodu. Kazd4 z nasledujicich
dynod mivéa potencial asi o 90 V pozitivngj$i a dopadem elektronu zde dochéazi k
vyrazeni nékolika dalSich elektront, ¢ili ve vysledku mutze byt proud elektront
dopadajici na anodu zesilen 10° az 10 krat [2,5].

Fotodiody, diodové pole a CCD detektory jsou piiklady polovodi¢ovych
fotoelektrickych ¢lankd, u nichz je podstatou vzniku signalu vnitini fotoelektricky jev
[2,5].

Fotodioda byva zapojena v zavérném sméru a dopadajici zafeni vygeneruje pary
elektron-dira, dojde ke vzniku proudového pulzu. (Napt. v piipadé kifemiku je
minimalni potfebna energie svételného kvanta 1,14 eV, fotony s vinovou délkou nad 1,1
um nemohou byt detekovany.) Diodové pole je seskupeni stovek az tisicti diod, jez plné
pokryvaji prislusny rozsah vinovych délek.

CCD detektor je kiemikovy Cip obsahujici diskrétni ctvercové prvky, pixely o
velikosti max. asi 30 um, kazdy o citlivosti fotonasobice, kdy dopadajici foton uvolni v
materidlu pixelu jeden nebo ne€kolik elektronti, ty jsou zachycovany v potencidlové jame
kazdého pixelu, mnozstvi ndboje nartsta s dale dopadajicimi fotony a poté je elektricky
naboj pienaSen polem k vystupni ¢asti, kde elektrony prochazeji na zesilovac Cipu a ve
vysledku jsou detekovany jako zmény vystupniho napéti [2,5].

Standardnimi detektory pro UV/VIS oblast jsou fotonasobic¢e a kiemikové diody.
Kiemikové diody jsou mensi, levnéjsi ale fotonasobice maji vyssi senzitivitu. VétSina
spektrofotometrii ve vyzkumu spoléha na fotonasobice. V soucasnosti se vyuzivaji sady
fotonasobicti nebo CCD Ccipy. [7]

Ohledn¢ umisténi vzork v ptipadé spektralnich absorpénich metod se jedna o
kyvetu, obvykle hranatou, ktera zajiStuje konstantni, definovanou délku optického
prostiedi. Sténa kyvety musi byt pro dané zareni propustna (obdobné jako dalsi optické
prvky pro vedeni zatreni ptistrojem). Pro ultrafialové zafeni se pouzivaji bud’to relativné
drahé kiemenné kyvety, nebo kyvety z vhodného plastu, pro viditelné zateni se uzivaji
plastové kyvety nebo kyvety z bézného draselného skla, pro infracervenou oblast kyvety
z halogenida nékterych kovi (napft. chlorid sodny, bromid thalny) [2,5].

Vyhodnocovaci/zobrazovaci zatizeni je dano pocitacem, externim nebo vestavénym
ve spektrofotometru, a jeho softwarem. U levnéjSich typt pfistroji se hodnota
absorbance zobrazuje na displeji, u drazSich pfistrojii se zobrazuje na monitoru celé
spektrum. Vyuzivani spektralnich metod na identifikaci latek byva zcela zavislé na
asistenci pocitace [2,5].
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1.1.2 Bilkoviny, jejich vlastnosti a funkce v organismu

Urcovani koncentrace bilkovin je jednim z nejzakladnéjSich tkolti biochemika a
byva dllezitou soucasti postupu ke stanoveni fady diagnéz. ,,Svét bilkovin®™ je obecné
velmi rozmanity, coz Casto stéZuje jejich stanovovani. Nebyva zcela trivialni se
rozhodnout pro vhodnou metodu a Casto doporucovanou strategii je kombinovat dve
rizné metody. Latky, které neabsorbuji pfirozené v oblasti ultrafialového nebo
optického zareni, byvaji Casto derivatizovany neboli chemicky pozménény na latky,
které ve zminéné oblasti elektromagnetického spektra absorbuji. V oblasti UV-VIS
ochotn¢ absorbuji molekuly, jez bud’'to obsahuji systém konjugovanych vazeb (v fetézci
se stfida jednoduché a dvojné vazba) anebo obsahuji aromaticka jadra. Barva roztoku s
danou latkou je doplitkovou barvou k barvé odpovidajici vinové délce absorbovaného
elektromagnetického zéateni. Bez derivatizace v piipad¢ bilkovin na vinové délce 280
nm absorbuji postranni fetézce s obsahem aromatickych jader, tj. aminokyseliny:
fenylalanin, tyrozin a tryptofan. Na vlnové délce 200 az 215 nm v piipadé bilkovin bez
derivatizace absorbuji peptidové vazby. [1,3,4]

Bilkoviny jsou linedarni polymery vzniklé zfetézenim aminokyselin pomoci
peptidovych vazeb (zafazenim aminokyseliny z ni vytvafi v ramci fetézce tzv.
aminokyselinovy zbytek). Peptidova vazba vznika tzv. kondenzaci, pfi které je uvolnéna
molekula vody. Opac¢ny proces, zakomponovani molekuly vody a rozpad vazby, je tzv.
hydrolyza [8]. Peptidovd vazba je rigidni, planarni struktura, kolem které se ale
postranni fetézec aminokyselinového zbytku miize volné natacet. Linearnim zietézenim
aminokyselin vznika tzv. primarni, nejzakladné;jsi struktura bilkoviny. Tato struktura je
v buiice (a je nyni pro nas nyni celkem jedno zda v prokaryotni nebo eukaryotni buiice)
vytvafena na ribosomu postupné, linedrné, piicemz bilkovina hned po opousténi
ribosomu se zacina ,,skladat™ do prostorového utvaru v zavislosti na interakci v rdmci
samotné primarni struktury a také v ramci jeji interakce s vodnym rozpoustédlem s
obsahem fady soli reprezentovaného cytosolem. Struktura tohoto prostorového utvaru se
dale téz popisuje pomoci tzv. sekundarni, tercidlni a kvartérni struktury. Sekundéarni
struktura je dana tim, jak pivodné rtizné¢ vzdéalené zbytky aminokyselin v primarni
struktufe jsou v prostoru piiblizeny a vytvaieji méné nebo vice usporadanou strukturu
(typickym ptikladem je a-helix a B-sklddany list nebo rizné smycky fyzicky vazajici
pravé obé dveé zminéné struktury). Tercidrni struktura udava, v jakém prostorovém
vztahu jsou utvary vytvofené v ramci sekundarni struktury. Kvartérni strukturu lze
uvazovat jen u Utvart, kde se shlukuji samostatné molekuly bilkovin do vyssich struktur
(ptikladem miize byt hemoglobin, laktitdehydrogenaza nebo tieba synthaza vysSich
mastnych kyselin — usporadanim bilkovin v kvartérni struktufe Ize docilit vytvoteni
jakési ,,vyrobni linky* nebo naopak ,linky pro odbourdvani‘ konkrétnich substrati,
napf. pti tvorbé mastnych kyselin v pfipad¢ synthazy mastnych kyselin) [9].

V naprosté vétSing piipada se u hotové bilkoviny nejedna cisté jen o polymer z
aminokyselin, ale byva pfipojena zpravidla 1 cukerna slozka (tzv. glykoproteiny), ktera
muze byt i nejveétsi Casti molekuly (tzv. proteoglykany). Piipadné byva pfipojena 1
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lipidova slozka (tzv. lipoproteiny). K tomu byva polymer bilkovin pozméinovan napf.
fosforylaci, hydroxylaci, ¢i pfipadné navazani jiné hydrofilni ¢i hydrofobni skupiny.

Bilkoviny dle funkce lze v organismu rozd¢lit na strukturni, signéalni/regulacni a
enzymatické, pfiCemz signalni funkce se ¢astené prekryva s enzymatickou funkci.

Typickymi ptedstaviteli strukturnich bilkovin jsou bilkoviny tvofici cytoskelet jako
je aktin a alfa, beta a gama tubulin a kadheriny jako reprezentant bilkovin vytvaiejici
adhezni spoje, desmosomy a hemidesmosomy v ptipad¢ bunck epitelt [8].

Typickymi enzymy jsou enzymy travicich S§tav (napf. pepsiny, trypsin,
chymotrypsin, obecné proteazy, dale napt. lipazy, nukleazy, membranové vazané v
kartd€ovém lemu enterocytl jsou napfi.: dipeptidasa, maltasa, izomaltasa, laktasa,
fosfolipasa ¢i polynukleotidasy) [9]. Existuji obdobné enzymy urcené pro praci v ramci
vnitiku buniky. I samotny ribosom je ,,shlukem* bilkovin a rRNA, kdy bilkovinna
slozka je zde vyrazné zastoupena.

Typickou signalni molekulou v rdmci bunky je GTP-vazajici protein, kalmodulin,
rizné receptory, napi. s thyrozin-kindzovou aktivitou a rtzné druhy (napf. cyklin-
dependentnich) kinaz. Dale rGzné peptidové hormony, jako je napf. znamy inzulin.

Absorbanci v piipad¢ bilkovin, pfedev§im na vinové délce kolem 280 nm, zajist'uji
postranni fetézce aminokyselinovych zbytkll s aromatickymi jadry, jez obsahuji
aminokyseliny: fenylalanin, tyrozin a tryptofan. (Jedna se o néco podobného, jako je
systém konjugovanych dvojnych vazeb, jako napt. u beta-karotenu a retinolu).

Na kratSich vinovych délkach 200 az 215 nm, jsou hlavnim chromoforem peptidové
vazby.

1.1.3 VySetreni celkové bilkoviny a zakladni poruchy

Z hlediska bilkovin se nejvice provadi vySetfeni celkové bilkoviny v séru a moci.
Existuji také stanoveni napt. v plodové vodé nebo v mozkomiSnim moku, kde se vSak
hodnoti spiSe jejich specifické zastoupeni nezli jejich mnozstvi.

Sérum byva vyhodnéjsi pro zpracovani a méteni z toho diivodu, Ze je zde odstranén
fibrinogen a dal$i koagulacni faktory, které pii stanovovani dalSich latek interferuji.
Proto se obvykle pted dalSim zpracovanim a métenim provadi koagulace krevni plasmy,
tim vznikne z plasmy sérum [3].

V zastoupeni riznych bilkovin séra tvofi albumin vice nez polovinu, fyziologicka
hodnota je 35 az 53 g/I. Globuliny (a,, ay, B, v globuliny) 20 az 36 g/1 5, 9].
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Hladina bilkovin je za fyziologického stavu piiblizn€¢ konstantni, je ve stavu
dynamické rovnovahy mezi jejich tvorbou a odbouravanim. Tato rovnovaha se mize za
patologickych stavii narusit jednim nebo druhym smérem.

Zakladni poruchy mitiZzeme rozdé¢lit na hypoproteinémie, hyperproteinémie a
dyslipoproteinémie [3].

Hypoproteinémie je stav, pii kterém je koncentrace celkové bilkoviny pod 40 g/l.
Pric¢inou muze byt nizky ptivod bilkovin dietou, malabsorbéni syndrom, zvySené ztraty
bilkovin mo¢i pfi nefrotickém syndromu, pfi popéleninach, nebo nadmérnou ztratou
bilkovin travicim traktem (napt. pii Crohnové chorobé) [3].

Hyperproteinémie — za patologickych stavli dochdzi k zvySeni hladiny jen jedné z
bilkovin. Casto se jedna o protilatky, tj. gamaglobuliny. Ty mohou polyklonalni pii
infekcich nebo monoklonalni pti nadorovém onemocnéni [3].

Hyperproteinémie se mtize téz objevit pii dehydrataci. Ta obecné mlze byt dana
nedostateCnym piijmem tekutin, t¢Zkym zvracenim nebo prijmy.

Dyslipoproteinémie je charakterizovana patologicky zvySenou nebo snizenou
hladinou jedné nebo vice slozek plazmatického lipidového spektra. V naprosté vétsSing
pfipadli se jedna o hyperlipoproteinémii, kdy je zvySend koncentrace cholesteroli a
triacylglycerold [3]. Obvykle nedostatek tzv. ,hodného* (HDL c¢astice) a nadbytek
,Zlého cholesterolu“ (VLDL, LDL a IDL ¢astice).

1.1.4 Metody stanoveni celkové bilkoviny

Metody stanoveni celkové bilkoviny l1ze rozd¢lit do péti skupin [1]:
1) metody vyuzivajici interakce bilkovin s ionty médi
- biuretova metoda
- Hartree-Lowryho metoda
- bicinchoninova metoda
2) ninhydrinova metoda po kyselé hydrolyze bilkovin
3) stanoveni z UV spektra
4) stanoveni celkové bilkoviny ze suSiny

5) metoda dle Bradfordové (barvivo Coomasie blue)
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Ad 1)

biuretova metoda [1]:

M¢édnaty iont vytvaii chelat s imidovymi skupinami bilkoviny, jez jsou vyrazné
ionizovany diky siln¢ alkalickému pH, tj. je vytvofen z polypeptidu polyaniont, na
ktery se pak vazi méd’naté kationty. Vznikd pak modrofialové zbarveny produkt, jehoz
absorbance se méfi pii 550 nm.

Hartree-Lowryho metoda [1]:

Cinidlo zde mé dvé slozky. Jednak biuretové &inidlo a dale Folin-Ciocalteau &inidlo
na fenoly — jednd se o polykyseliny fosfomolybdenové a fosfowolframové, které se
reakci s tyrozinovymi zbytky v fetézci polypeptidu redukuji na modfe zbarveny
produkt.

V roce 1972 byla vypracovana modifikace metody vyuzitim tfi ¢inidel, z nichz dvé
jsou pro biuretové stanoveni — dochazi zde k daleko intenzivnéjSimu zbarveni roztoku,
zvysuje se tak citlivost metody a také je stanoveni linearni v daleko vétSim rozsahu
meéfenych koncentraci (také Cinidla jsou stabilnéjsi a metoda je méné pracna).

Bicinchoninova (BCA) metoda [1]:

Jedna se o vyuziti kyseliny bicinchoninové ke stanoveni celkové bilkoviny.
Dochazi zde k redukci méd'natého kationtu bilkovinou na méd’'ny kationt a nasledné
vytvoieni chelatu tohoto iontu s kyselinou bicinchoninovou za vzniku cervené
zbarveného produktu.

Ad?2)

Ninhydrinova metoda [1]:

Bilkoviny jsou hydrolyzovany 6% kyselinou sirovou pii 100°C. Hydrolyzat je
nasledné neutralizovan a aminokyseliny derivatizovany ninhydrinem. Absorbance je
pak méfena pii 570 nm. Jednotlivé aminokyseliny maji jiny barevny produkt. Plati, ze
pokud ma bilkovina relativné bézné aminokyselinové sloZeni, pak lze pouzit napt. jako
standard roztok leucinu. Metoda je ale pomérné casové naro¢nd. Vyhodu ma tato
metoda v tom, Ze s ni neinterferuji baze nukleovych kyselin. [1]
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Ad 3)

Stanoveni z UV spektra [1]:

V proteinech absorbuji UV zafeni postranni fetézce aminokyselin s aromatickymi
jadry, tj. postranni zbytky tryptofanu a tyrozinu (fenylalaninu, ackoliv ma podobny
postranni fetézec, jiz jen zanedbateln¢). Maximalni absorpce je v rozmezi vlnovych
délek 275 az 280 nm. Pfi vhodném tedéni roztoku bilkoviny lze optimélné stanovovat
koncentrace naprosté vétSiny proteind. [1]

Proteiny také absorbuji ochotné i pti nizsich vinovych délkach pod 240 nm diky
dalSim aminokyselindm a zejména kvuli peptidové vazbe. Atraktivni je stanovovani pod
205 nm. Zde je maximum absorbance peptidové vazby, bohuzel ale také napt. molekul
kysliku, ktery je tak potfeba z roztoku odstranit. [1]

Ad 4)

Stanoveni celkové bilkoviny ze suSiny:

Provadi se susenim v susarn¢ do dosazeni konstantni vahy pii 104 az 106 °C po
dobu né¢kolika hodin, kdy se odstrani voda a tékavé latky. Vzorek je pak vézen na
vahach — zjisti se tak hmotnost bilkovin s latkami k nim pfidruzenych jako napf. soli.

Tato metoda jako jedind nevyzaduje standard. Jejim znacnym problémem je, Ze
vysoky detekcni limit a nutnost odstranit co nejvice soli z izoelektrického roztoku. [1]

Ad 5)

Metoda dle Bradfordové s vyuzitim vazby barviva Coomassie blue na bilkoviny
(anglicky: Coomasie brilliant blue G) [1]:

Barvivem je Coomassie blue G250 (organické barvivo). Cinidlo Bradfordové je:
0,01% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250, 4,7% (w/v) etanol, 8,5% (w/v) kyselina
fosforecna v deionizované / destilované vod¢) [12]

Vazba probihd v kyselém prostiedi dvéma mechanismy, kdy dochazi k fyzikalni
adsorbci na proteiny za vzniku stabilniho komplexu s absorbanci mezi 465 nm az 595
nm. Jednak se na nepolarni skupiny véaze trifenylmetanova skupina a dale na bazické
postranni zbytky aminokyselin v fetézci (arginin a lysin) se vazou anionty sulfoskupin.
Po téchto vazbach dochazi k barevné zméné, jez odpovidd koncentraci proteinu.
Metoda je pfedevsim citlivd na albumin a fadu dalSich globulinfi. Stanoveni je vSak
ruseno fadou znamych interferujicich latek.
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Interferujicimi latkami jsou (pfedevsim) [1]:

- Triton X — 100, polyoxyethylenovy detergent s alkylfenylovymi skupinami
(vice jak 0,5%)

- SDS (sodiumdodecylsulfat) - (vice jak 0,1%)

- deoxyholan sodny

Pro kalibraci se pouziva roztok hovéziho sérového albuminu. Metoda je tiikrat az
ctytikrat citlivéjsi nezli metoda Hartree-Lowryho a BCA metoda. [1]

Metoda dle Bradfordové je nejsenzitivnéjsi z vySe uvedenych metod (metoda
BCA.,tj. uziti bicinchoninové kyseliny, biuretové stanoveni, metoda dle Bradfordové,
oblast stanovitelnosti od 0,006 az po 100 mg/ml (pro purifikovany protein (purifikovany
BSA) i pro komplexni smés bilkovin).

Biuretova metoda je vhodna pro vysoké koncentrace bilkoviny ve vzorku (5-160
mg/ml) zatimco metoda dle Bradofordové, BCA a Lowryho metoda jsou vhodné pro
nizkou koncentraci bilkovin ve vzorku (1-2000 pg/ml). Metoda dle Bradfordové se
ukazuje jako neptihodné&jsi pro vzorky s nizkym obsahem bilkovin, jako je napf.
moc. [6]

Bradfordové metoda mezi péti uvadénymi spektrofotometrickymi metodami
stanoveni spotfebovava minimum vzorku (2 pl/reakce), coz je 50-krat méné nezli u
BCA, 10-krat mén¢ nezli u biuretové, 100-krat méné nezli u Lowryho a 1000-krat
mén¢ nezli u ninhydrinové metody. [6]

Metoda dle Bradfordové také nejméné interferuje s nejpouzivanéjSimi pufry pro
praci s bilkovinami, coz je Laemmlitv a 2-D lyticky pufr (pfi méteni purifikovaného
BSA nebo extraktu z praseci ledviny). [6]

Casové naro¢nost jednotlivych metod [1]:

- metoda biuretova, Hartree-Lowryho metoda a BCA metoda: 1 hodina

- ninhdydrinovd metoda: prvni den 1 hodinu, poté pfes noc probihajici
hydrolyzu a nasledny den 1 az 2 hodiny vlastni méfeni.

- méfeni v UV oblasti: 30 minut

- stanoveni celkovych proteini ze suSiny: 4 hodiny az pfes noc a dalsi den
poté 10 az 20 minut na vazeni

- metoda dle Bradfordové: 20 az 30 minut

cvwr

cv w7
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1.2 Cile prace

Cilem této prace je vytvorit standard pro zpracovani experimentalnich dat pro
potteby vyuky predmétu Laboratorni technika a to konkrétné¢ pro tlohu
,»Spektroskopicka stanoveni koncentrace bilkovin®.

Nejprve bude tfeba provést spektrofotometrické méteni koncentraci bilkovin ve
vajecném bilku. Pro stanoveni byla vybrdna metoda podle Bradfordové. Méteni
probihalo na tfech riznych spektrofotometrech (vertikalni fotometr SUNRISE, UV-VIS
spektrofotometr Libra S22 a UV-VIS spektrofotometr SPECORD). Po ukonceni
naplanovanych experimentl a zpracovani namétenych dat bude provedeno porovnani
vysledki z jednotlivych ptistroju.

Pro usnadnéni statistického zpracovani dat bude vytvofen skript ve vypocetnim
prostiedi MATLAB, ktery po zaddni namétfenych experimentalnich dat vypise vybrané
statistické parametry.

Soucasti bakalarské prace je diskuze moznosti zpracovani namétenych hodnot a
postupu vhodného vyhodnoceni ziskanych dat. Navrzeny standard pro zpracovani dat je
v kapitole 3.
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2 Metody

2.1 Mé¥ici pristroje

2.1.1 vertikalni fotometr SUNRISE

Obr. 2.1: zevni vzhled fotometru SUNRISE [19]

Vertikélni fotometr SUNRISE (Sunrise™ Absorbance Reader) od firmy Tecan
Austria GmbH (Rakousko) — dale obvykle jen (vertikalni) fotometr SUNRISE — je
piistroj, ktery dokaze méfit rychle az na 96 pozicich mikrotitra¢ni desticky. Je vhodny
pro diagnostiku, farmacii i pro vyzkumné laboratofte. [18,19]

Srdcem piistroje je dvandacti-kanalovy opticky modul. Téchto dvanact optickych
vlaken vede simultdnné paprsek svétla pres fadu 12 jamek mikrotitraéni desticky
(mikrotitracni desticka ma 8x12 pozic). K témto vldkniim je dale pfifazen referencni
opticky kanal, ktery monitoruje a reguluje intenzitu svétla pro optimalni vysledek pii
rizné sytosti svétla. Jeden méftici cyklus trva cca 5 sekund, coz ¢ini fotometr SUNRISE
vhodny 1 pro rychlé kinetickd méfeni. K vybéru pii koupi pfistroje je mezi filtrem pro 4
nebo 6 vlnovych délek, pfipadné¢ je mozné zakoupit specielni gradientovy filtr
umoziujici méteni v rozsahu 400 az 700 nm (tj. 301 rGznych vinovych délek). Specielni
gradientovy filtr umoznuje vybrat vinovou délku mezi 400 az 700 nm s krokem 1 nm.
[18,19]

~21 ~



Neékteré obecné technické specifikace fotometru SUNRISE [18]:

opticky systém: 12 méficich kanalt, 1 referencni kanal,
filtry: 4 az 6, nebo specielni gradientovy filtr,
rozmezi vinovych délek pti pouziti bézného filtru: 340 az 750 nm,
rozmezi vinovych délek pii pouziti gradientového filtru: 400 az 700 nm,
Sitka pasma vilnovych délek pfi méfeni: 10 nm + 2 nm,
¢as méfeni:
e 6 sekund pfi jedné vinové délce,
e 8 sekund pfi dvou vinovych délkéch,
e 5 sekund pfi kinetickém métent,
meéfici rozsah: 400 az 750 nm pii 0 A az 4 A,
linearita: 340 az 399 nm, pii 0 az 2 A: lepSi nez + 2 %,
linearita: 400 az 750 nm, pfi 0 az 2 A: lepSi nez + 1 %,
linearita: 400 az 750 nm, pii 2 az 3 A: lepSi nez + 1,5 %,
ptesnost: pfi 0 az 2 A, pti 492 nm lepsi nez + (1 % + 0,010 A),
pfesnost: pfi 2 az 3 A, pfi 492 nm lepsi nez + (1.5 % + 0,010 A).

Technické specifikace fotometru SUNRISE pfi laditelné vinové délce [18]:

/ drZdk pro

mikr?titrai‘im’ oddil pro filtr
desticku

rozmezi vinovych délek: 400 az 700 nm,
linearita: pti 0 az 2,5 A, pii 492 nm lepsi nez + 2 %,
pfesnost: pii 0 az 2 A, pt1 492 nm lepsi nez + (1.5 % + 0,010 A).

— LED napajeni

'I ~— skiiil lampy

Obr. 2.2: uvod k obrazku 2.3 [dle: 19]
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2.1.2 UV-VIS spektrofotometr Libra S22

Obr. 2.4: UV-VIS spektrofotometr Libra S22 - zevni vzhled pfistroje [21]

UV-VIS spektrofotometr Libra S22 od firmy Biochrom (Spojené kralovstvi Velké
Britanie a Severniho Irska) - dale Casto jen Libra S22 — je pfistroj s jednoduchou
obsluhou a vysokou vykonnosti. Vyuzivé jako zdroj svétla xenonovou lampu, kterd ma
delsi Zivotnost a umoziiuje redukovat ndklady na udrzbu. Obsahuje i kompenzaci
optického Sumu, coz zvySuje odstup signal/Sum. Umoziuje meéfit absorbanci,
transmitanci, koncentraci a umoziuje téz posouzeni spektralnich kiivek k determinaci
analytu. [20,22]

Mohou byt vlozeny uzivatelem definované rovnice a az 18 takovychto metod miize
byt uloZeno v jednotlivych slozkach softwaru v piistroji. Piistroj mize byt upgradovan
pro sofistikovanéjsi pouziti véetné nakladani s daty pomoci softwaru Acquire Software
a PC. [20,22]

Obsahuje rozsahly kompartment pro vzorky, k pfistroji lze pfipojit fadu dalSich
piislusenstvi. Diky tomu je Libra S22 vSestranny a spolehlivy pfistroj k pouziti pro
bézna laboratorni méfeni. [20,22]
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Nekteré podrobnéjsi specifikace ptistroje [20,22]

- oto¢ny karusel s 8 pozicemi pro vzorky,

- zdroj svétla: xenonova lampa,

- Sitka vinového pasma: 3 nm nebo lepsi,

- rozpéti vinovych délek pro méfeni: 190 az 1100 nm,

- presnost nastaveni na vinovou délku: + 1 nm,

- mozny rozsah absorbanci: + 3 A,

- presnost: = 0,5% nebo + 0,003A do 3,000A pii 546 nm, (dle toho, ktera
hodnota je vyssi),

- monochromator: 1200 ¢ar / mm (aberace korigovana konkavni mfizkou),

- maximalni rychlost skenovani: 3000 nm / minuta,

- reprodukovatelnost vinové délky: + 0,5 nm,

- detektor: dvé kiemenné fotodiody,

- stabilita: £ 0,001 A / hodina (pii 340 nm a 0 A),

- graficky LCD disple;,

- turoven Sumu: £ 0.001A pti 0 A, £0.002 A pti 2 A (oboje pii 600 nm).

2.1.3 UV-VIS spektrofotometr SPECORD®

UV-VIS spektrofotometr SPECORD® od firmy Analytik Jena AG (BRD) — dale
casto jen SPECORD - je vykonny, pocitacem kontrolovany, dvoupaprskovy
spektrofotometr pro méfeni mj. 1 absorbance. Sestrojen je pro méfeni ve velkém rozsahu
spektra od 190 nm az 1100 nm. Rozliseni spektra se zde pohybuje od 4 po 0,5 nm.
Vnitini kalibrace vlnové délky pomoci filtru s kyslicnikem holmitym poskytuje
vysokou piesnost ve vymezeni vinové délky a vybornou opakovatelnost. V kombinaci
s vikonnym softwarem WinASPECT® je piedeviim vhodny pro rutinni uZiti
v laboratofich. Stejné tak poskytuje moznost specidlnich aplikaci s vyuzitim rtiznych
dostupnych pftislusenstvi. [16,17]

Obsahuje monochromator s konkavni mfiizkou. Paprsek je délen ve dva pomoci
délice paprsku. Zobrazitelny rozsah pfistroje je +£8 A, méfici rozsah ¢ini +3 A
(A...absorbance). Vymezeni vinové délky je rovno nebo mensi nezli 0,5 nm,
opakovatelnost vymezeni vinové délky je rovna nebo mensi nezli 0,05 nm. Podil
zbloudilého svétla na transmitanci je az pod 0,05 %. Skenovaci rychlost ¢ini az
6000nm/min. [16,17]
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analytikjena

Obr. 2.5: zevni vzhled piistroje (pfedni strana) [16]

Na obr. 2.5:
1... kryt prostoru se vzorky
2... konektory pro hadicky nasavaciho systému (ptipadny doplnék piistroje)

3 ... indika¢ni LED pro napajeni, halogenovou a deuteriovou lampu

N

... kryt skiin€ s halogenovou a deuteriovou lampou
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Stavba piistroje viz obr. 2.6 a 2.7:

Obr 2.6: obecna stavba pristroje [16]

Na obr. 2.6:

—

... soustava osvétlovacich zrcatek
... zdroje svétla
3...kryt spektrometru a fotometru

N

4...tidici elektronika
5...napajeci modul

6...deska s detektory
7...drzadlo pro kyvety se vzorky

8...0ddil pro vzorky
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Hlavni casti spektrofotometru SPECORD jsou ptedevsim [16,17]:

- zdroj svétla: jednd se o halogenovou a deuteriovou lampu, jejichz svétlo je
pievedeno na monochromatické a nasledné prochazi pres vzorek

- samotny spektrometr a fotometr (¢ast 3 na obr. 2.6) je chranén pfed zevnim
svétlem a prachem, obsahuje desikator, ktery reguluje vlhkost

- detektorova deska: obsahuje dvé fotodiody jako detektory zafeni, tepelné jsou
kontrolovany pomoci Peltierova ¢lanku

- nap3jeci modul: je zdrojem napéti  predevsim pro elektroniku a chladici
vétraky

- tidici elektronika: obsahuje pocitac, jenz koordinuje interakci vSech soucasti
spektrofotometru

vstupni térbina

karusel s filiry = ‘Q S
Q

detektor

deuteriova

vybojka kyveta

detektor

halogenova lampé

a._/

otoéné zrcatko zrcatko

Obr. 2.7: Opticky systém spektrofotometru SPECORD® [dle: 16]

N&které technické specifikace spektrofotometru SPECORD® [16]:

rozmezi vinovych délek: 190 az 1100 nm,

- zobrazitelny rozsah: + § A,

- meéfitelny rozsah: + 3 A,

- presnost nastaveni vinové délky: <+ 0,5 nm,

- reprodukovatelnost vinové délky: <+ 0,05 nm,

- dlouhodoba stabilita na 500 nm: <=+ 0,001,

- skenovaci rychlost: az 6000 nm / min.,

- opticky princip: dvoupaprskovy spektrofotometr, dvé diody jako detektor,
- optika: premonochromator a monochromator s konkavni miizkou,

- pfresnost: <+ 0,005, pti 546 nm, (s Hellma F4 neutral-density filtrem)

- presnost: <+ 0,01, (filtr s dichromanem draselnym, dle evropské normy) [16].
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2.2 Chemikalie

Béhem prace v laboratofi byly pouzity tyto chemikalie:
- destilovana voda
- fyziologicky roztok (0,9% (w/v) roztok NaCl v destilované vod¢)

- ¢inidlo Bradfordové (tj.:0,01% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250, 4,7% (w/v)
etanol, 8,5% (w/v) kyselina fosfore¢nd; v deionizované / destilované vod¢) [12]

- koncentra¢ni fada:

Pro vytvofeni koncentracni fady byly pouzity roztoky BSA (bovinniho sérového
albuminu) o pivodni koncentraci 0,25 mg/ml nebo 0,30 mg/ml. Byly tedy pouzity tyto
koncentra¢ni fady:

0; 0,05; 0,10; 0,15; 0,20 a 0,25 mg BSA /ml

nebo

0; 0,05; 0,10; 0,15; 0,20; 0,25 a 0,30 mg BSA /ml.

Vzorek s nulovou koncentraci byl pouzit jako tzv. slepy vzorek (,,blank®).
- vzorek vaje¢ného bilku:

Vajecny bilek byl fedén fyziologickym roztokem 500krat.

- 0,05M fosfatovy pufr o pH 7,5.
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2.3 Pouzita metoda méreni v laboratori

Vramci prace bylo provedeno spektrofotometrické stanoveni koncentrace
bilkoviny v roztoku. Jako zdroj bilkoviny byl pouzit vajecny bilek. Stanoveni probéhlo
metodou dle Bradfordové. Jako standard byl pouzit roztok hovéziho sérového albuminu,
BSA (bovinni sérovy albumin). Pro méfeni byl pouzit zejména vertikdlni fotometr
SUNRISE a UV-VIS spektrofotometr Libra S22. Ddle bylo ziskano ,,spektrum® tj.
zavislost absorbance na vlnové délce v oblasti viditelného zéateni na UV-VIS
spektrofotometru SPECORD vrozsahu 400 az 700 nm. Absorbance byla
vyhodnocovéna na vlnové délce 620 nm.

Koncentra¢ni fada pro kalibraci obsahovala Sest (0,00; 0,05; 0,10; 0,15; 0,20 a 0,25
mg (BSA) /ml).nebo sedm hodnot (0,00; 0,05; 010; 0,15; 0,20; 0,25 a 0,30
mg(BSA)/ml).

Pocet vzorkli nafedéné¢ho vajecného bilku byl stanoven na tiicet. Tticet vzorkl tedy
bylo pipetovano do mikrotitracni desticky pro vertikalni fotometr SUNRISE a také bylo
piipraveno tficet vzorkti do kyvet pro UV-VIS spektrofotometr Libra S22. Uvedeny
pocet tficeti méfeni byl povazovadn za minimalni vstupni pocet vzorkli pro dalsi
statistické zpracovani, pficemz bylo brano v uvahu, ze nékteré hodnoty mohou byt
vylou€eny z dal$ich zpracovani. Bylo brano téz v Givahu, ze uvedeny vzorek bilkoviny
je pomérn¢ obtizné homogenizovat.

~ 30 ~



2.4 Popis funkce pouzitého skriptu v MATLABu

Ptislu$ny skript je uveden v ptiloze B této prace.
Skript byl vytvatren pro tuto verzi MATLABu: 8.5.0.197613 (R2015a).

Bylo vytvoteno grafické uzivatelské rozhrani skriptu v MATLABu (déle obvykle
jen ,,dialogové okno*), do kterého uzivatel zadava tyto hodnoty:

- pouzité fedéni redlného vzorku (typicky napt. 500x),

- nezaporné celé Cislo pro prizptisobeni poctu schranek histogramu (typicky 0 az 3),
- az tiikrat ziskané absorbance pro koncentracni fadu,

- pouzitou koncentraci bilkoviny (BSA) v koncentra¢ni fad¢,

- zmétené absorbance pro redlné vzorky bilkoviny (zfedény roztok vaje¢ného bilku).

Tyto hodnoty MATLAB pievezme z dialogového okna a dale s nimi pracuje.

Naésledné skript provede ,,zprimérovani absorbanci koncentraéni fady®, tzn., ze
mizeme mit az tfi fady absorbanci zméfené pro koncentra¢ni fadu, ¢ili pro jednu
hodnotu koncentrace koncentracni fady az tii hodnoty, které dle [24] lze ptimo zde ,,na
misté* zpramérovat, tj. ze stejnolehlych hodnot (tfi pro jednu pouzitou koncentraci
v koncentra¢ni fad¢) vytvorit primer.

Dale skript provadi ,,korekci na slepy vzorek®, tzn., Ze ode vSech zprimérovanych
hodnot absorbanci odecte zprimérovanou absorbanci pro slepy vzorek z koncentra¢ni
fady (tj. vzorek s nulovou koncentraci BSA).

Poté skript vytvaii kalibra¢ni piimku a ziskava jeji smérnici.

Nasledné skript provadi ,,korekci na slepy vzorek™ i pro absorbance zmétené pro
realné vzorky bilkoviny a vyfazuje nesmysIné hodnoty. Za nesmyslné hodnoty jsou po
této korekci povazovany zaporné hodnoty absorbanci a téz presné¢ nulova hodnota
absorbance (vzorek obsahuje nenulové mnozstvi analytu, bilkoviny, ¢ili absorbance by
meéla byt vyssi jak 0). A dale vyrazuje vyssi absorbance u redlného vzorku bilkoviny,
které jsou vyssi nezli nejvyssi hodnota absorbance, zmétena pro koncentracni fadu (po
zpramé&rovani absorbanci koncentracni fady). Neni zde dovoleno extrapolovat
kalibra¢ni pfimku za rozsah dat, ktera byla zméfena — nebot’ nelze predpokladat dale
linedrni prub¢h zavislosti absorbance na koncentraci BSA v koncentra¢ni fadg.

Déle skript dopocte koncentrace v realnych vzorcich pomoci ziskané smérnice,
zmétenych absorbanci pro tyto redlné vzorky a pouzitého fedéni redlného vzorku.
Z téchto hodnot skript spocte nésledné statistické charakteristiky polohy a statistické
charakteristiky variability.

Nasledné je zde provadén Adersontliv-Darlingliv test na normalni rozlozeni dat.
Poté jsou vyluovany piipadné odlehlé hodnoty koncentraci. Pokud se jednd o normalni
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rozloZzeni dat, je pro vylouceni odlehlych hodnot pouzit Dixonliv Q-test. Pokud se
nejedna o normalni rozlozeni dat, je jejich vyrazeni provedeno dle ,,Tukeyho kritéria®
na odlehlé hodnoty (dle [23]).

Uvedeny Dixontv Q-test skript pocita s pouzitim hladiny vyznamnosti a = 0,05
=5%.

,»Tukeyho kritérium* pochazi od vyznacného amerického statistika John Wilder
Tukeyho. Ten po rozsahlych zkuSenostech se zpracovanim pfirodovédnych dat
stanovil, Ze lze pfipadn¢ pro vylucovani odlehlych hodnot pouzit nasledujici
kritérium:

Mezikvartilové rozpéti (rozdil hodnoty tietiho a prvniho kvartilu) se nasobi
vhodnou konstantou (obvykle — a také i v naSem piipadé: 1,5) a odecita se od
prvniho kvartilu a pfic¢itd ke tfetimu kvartilu. Timto se ziskd tzv. dolni a horni
hradba. Pokud lezi nékteré hodnoty pod dolni hradbou nebo nad horni hradbou, 1ze je
povazovat za odlehlé. (Pokud napt. dolni hradba vychazi zéporna nebo nulova a data
maji smysl jen pro kladné hodnoty, znamena to, Ze se timto smérem nemohou
nachazet odlehlé hodnoty.)

Dokud skript naléza odlehlé hodnoty, prochazi soubor s vypoctenymi hodnotami
koncentraci pro realné vzorky do té doby, dokud nachézi takovéto odlehlé hodnoty.

Jsou mozné tyto tfi varianty:

Skript stale nachazi nenormalni rozlozeni téchto dat a stale provadi ,,Tukeyho
kritérium‘ na odlehlé hodnoty.

Skript stale nachazi jen normalni rozlozeni dat a stale provadi Dixoniiv Q-test na
odlehlé hodnoty.

Skript mlze najit nejprve (i nékolikrat) nenormaélni rozlozeni dat a provadét
,»Tukeyho kritérium*“ na odlehlé hodnoty. Nasledné¢ mtize detekovat jiz normalni
rozlozeni a dale (opét 1 nékolikrat) provést Dixoniiv Q-test na odlehlé hodnoty.

(Pokud skript nalezne zprvu normalni rozloZeni dat, nemize z néj jiz vytvofit
nasledné po vylu¢ovani odlehlych hodnot soubor dat s nenormélnim rozlozenim.)

Ve vysledku, pokud skript nalezne odlehl¢ hodnoty, v ptipadé pouziti Dixonova
Q-testu vypiSe kolik a jaké hodnoty vytadil. V pfipad¢ pouziti ,, Tukeyho kritéria“
bohuzel nevypisuje, kolik a jaké hodnoty dopoctené koncentrace redlného vzorku
bilkoviny vyftadil.

Ke konci skript vypiSe seznam dopoctenych koncentraci pro redlné vzorky
bilkoviny (vajecny bilek ptfed fedénim) a jako hlavni vysledek vypiSe aritmeticky
primér a smerodatnou odchylku pro tyto redlné vzorky bilkoviny. Skript vypiSe veskery
vystup (kalibraéni piimku, vytazené absorbance u realného vzorku, histogram,
statistické charakteristiky polohy a variability, vysledek Dixonova Q-testu, piip. dolni a
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horni hradbu, vysledné koncentrace bilkoviny, aritmeticky primér a smérodatnou
odchylku) az po vylouceni vSech odlehlych hodnot koncentraci bilkoviny v redlném
vzorku.

(Nakonec skript vypisuje pod jakym nazvem a do jakého umisténi ulozil obrazky
s kalibra¢ni pfimkou a histogramem rozlozeni hodnot koncentraci pro realné vzorky
bilkoviny.)
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3 Vysledky

Tato kapitola obsahuje vysledky ziskané¢ z méfeni koncentrace bilkovin ve
vaje¢ném bilku metodou dle Bradfordové. Experimentalni data je nutné statisticky
zpracovat. Pfi prezentaci kone¢ného vysledku je diilezité ziskané hodnoty pfepocitat na
nefedény vzorek.

Pro statistické zpracovani ziskanych hodnot koncentraci bilkoviny ve vajecném
bilku byl navrzen tento postup, kdy je zjisStovan:

- histogram rozlozeni hodnot koncentraci,

- pocet métent,

- minimalni hodnota,

- maximalni hodnota,

- rozpéti (rozdil maximalni a minimalni hodnoty),

- aritmeticky primeér,

- median,

- prvni kvartil,

- treti kvartil,

(minimalni hodnota je nulty kvartil, median je druhy kvartil, maximdlni hodnota je
ctvrty kvartil),

- smérodatna odchylka,

- variacni koeficient (smérodatna odchylka / aritmeticky pramér),

- Sikmost,

- Spicatost,

- minimalni a maximalni Z-skor,

- hodnota Q-testu pro minimalni hodnotu (pro vylouceni pfipadnych odlehlych hodnot),
- hodnota Q-testu pro maximalni hodnotu (pro vylouceni pfipadnych odlehlych hodnot),
alternativné ke Q-testu:

- dolni hradba (pro vylouceni pfipadnych odlehlych hodnot),

- horni hradba (pro vylouceni ptipadnych odlehlych hodnot).

(Vysledna hodnota Q-testu je pro dany pocet zpracovavanych méfeni porovnavana
s kritickou hodnotou na hladin€é vyznamnosti a = 0,05 =5 %.)
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3.1 Prvni sada vysledki

V této prvni sad¢ vysledkil je uvedeno zpracovani vysledkt pro vertikalni fotometr
SUNRISE a UV-VIS spektrofotometr Libra S22, které byly ziskany béhem prvniho
méteni. Jsou zde uvedena syrova data, jez byla déale zpracovavéna a nasledné je zde
uveden vystup ze zpracovani téchto dat v MATLABu. Cely vytvoreny skript je uveden
v priloze.

3.1.1 Vysledky méFeni na vertikalnim fotometru SUNRISE

V nasledujicich tabulkach (tab. 3.1, 3.2 a 3.3) v fadcich A az C, vsloupci 1 az 7
jsou hodnoty absorbanci (bezrozmérn€) pro koncentra¢ni fadu vcetné slepého vzorku.
Slepy vzorek je na pozicich A az C, prvni sloupec. Absorbance pro roztoky vzorkl
bilkoviny jsou v fadku F ve sloupcich 1 az 6 a v fadcich G a H ve vSech sloupcich.

~ 35~



V piipad¢ vertikalniho fotometru SUNRISE byly béhem prvniho méfeni pii 620 nm
zméteny nasledujici hodnoty absorbance (bezrozmérnd) v mikrotitracni desti¢ce (8x12
tj. 96 jamek), tab. 3.1:

Tab. 3.1: syrova data — absorbance (bezrozmérné) vertikalniho fotometru SUNRISE pro realné vzorky,
prvni méfenti:

0,2050 0,2120 0,2370 0,2490 0,2670 0,2820 0,2890 0,0460 0,0460 0,0460 0,0470 0,0580
0,2010 0,2220 0,2420 0,2470 0,2760 0,2860 0,3070 0,0460 0,0460 0,0460 0,0460 0,0480
0,1980 0,2190 0,2340 0,2310 0,2540 0,2800 0,3710 0,0460 0,0470 0,0460 0,0460 0,0470
0,0440 0,0460 0,0460 0,0460 0,0460 0,0450 0,0450 0,0460 0,0460 0,0460 0,0460 0,0470
0,0450 0,0460 0,0460 0,0450 0,0460 0,0440 0,0450 0,0460 0,0460 0,0460 0,0460 0,0460
0,4410 0,2330 0,2130 0,5060 0,2320 0,2590 0,1680 0,1780 0,1920 0,1890 0,1910 0,1910
0,2410 0,2310 0,5690 0,2530 0,2440 0,2370 0,7670 0,7620 0,2400 0,5470 0,2470 0,2170
0,2570 0,2340 0,2480 0,2480 0,2340 0,2420 0,2490 0,1770 0,2650 0,2410 0,3530 0,2240

V piipad¢ vertikalniho fotometru SUNRISE byly béhem druhého méieni pti 620
nm zméfeny ndasledujici hodnoty absorbance (bezrozmérnd) v mikrotitraéni desti¢ce
(8x12 tj. 96 jamek). Jedna se o stejné vzorky jako v ptipad¢ prvniho méteni, tab. 3.2:

Tab. 3.2: syrova data — absorbance (bezrozmérné) vertikalniho fotometru SUNRISE pro realné vzorky,
druhé méteni:

0,2100 0,2120 0,2390 0,2480 0,2700 0,2840 0,2920 0,0460 0,0460 0,0460 0,0470 0,0580
0,2000 0,2210 0,2430 0,2490 0,2760 0,2860 0,3100 0,0460 0,0460 0,0470 0,0460 0,0480
0,1970 0,2190 0,2340 0,2310 0,2550 0,2810 0,3820 0,0460 0,0470 0,0460 0,0460 0,0470
0,0450 0,0460 0,0460 0,0460 0,0460 0,0450 0,0450 0,0460 0,0460 0,0460 0,0460 0,0470
0,0450 0,0460 0,0460 0,0450 0,0460 0,0440 0,0450 0,0460 0,0460 0,0460 0,0460 0,0460
0,4530 0,2360 0,2140 0,5110 0,2330 0,2680 0,1670 0,1780 0,1920 0,1890 0,1900 0,1910
0,2420 0,2340 0,5700 0,2610 0,2490 0,2390 0,7580 0,7520 0,2420 0,2590 0,2520 0,2150
0,2540 0,2390 0,2520 0,2500 0,2350 0,2450 0,2490 0,1760 0,2680 0,2450 0,3470 0,2230
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Tab. 3.3, zprumérovana data z tabulek 3.1 a 3.2:

0,2075 0,2120 0,2380 0,2485 0,2685 0,2830 0,2905 0,0460 0,0460 0,0460 0,0470 0,0580

0,2005 0,2215 0,2425 0,2480 0,2760 0,2860 0,3085 0,0460 0,0460 0,0465 0,0460 0,0480
0,1975 0,2190 0,2340 0,2310 0,2545 0,2805 0,3765 0,0460 0,0470 0,0460 0,0460 0,0470
0,0445 0,0460 0,0460 0,0460 0,0460 0,0450 0,0450 0,0460 0,0460 0,0460 0,0460 0,0470
0,0450 0,0460 0,0460 0,0450 0,0460 0,0440 0,0450 0,0460 0,0460 0,0460 0,0460 0,0460
0,4470 0,2345 0,2135 0,5085 0,2325 0,2635 0,1675 0,1780 0,1920 0,1890 0,1905 0,1910

0,2415 0,2325 0,5695 0,2570 0,2465 0,2380 0,7625 0,7570 0,2410 0,4030 0,2495 0,2160

0,2555 0,2365 0,2500 0,2490 0,2345 0,2435 0,2490 0,1765 0,2665 0,2430 0,3500 0,2235

Tab. 3.4: Absorbance (bezrozmérné) koncentracni fady (fadky A, B a C) a pouzita koncentrace BSA
v koncentracni fad¢ (fadek: ,,c (mg/ml)*):

V tabulce 3.4: Vtadcich A, B a C jsou uvedeny bezrozmérné absorbance pro
koncentracni fadu. Absorbanci na pozici C7 vypoustime z dalSiho zpracovani, nebot’ se
jedna o vzorek zatizeny hrubou chybou pii pipetovani. Do dialogového okna
v MATLABu byly pouzity vSechny fadky (A, B a C) s absorbancemi s tim, Ze misto
hodnoty z pozice C7 bylo zaddno ,,NaN*. Déle do dialogového okna MATLABu byla
zadana koncentrace BSA koncentra¢ni fady (fadek ,,c (mg/ml)*).
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V nasledujici tabulce (tab. 3.5) jsou zluté zvyraznéna ta data, ze kterych bylo
mozné dale vychazet a zpracovat je v piislusném skriptu v MATLABu. (Je pouZzita
tabulka 3.3, kde jsou jiz data po zprimérovani.):

Tab. 3.5, zprumérovana data z tabulek 3.1 a 3.2, zluté jsou zvyraznéna data, jez lze dale pouzit — tyto
hodnoty byly zadany do dialogového okna MATLABu:

0,2075 | 0,2120 | 0,2380 | 0,2485 | 0,2685 | 0,2830 | 0,2905 | 0,0460 | 0,0460 | 0,0460 | 0,0470 | 0,0580

0,2005 | 0,2215 | 0,2425 | 0,2480 | 0,2760 | 0,2860 | 0,3085 | 0,0460 | 0,0460 | 0,0465 | 0,0460 | 0,0480
0,1975]0,2190 | 0,2340 [ 0,2310 | 0,2545 | 0,2805 | 0,3765 | 0,0460 | 0,0470 | 0,0460 | 0,0460 | 0,0470
0,0445 | 0,0460 | 0,0460 | 0,0460 | 0,0460 | 0,0450 | 0,0450 | 0,0460 | 0,0460 | 0,0460 | 0,0460 | 0,0470
0,0450 | 0,0460 | 0,0460 | 0,0450 | 0,0460 | 0,0440 | 0,0450 | 0,0460 | 0,0460 | 0,0460 | 0,0460 | 0,0460
0,4470 | 0,2345 | 0,2135 | 0,5085 | 0,2325 ] 0,2635 | 0,1675 | 0,1780 | 0,1920 | 0,1890 | 0,1905 | 0,1910
0,2415]0,2325 | 0,5695 | 0,2570 | 0,2465 | 0,2380 | 0,7625 | 0,7570 | 0,2410 | 0,4030 | 0,2495 | 0,2160
0,2555 ] 0,2365 | 0,2500 | 0,2490 | 0,2345 | 0,2435 | 0,2490 | 0,1765 | 0,2665 | 0,2430 | 0,3500 | 0,2235

V ramci piivodnich dat musela byt vynechana ze zpracovani hodnota v fadku C,
sloupci 7 - tj. jedna z hodnot zméfenych absorbanci pro koncentra¢ni fadu. U této
vynechané hodnoty piedpokladame, ze byla zatizena hrubou chybou pfi pipetovani.
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3.1.1.1 Vypis z pouziti skriptu v MATLABu pro méreni na vertikalnim
fotometru SUNRISE

Bylo zde zadédno 30 vstupnich hodnot absorbanci pro redlny vzorek roztoku
bilkoviny.
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Obr. 3.1: Zavislost absorbance na koncentraci v ramci koncentracni fady (vertikalni fotometr
SUNRISE)

smérnice kalibraéni ptimky = 0.321

Vytadil jsem téchto 8 zmétenych absorbanci (bezrozmérné) ziedéného vzorku bilku:
0.1765
0.3500
0.4030

0.4470
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0.5085
0.5695
0.7570

0.7625

Tyto absorbance jsou po korekci na slepy vzorek zaporné, nulové

nebo vyssi nezli je nejvyssi absorbance pro koncentra¢ni fadu.

Histogram rozlozeni ¢etnosti koncentraci bilkoviny ve vajeéném bilku

Cetnost

10 20 30 40 50 60 70 80 a0 100 110
Koncentrace (mg/ml) bilkoviny ve vajeéném bilku

Obr. 3.2: Histogram rozloZeni hodnot koncentraci pro méfeni na vertikalnim fotometru
SUNRISE

h=

Histogram with properties:
Data: [1x22 double]
Values: [21 674 2]

NumBins: 6
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BinEdges: [10 26 42 58 74 90 106]
BinWidth: 16

BinLimits: [10 106]

schranek histogramu = 6

pocet méteni = 22

minimalni hodnota = 18.17 mg/ml

maximalni hodnota = 100.70 mg/ml

aritmeticky primér = 62.05 mg/ml

(rozpéti = rozdil maximalni a minimalni hodnoty:)
rozpéti = 82.53 mg/ml

(pomér rozpéti vici aritmetickému priimeéru:)

pomér: rozpéti/primér = 1.330

median = 62.93 mg/ml

Q1 tj. prvni kvartil = 50.87 mg/ml

Q3 . tfeti kvartil = 74.22 mg/ml

(mezikvartilové rozpéti = treti kvartil - prvni kvartil:)
mezikvartilové rozpéti = 23.36 mg/ml

smérodatna odchylka =21.17 mg/ml

(variacni koeficient = smérodatna odchylka / aritmeticky primér:)
varia¢ni koeficient = 0.34

Sikmost = -0.27

Spicatost =2.79

minimalni z-skor = -2.07

maximalni z-skor = 1.83
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Adersoniiv-Darlingliv test normality vysel = 0 --> JE normalni rozlozeni (na hladiné
vyznamnosti alfa = 0,05 =5 %).

Pouzijeme Dixontliv Q-test pro vylouceni ptipadnych odlehlych hodnot.

22. tadek tabulky Dixonova testu:

22 hodnot; kriticka hodnota,(alfa = 5 %): 0.2900; kriticka hodnota,(alfa = 10 %): 0.3780

Koeficient Q 1 pro nejspodnéjsi hodnotu.

Je-li vyssi nezli kriticka hodnota, pfi alfa=0.05 =5 %,

jedna se o odlehlou hodnotu - vyfazujeme ji z dalSiho zpracovani.
Q 1=0.0472

kritickd hodnota, pfi alfa =0.05 =5 %:

0.2900

Koeficient Q n pro nejvyssi hodnotu.

Je-1i vys$si nezli kritickd hodnota, pfi alfa = 0.05 =5 %,

jedna se o odlehlou hodnotu - vytazujeme ji z dalSiho zpracovani.
Q n=0.0566

kriticka hodnota, pfi alfa = 0.05 =5 %:

0.2900

Nevytadil jsem zadnou hodnotu koncentrace jako odlehlou.
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Vysledné koncentrace bilkoviny ve vzorcich vaje¢ného bilku:
c=18.17 mg/ml
¢ =22.06 mg/ml
¢ =33.74 mg/ml
c =47.75 mg/ml
c=47.75 mg/ml
¢ =50.87 mg/ml
¢ =50.87 mg/ml
¢ =53.98 mg/ml
¢ =56.32 mg/ml
¢ =60.99 mg/ml
c=61.77 mg/ml
c=64.10 mg/ml
c = 64.88 mg/ml
¢ =69.55 mg/ml
¢ =73.45 mg/ml
¢ =73.45 mg/ml
c=74.22 mg/ml
¢ =75.00 mg/ml
¢ =83.57 mg/ml
¢ = 85.90 mg/ml
¢ =96.02 mg/ml

¢ =100.70 mg/ml

Vysledna koncentrace bilkoviny ve vajecném bilku (aritmeticky primeér) = 62.05
mg/ml.

Smeérodatna odchylka pro vysledny soubor koncentraci bilkoviny ve vajecném bilku =
21.17 mg/ml.
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Obrazek: "Kalibracni_primka.png" je ve slozce: "C:\Users\Public".

Histogram:
"Histogram rozlozeni_cetnosti_koncentraci bilkoviny ve vajecnem bilku.png" je ve
slozce: "C:\Users\Public".

3.1.2 Vysledky méreni na UV-VIS spektrofotometru Libra S22

V ptipadé UV-VIS spektrofotometru Libra S22 byla koncentra¢ni fada zmeéiena
dvakrat. Tyto dvé fady po sedmi absorbancich byly pouzity pro dialogové okno
v MATLABu. Do tfeti kolonky dialogového okna pro zmétené absorbance byla zadana
sedmkrat zkratka ,,NaN*. Hodnot pro stanovované vzorky bilkoviny (z vaje¢ného bilku)
bylo naméteno 30. Pfistroj automaticky odecita pfi kazdém méteni hodnotu absorbance
zmétené pro blank, slepy vzorek od vsech ostatnich namétenych hodnot — viz tabulka
3.6a3.7:

Tab. 3. 6: koncentrace a absorbance (bezrozmérné) koncentraéni fady — tyto hodnoty byly zadany
do dialogového okna MATLABu:

absorbance 0,000 0,081 0,166 0,222 0,260] 0,250 0,274
absorbance 0,000 0,084 0,163 0,198, 0,253 0,233 0,285
¢ (mg/ml) 0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30

Tab. 3.7: hodnoty absorbanci (korigované na slepy vzorek jiz samotnym pfistrojem) pro realné
vzorky bilkoviny ze zfedéného a homogenizovaného vzorku bilku — tyto hodnoty byly zadany
do dialogového okna MATLABu:

0,119 0,136 0,151 0,157 0,169 0,175
0,121 0,137 0,151 0,159 0,171 0,177
0,126 0,138 0,153 0,161 0,172 0,177
0,128 0,143 0,154 0,162 0,173 0,177
0,135 0,147 0,154 0,167 0,174 0,182
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3.1.2.1 Vypis z pouziti skriptu v MATLABu pro méreni na UV-VIS
spektrofotometru Libra S22

Bylo zde zadédno 30 vstupnich hodnot absorbanci pro redlny vzorek roztoku
bilkoviny.

Kalibraéni pfimka
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Obr. 3.3: Zavislost absorbance na koncentraci v ramci koncentracni fady (UV-VIS
spektrofotometr Libra S22)

smérnice kalibra¢ni pfimky = 1.088

Nevytadil jsem zadné zmétené absorbance (zfedéného) vzorku bilku.
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Hﬁtﬂgram rozloZeni Eetnosti koncentraci bilkoviny ve vajeéném bilku

Cetnost

50 55 60 65 70 75 80 85 a0
Koncentrace (mg/ml) bilkoviny ve vajeéném bilku

Obr. 3.4: Histogram rozlozeni hodnot koncentraci pro méfeni na UV-VIS spektrofotometru
Libra S22

h=

Histogram with properties:

Data: [1x30 double]

Values: [3547101]

NumBins: 6

BinEdges: [52 58 64 70 76 82 88]
BinWidth: 6

BinLimits: [52 88]

schranek histogramu = 6

pocet méteni = 30
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minimalni hodnota = 54.67 mg/ml

maximalni hodnota = 83.61 mg/ml

aritmeticky pramér = 71.15 mg/ml

(rozpéti = rozdil maximalni a minimalni hodnoty:)
rozpéti = 28.94 mg/ml

(pomér rozpéti vici aritmetickému primeru:)

pomeér: rozpéti/primér = 0.407

median = 71.44 mg/ml

Q1 tj. prvni kvartil = 63.40 mg/ml

Q3 . teti kvartil = 79.02 mg/ml

(mezikvartilové rozpéti = tieti kvartil - prvni kvartil:)
mezikvartilové rozpéti = 15.62 mg/ml

smérodatnd odchylka = 8.49 mg/ml

(variacni koeficient = smérodatna odchylka / aritmeticky primér:)
variacni koeficient = 0.12

Sikmost = -0.38

Spicatost = 2.01

minimalni z-skor = -1.94

maximalni z-skor = 1.47

Adersoniiv-Darlingliv test normality vysel = 0 --> JE normalni rozlozeni (na hladiné
vyznamnosti alfa = 0,05 =5 %).

Pouzijeme Dixontliv Q-test pro vylouceni ptipadnych odlehlych hodnot.

30. fadek tabulky Dixonova testu:

30 hodnot; kriticka hodnota,(alfa = 5 %): 0.2600; kriticka hodnota,(alfa = 10 %): 0.3410
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Koeficient Q 1 pro nejspodnéjsi hodnotu.

Je-li vyssi nezli kriticka hodnota, pfi alfa=0.05 =5 %,

jedna se o odlehlou hodnotu - vytazujeme ji z dalSiho zpracovani.
Q 1=0.0317

kriticka hodnota, pfi alfa = 0.05 =5 %:

0.2600

Koeficient Q n pro nejvyssi hodnotu.

Je-1i vys$si nezli kritickd hodnota, pfi alfa = 0.05 =5 %,

jedna se o odlehlou hodnotu - vyfazujeme ji z dalSiho zpracovani.
Q n=0.0794

kritickd hodnota, pfi alfa =0.05 =5 %:

0.2600

Nevytadil jsem zadnou hodnotu koncentrace jako odlehlou.

Vysledné koncentrace bilkoviny ve vzorcich vaje¢ného bilku:
¢ =54.67 mg/ml
¢ =55.59 mg/ml
¢ =57.89 mg/ml
¢ = 58.80 mg/ml
¢ =62.02 mg/ml
c=62.48 mg/ml
¢ =62.94 mg/ml
¢ =63.40 mg/ml
¢ =65.70 mg/ml

c=67.53 mg/ml
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¢ =69.37 mg/ml
¢ =69.37 mg/ml
¢ =70.29 mg/ml
c=70.75 mg/ml
c=70.75 mg/ml
c=72.13 mg/ml
¢ =73.05 mg/ml
c=73.97 mg/ml
c=74.42 mg/ml
c=76.72 mg/ml
¢ =77.64 mg/ml
c =78.56 mg/ml
¢ =79.02 mg/ml
¢ =79.48 mg/ml
¢ =79.94 mg/ml
¢ = 80.40 mg/ml
¢ =81.32 mg/ml
c =81.32 mg/ml
c =81.32 mg/ml

¢ =83.61 mg/ml

Vysledné koncentrace bilkoviny ve vajeéném bilku (aritmeticky primér) = 71.15
mg/ml.

Smérodatna odchylka pro vysledny soubor koncentraci bilkoviny ve vaje¢ném bilku =
8.49 mg/ml.

Obrazek: "Kalibracni_primka.png" je ve slozce: "C:\Users\Public".

Histogram:
"Histogram rozlozeni cetnosti koncentraci_bilkoviny ve vajecnem bilku.png" je ve
slozce: "C:\Users\Public".
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3.2 Druha sada vysledkii

V této druhé sadé vysledkt je uvedeno zpracovani vysledki pro vertikdlni fotometr
SUNRISE a UV-VIS spektrofotometr Libra S22 jez byly ziskdny b&hem druhého
méteni. Jsou zde uvedena syrova data, jez byla dale zpracovavéana - nasledné je zde
uveden vystup ze zpracovani téchto dat v MATLABu.

3.2.1 Vysledky méreni na vertikalnim fotometru SUNRISE

Tab. 3.8: Absorbance (bezrozmérné) koncentracni fady (fadky A, B a C) a pouzita koncentrace
BSA v koncentra¢ni fadé (fadek: ,,c (mg/ml)*) — tyto hodnoty byly zadany do dialogového okna
MATLABu:

V tabulce 3.8, v fadcich A, B a C jsou uvedeny absorbance (bezrozmérné) zméerené
pro koncentracni fadu. Tyto tii fady absorbanci byly zadany do dialogového okna
v MATLABu stim, ze byla vynechana hodnota zpozice A4. Tato hodnota je
povazovana za zatizenou hrubou chybou béhem pipetovani. Misto této hodnoty byla
zadana zkratka ,,NaN“. Dale byly do dialogového okna zadany hodnoty z fadku ,,c
(mg/ml)“, tj. hodnoty koncentraci BSA v koncentra¢ni fad¢.

Tab. 3.9: syrova data (bezrozmérné absorbance) pro vertikdlni fotometr SUNRISE — tyto
hodnoty byly zadany do dialogového okna MATLABu:

124 0,6740 | 0,5830 | 0,6890 | 0,6970 | 0,6880 | 0,6870 | 0,6870 | 0,6980 | 0,6060 | 0,6370 | 0,6460 | 0,6570

671 0,6760 | 0,6840 | 0,6990 | 0,7000 | 0,6990 | 0,6980 | 0,6730 | 0,7020 | 0,6980 | 0,6800 | 0,6880 | 0,6870
J:01 0,6870 | 0,6920 | 0,6790 | 0,6830 | 0,6900 | 0,4800 | 0,6570 | 0,6530 | 0,4790 | 0,5290 | 0,6750 | 0,6930
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3.2.1.1 Vypis z pouziti skriptu v MATLABu pro méreni na vertikalnim
fotometru SUNRISE

Zde bylo zadéno 36 hodnot. Skript je tvofen s ohledem na to, Zze zaddvanych hodnot
je maximalné jen 30 — kvuli rozsahu hodnot, které umi zpracovat Dixonliv Q-test.
Nicméné zde bylo testovano zminénych 36 hodnot, nebot’ bylo zjisténo, ze zde
rozlozeni dat neodpovidd normélnimu rozlozeni a pouzivime zde pouze ,,Tukeyho
kritérium®, které neni zavislé na poc¢tu zadanych hodnot.

Kalibraéni pfimka

0.4 T

®  data
0.a5 t fitted curve [ 4

0.3r1 ]

025871 ]

0.2r T

Absorbance (-)

0.053 1 T

0 L ! ! !
0 0.05 01 0.15 0.2 0.25

Koncentrace v koncentracni fadé (mg/ml)

Obr. 3.5: Zavislost absorbance na koncentraci v ramci koncentraéni fady (vertikalni fotometr
SUNRISE)

smérnice kalibraéni ptimky = 1.468
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Vyftadil jsem téchto 2 zméfenych absorbanci (bezrozmérné) ziedéného vzorku bilku:

0.4790
0.4800
Tyto absorbance jsou po korekci na slepy vzorek zdporné, nulové

nebo vyssi nezli je nejvyssi absorbance pro koncentra¢ni fadu.

Hisztugram rozlozeni éetnosti koncentraci bilkoviny ve vajeénem bilku
1 : : : :

Cetnost

45 50 55 60 65 70
Koncentrace (mg/ml) bilkoviny ve vajeéném bilku

Obr. 3.6: Histogram rozloZeni hodnot koncentraci pro méteni na vertikalnim fotometru
SUNRISE

h=

Histogram with properties:
Data: [1x30 double]
Values: [22 1611 8]

NumBins: 6

BinEdges: [45 48.4000 51.8000 55.2000 58.6000 62 65.4000]
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BinWidth: 3.4000

BinLimits: [45 65.4000]

schranek histogramu = 6

pocet méteni = 30

minimalni hodnota = 45.74 mg/ml

maximalni hodnota = 64.82 mg/ml

aritmeticky primér = 58.64 mg/ml

(rozpéti = rozdil maximalni a minimalni hodnoty:)
rozpéti = 19.07 mg/ml

(pomér rozpéti vici aritmetickému primeru:)

pomér: rozpéti/prumér = 0.325

median = 59.71 mg/ml

Q1 tj. prvni kvartil = 55.96 mg/ml

Q3 . tfeti kvartil = 63.12 mg/ml

(mezikvartilové rozpéti = tieti kvartil - prvni kvartil:)
mezikvartilové rozpéti = 7.15 mg/ml

smérodatnd odchylka = 5.03 mg/ml

(variacni koeficient = smérodatnéd odchylka / aritmeticky primér:)
varia¢ni koeficient = 0.09

Sikmost = -1.05

Spicatost = 3.36

minimdlni z-skor = -2.56

maximalni z-skor = 1.23
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Adersoniiv-Darlingtiv test normality vysel = 1 --> NENI normalni rozloZeni (na hlading
vyznamnosti alfa = 0,05 =5 %).

Dle [23] vymezime dolni a horni hradbu pro vylouceni pfipadnych odlehlych hodnot.

dolni hradba = 45.23 mg/ml

horni hradba = 73.85 mg/ml

Vysledné koncentrace bilkoviny ve vzorcich vaje¢ného bilku:
c =45.74 mg/ml
c =48.13 mg/ml
¢ =49.49 mg/ml
¢ =49.49 mg/ml
¢ =54.94 mg/ml
¢ =55.28 mg/ml
¢ =55.62 mg/ml
¢ =55.96 mg/ml
¢ =56.99 mg/ml
¢ =57.33 mg/ml
c =58.35 mg/ml
c =58.69 mg/ml
c=59.71 mg/ml
¢ =59.71 mg/ml
¢ =59.71 mg/ml
c=59.71 mg/ml
¢ =60.05 mg/ml
¢ =60.05 mg/ml

¢ =60.39 mg/ml
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¢ =60.73 mg/ml
c=61.41 mg/ml
c=61.75 mg/ml
c=63.12 mg/ml
¢ =63.46 mg/ml
¢ =63.46 mg/ml
¢ =63.46 mg/ml
¢ =63.80 mg/ml
¢ =63.80 mg/ml
c=64.14 mg/ml

¢ = 64.82 mg/ml

Vysledna koncentrace bilkoviny ve vajecném bilku (aritmeticky primér) = 58.64
mg/ml.

Smérodatna odchylka pro vysledny soubor koncentraci bilkoviny ve vaje¢ném bilku =
5.03 mg/ml.

Obrazek: "Kalibracni_primka.png" je ve slozce: "C:\Users\Public".

Histogram:
"Histogram rozlozeni cetnosti koncentraci_bilkoviny ve vajecnem bilku.png" je ve
slozce: "C:\Users\Public".

~ 55 ~



3.2.2 Vysledky méreni na UV-VIS spektrofotometru Libra S22

Tab. 3.10: koncentrace a absorbance (bezrozmérné) koncentracni fady — tyto hodnoty byly
zadany do dialogového okna MATLABu:

absorbance 0,000 0,281 0,533 0,591 0,704 0,768
absorbance 0,000 0,301 0,506 0,602 0,682 0,79
koncentrace

mg/ml 0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25

Tab. 3.11: hodnoty absorbanci (bezrozmérmé, korigované na slepy vzorek jiz samotnym
pfistrojem) pro realné vzorky bilkoviny ze ziedéného a homogenizovaného vzorku bilku — tyto
hodnoty byly zadany do dialogového okna MATLABu:

0,490 0,444 0,527 0,527 0,539 0,531
0,464 0,409 0,506 0,505 0,521 0,508
0,391 0,500 0,494 0,523 0,532 0,507
0,453 0,510 0,547 0,564 0,539 0,548
0,480 0,514 0,517 0,545 0,505 0,548
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3.2.2.1 Vypis z pouziti skriptu v MATLABu pro méreni na UV-VIS
spektrofotometru Libra S22

Bylo zde zadédno 30 vstupnich hodnot absorbanci pro redlny vzorek roztoku
bilkoviny.
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Obr. 3.7: Zavislost absorbance na koncentraci v ramci koncentracni fady (UV-VIS
spektrofotometr Libra S22)

smérnice kalibra¢ni ptimky = 3.559

Nevytadil jsem zadné zmétené absorbance (zfedéného) vzorku bilku.

Pozn.: Zde doslo k prvnimu béhu programu, kdy po vypoctu koncentraci dospél
kvysledku, Ze se nejedna o normdalni rozloZeni adale vyradil jednu hodnotu
koncentrace jako odlehlou:

Adersoniiv-Darlingiiv test normality vysel = 1 --> NENTI normaélni rozloZeni (na hlading
vyznamnosti alfa = 0,05 =5 %).
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Dle [23] vymezime dolni a horni hradbu pro vylouceni ptipadnych odlehlych hodnot.
dolni hradba = 61.40 mg/ml

horni hradba = 82.75 mg/ml

Pozn.: Skript vyradil 1 hodnotu koncentrace jako odlehlou.

Pozn.: Zde jiz doslo ke druhému béhu programu (véetné vykresleni histogramu), kdy jiz
program detekoval normalni rozlozeni dat a zpracoval zbylych 29 hodnot:

Histogram rozlozeni ¢etnosti koncentraci bilkoviny ve vajeéném bilku
9 - - .

Cetnost

55 60 65 70 75 80
Koncentrace (mg/ml) bilkoviny ve vajeéném bilku

Obr. 3.8: Histogram rozloZeni hodnot koncentraci pro méfeni na UV-VIS spektrofotometru
Libra

h=

Histogram with properties:

Data: [1x29 double]

Values: [1123985]

NumBins: 7

BinEdges: [57 60.2000 63.4000 66.6000 69.8000 73 76.2000 79.4000]
BinWidth: 3.2000

BinLimits: [57 79.4000]
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schranek histogramu = 7

pocet méteni = 29

minimélni hodnota = 57.46 mg/ml

maximalni hodnota = 79.24 mg/ml

aritmeticky pramér = 71.69 mg/ml

(rozpéti = rozdil maximalni a minimalni hodnoty:)
rozpéti = 21.78 mg/ml

(pomér rozpéti vici aritmetickému priimeéru:)

pomér: rozpéti/primér = 0.304

median = 72.22 mg/ml

Q1 tj. prvni kvartil = 70.04 mg/ml

Q3 . teti kvartil = 74.99 mg/ml

(mezikvartilové rozpéti = treti kvartil - prvni kvartil:)
mezikvartilové rozpéti = 4.95 mg/ml

smérodatna odchylka = 4.87 mg/ml

(variacni koeficient = smérodatnd odchylka / aritmeticky primér:)
varia¢ni koeficient = 0.07

Sikmost = -1.07

Spicatost = 4.07

minimalni z-skor = -2.92

maximalni z-skor = 1.55

Adersontiv-Darlingliv test normality vySel = 0 --> JE normalni rozloZeni (na hladiné
vyznamnosti alfa = 0,05 =5 %).

Pouzijeme Dixontliv Q-test pro vylouceni ptipadnych odlehlych hodnot.
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29. tadek tabulky Dixonova testu:

29 hodnot; kriticka hodnota,(alfa =5 %): 0.2630; kriticka hodnota,(alfa = 10 %): 0.3450

Koeficient Q 1 pro nejspodnéjsi hodnotu.

Je-1i vyssi nezli kritickd hodnota, pfi alfa = 0.05 =5 %,

jedna se o odlehlou hodnotu - vytazujeme ji z dalSiho zpracovani.
Q 1=0.2258

kriticka hodnota, pfi alfa = 0.05 =5 %:

0.2630

Koeficient Q n pro nejvyssi hodnotu.

Je-li vyssi nezli kritickd hodnota, pfi alfa=0.05=5 %,

jedna se o odlehlou hodnotu - vyfazujeme ji z dalSiho zpracovani.
Q n=0.1032

kritickd hodnota, pfi alfa =0.05 =5 %:

0.2630

Nevyfiadil jsem zadnou hodnotu koncentrace jako odlehlou.

Vysledné koncentrace bilkoviny ve vzorcich vajecného bilku:
¢ =57.46 mg/ml
c=62.38 mg/ml
¢ =63.65 mg/ml
c=65.19 mg/ml
¢ =67.44 mg/ml
¢ = 68.84 mg/ml

c=69.41 mg/ml
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¢ =70.25 mg/ml
¢ =70.95 mg/ml
¢ =70.95 mg/ml
c=71.09 mg/ml
c=71.23 mg/ml
c=71.37 mg/ml
c=71.65 mg/ml
c=72.22 mg/ml
c=72.64 mg/ml
c=73.20 mg/ml
¢ =73.48 mg/ml
¢ =74.04 mg/ml
c =74.04 mg/ml
c=74.61 mg/ml
c=74.75 mg/ml
¢ =75.73 mg/ml
¢ =75.73 mg/ml
c=76.57 mg/ml
c =76.85 mg/ml
¢ =76.99 mg/ml
¢ =76.99 mg/ml

¢ =79.24 mg/ml

Vysledna koncentrace bilkoviny ve vajecném bilku (aritmeticky prumér) = 71.69
mg/ml.

Smeérodatna odchylka pro vysledny soubor koncentraci bilkoviny ve vajecném bilku =
4.87 mg/ml.
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Obrazek: "Kalibracni_primka.png" je ve slozce: "C:\Users\Public".

Histogram:
"Histogram rozlozeni_cetnosti_koncentraci_bilkoviny ve vajecnem bilku.png" je ve
slozce: "C:\Users\Public".

3.3 Treti sada vysledkii

V této treti sad¢ vysledka je uvedeno zpracovani anonymizovanych vysledki pro
vertikalni fotometr SUNRISE a UV-VIS spektrofotometr Libra S22, které byly ziskany
béhem meéfeni studentl v pfedmétu Laboratorni technika, cvifeni ,,Spektroskopicka
stanoveni koncentrace bilkovin“. Jsou zde uvedena syrovd data, jez byla dale
zpracovavana - nasledné je zde uveden vystup ze zpracovani téchto dat v MATLABu.

Pro vertikdlni fotometr SUNRISE i UV-VIS spektrofotometr Libra S22 bylo
obdrzeno nejprve 25 naméfenych hodnot absorbance pro realné vzorky bilkoviny a
nasledné dal$ich 15 hodnot, které musely byt zpracovany samostatné.

Pro zminovany soubor 25 hodnot (jak u vertikalniho fotometru SUNRISE, tak u
UV-VIS spektrofotometru Liba S22) bylo téz obdrzeno pét fad absorbanci pro
koncentracni fadu. Primérné hodnoty pro kalibra¢ni fadu byly spocitany v aplikaci MS
Excel a poté zadanyv dialogovém okné¢ MATLABu.

Pro soubor 15 méfeni byly ziskany 3 fady absorbanci pro koncentra¢ni fadu.
Koncentrace v koncentra¢ni fadé byla u vSech méfeni pouzita v tomto rozsahu:

- 0;0,05; 0,10; 0,15; 0,20 2 0,25 mg BSA / ml.

~62 ~



3.3.1 Vysledky méreni na vertikalnim fotometru SUNRISE

V nésledujicich dvou tabulkach (tab. 3.12 a 3.13) jsou naméiena data pro
koncentracni fady i vzorky bilku.

Tab. 3.12: : Absorbance (bezrozmérné) koncentracni fady, jejich primér a pouzita koncentrace
BSA v koncentra¢ni fadé (fadek: ,,c (mg/ml)“) — do dialogového okna MATLABu byl zadan
pramér absorbanci a fadek ,,c (mg/ml)“ s koncentracemi BSA:

absorbance 0,226 0,238 0,332 0,370 0,336 0,415
absorbance 0,235 0,256 0,312 0,362 0,371 0,359
absorbance 0,252 0,296 0,324 0,378 0,380 0,434
absorbance 0,226 0,281 0,311 0,340 0,393 0,417
absorbance 0,257 0,297 0,346 0,376 0,381 0,433
primér
absorbanci 0,2392 0,2736 0,3250 0,3652 0,3722 0,4116
¢ (mg/ml) 0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25

Tab. 3.13: syrova data — absorbance (bezrozmérné) vertikalniho fotometru SUNRISE pro realné
vzorky — tyto hodnoty byly zadany do dialogového okna MATLABu:

0,310 0,284 0,534 0,304 0,422
0,330 0,278 0,534 0,300 0,418
0,319 0,296 0,551 0,291 0,414
0,331 0,297 0,502 0,295 0,418
0,336 0,270 0,524 0,296 0,410
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3.3.1.1 Vypis z pouziti skriptu v MATLABu pro méreni na vertikalnim
fotometru SUNRISE

Zde bylo zpracovavano vyse zminénych 25 hodnot absorbanci pro redlny vzorek a
5 tad absorbanci pro koncentra¢ni fadu.

Kalibraéni pfimka
0.18 - . . ;

¥ data
016 fitted curve

=

e

=
T

=

=&

M
T

=
=
T

0.08

Absorbance (-)
s

:

0.04

0.02 1

0 0.05 01 0.15 0.2 0.25
Koncentrace v koncentracni fadé (mg/ml)

Obr. 3.9: Zavislost absorbance na koncentraci v ramci koncentracni fady (vertikalni fotometr
SUNRISE)

smérnice kalibracni pfimky = 0.719

Vytadil jsem téchto 9 zmétenych absorbanci (bezrozmérné) ziedéného vzorku bilku:
0.4140
0.4180
0.4180

0.4220
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0.5020
0.5240
0.5340
0.5340

0.5510

Tyto absorbance jsou po korekci na slepy vzorek zaporné, nulové

nebo vyssi nezli je nejvyssi absorbance pro koncentracni fadu.

Pozn.: Zde doslo k prvnimu béhu programu, kdy po vypoctu koncentraci dospél
kvysledku, Ze se nejednd o normalni rozloZeni a dale vyradil jednu hodnotu
koncentrace jako odlehlou:

Adersoniiv-Darlingiiv test normality vysel = 1 --> NENTI normaélni rozloZeni (na hlading
vyznamnosti alfa = 0,05 =5 %).

Dle [23] vymezime dolni a horni hradbu pro vylouceni ptipadnych odlehlych hodnot.
dolni hradba = 4.55 mg/ml

horni hradba = 92.14 mg/ml
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Pozn.: Zde jiz doslo ke druhému béhu programu (véetné vykresleni histogramu), kdy jiz
program detekoval normalni rozlozeni dat a zpracoval zbylych 15 hodnot:

Histogram rozlozeni ¢etnosti koncentraci bilkoviny ve vajeéném bilku
5 T T T T T

Cetnost

10 20 30 40 50 60 70 80
Koncentrace (mg/ml) bilkoviny ve vajeéném bilku
Obr. 3.10: Histogram rozlozeni hodnot koncentraci pro méfeni na vertikalnim fotometru
SUNRISE

h=

Histogram with properties:

Data: [1x15 double]

Values: [1253121]

NumBins: 7

BinEdges: [18 26 34 42 50 58 66 74]
BinWidth: 8

BinLimits: [18 74]

schranek histogramu = 7
pocet méteni = 15
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minimalni hodnota = 21.41 mg/ml

maximalni hodnota = 67.29 mg/ml

aritmeticky pramér = 43.98 mg/ml

(rozpéti = rozdil maximalni a minimalni hodnoty:)
rozpéti = 45.88 mg/ml

(pomér rozpéti vici aritmetickému primeru:)

pomer: rozpéti/primér = 1.043

median = 40.18 mg/ml

Q1 tj. prvni kvartil = 36.70 mg/ml

Q3 . teti kvartil = 53.91 mg/ml

(mezikvartilové rozpéti = tieti kvartil - prvni kvartil:)
mezikvartilové rozpéti = 17.20 mg/ml

smérodatnd odchylka = 13.56 mg/ml

(variacni koeficient = smérodatna odchylka / aritmeticky primér:)
variacni koeficient = 0.31

Sikmost = 0.29

Spicatost = 2.21

minimalni z-skor = -1.66

maximalni z-skor = 1.72

Adersoniiv-Darlingliv test normality vysel = 0 --> JE normalni rozlozeni (na hladiné
vyznamnosti alfa = 0,05 =5 %).

Pouzijeme Dixontliv Q-test pro vylouceni ptipadnych odlehlych hodnot.

~67 ~



15. fadek tabulky Dixonova testu:

15 hodnot; kriticka hodnota,(alfa = 5 %): 0.3380; kritick4a hodnota,(alfa =10 %): 0.4380

Koeficient Q 1 pro nejspodnéjsi hodnotu.

Je-1i vys$si nezli kritickd hodnota, pfi alfa = 0.05 =5 %,

jedna se o odlehlou hodnotu - vytazujeme ji z dalSiho zpracovani.
Q 1=0.1212

kriticka hodnota, pfi alfa = 0.05 =5 %:

0.3380

Koeficient Q n pro nejvyssi hodnotu.

Je-li vyssi nezli kriticka hodnota, pfi alfa=0.05 =5 %,

jedna se o odlehlou hodnotu - vyfazujeme ji z dalSiho zpracovani.
Q n=0.0758

kritickd hodnota, pfi alfa =0.05 =5 %:

0.3380

Nevyfiadil jsem zadnou hodnotu koncentrace jako odlehlou.

Vysledné koncentrace bilkoviny ve vzorcich vajecného bilku:
c=21.41 mg/ml
c=26.97 mg/ml
c=31.14 mg/ml
c=36.01 mg/ml
¢ =38.79 mg/ml
¢ =39.48 mg/ml

¢ =39.48 mg/ml
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¢ =40.18 mg/ml
¢ =42.26 mg/ml
¢ =45.05 mg/ml
¢ =49.22 mg/ml
¢ =55.47 mg/ml
¢ =63.12 mg/ml
¢ =63.81 mg/ml

c=67.29 mg/ml

Vysledna koncentrace bilkoviny ve vajecném bilku (aritmeticky primér) = 43.98
mg/ml.

Smeérodatna odchylka pro vysledny soubor koncentraci bilkoviny ve vajecném bilku =
13.56 mg/ml.

Obrazek: "Kalibracni_primka.png" je ve slozce: "C:\Users\Public".

Histogram:
"Histogram rozlozeni_cetnosti_koncentraci bilkoviny ve vajecnem bilku.png" je ve
slozce: "C:\Users\Public".

Textovy soubor: "LabTech.txt", s vypisem vysledki je ve slozce: "C:\Users\Public".
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3.3.2 Vysledky méreni na UV-VIS spektrofotometru Libra S22

Zde bylo zpracovavano vyse zminénych 25 hodnot absorbanci pro redlny vzorek a
5 fad absorbanci pro koncentracni fadu.

Tab. 3.14: Absorbance (bezrozmérmé) koncentracni fady, jejich prumer a pouzita koncentrace BSA
v koncentraéni fadé (fadek: ,,c (mg/ml)*) — do dialogového okna MATLABu byl zadan primér
absorbanci a fadek ,,koncentrace mg/ml“ s koncentracemi BSA:

absorbance 0,000 0,018 0,267 0,305 0,357 0,361
absorbance 0,000 0,128 0,270 0,294 0,325 0,330
absorbance 0,000 0,249 0,265 0,291 0,295 0,308
absorbance 0,000 0,147 0,234 0,282 0,342 0,415
absorbance 0,000 0,080 0,384 0,432 0,462 0,464
primér
absorbanci 0,0000 0,1244 0,2840 0,3208 0,3562 0,3756
koncentrace
mg/ml 0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25

Tab. 3.15: syrova data — absorbance (bezrozmérné) UV-VIS spektrofotometru Libra S22 pro
realné vzorky — tyto hodnoty byly zadany do dialogového okna MATLABu:

0,263 0,173 0,158 0,157 0,288
0,280 0,165 0,147 0,189 0,318
0,245 0,185 0,225 0,183 0,306
0,257 0,181 0,196 0,189 0,303
0,249 0,188 0,158 0,171 0,304
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3.3.2.1 Vypis z pouziti skriptu v MATLABu pro méreni na UV-VIS
spektrofotometru Libra S22

Zde bylo zpracovavano vyse zminénych 25 hodnot absorbanci pro redlny vzorek a
5 tad absorbanci pro koncentra¢ni fadu.
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Obr. 3.11: Zavislost absorbance na koncentraci v ramci koncentracni fady (UV-VIS
spektrofotometr Libra S22)

smérnice kalibra¢ni ptimky = 1.803

Nevytadil jsem zadné zmétené absorbance (zfedéného) vzorku bilku.
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Histogram rozlozeni éetnosti koncentraci bilkoviny ve vajeéném bilku
ﬁ T T T T
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Obr. 3.12: Histogram rozlozeni hodnot koncentraci pro méteni na UV-VIS spektrofotometru
Libra S22

h=

Histogram with properties:

Data: [1x25 double]

Values: [4642324]

NumBins: 7

BinEdges: [36 44 52 60 68 76 84 92]
BinWidth: 8

BinLimits: [36 92]

schranek histogramu = 7

pocet méteni = 25
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minimalni hodnota = 40.77 mg/ml

maximalni hodnota = 88.20 mg/ml

aritmeticky pramér = 60.77 mg/ml

(rozpéti = rozdil maximalni a minimalni hodnoty:)
rozpéti = 47.43 mg/ml

(pomér rozpéti vici aritmetickému primeru:)

pomer: rozpéti/primér = 0.780

median = 52.42 mg/ml

Q1 tj. prvni kvartil = 47.84 mg/ml

Q3 . teti kvartil = 74.12 mg/ml

(mezikvartilové rozpéti = tieti kvartil - prvni kvartil:)
mezikvartilové rozpéti = 26.28 mg/ml

smérodatnd odchylka = 15.62 mg/ml

(variacni koeficient = smérodatna odchylka / aritmeticky primér:)
variacni koeficient = 0.26

Sikmost = 0.45

Spicatost = 1.70

minimalni z-skor = -1.28

maximalni z-skor = 1.76

Adersoniiv-Darlingtiv test normality vySel = 1 --> NENI normalni rozloZeni (na hlading
vyznamnosti alfa = 0,05 =5 %).

Dle [23] vymezime dolni a horni hradbu pro vylouceni ptipadnych odlehlych hodnot.
dolni hradba = 8.42 mg/ml

horni hradba = 113.54 mg/ml
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Vysledné koncentrace bilkoviny ve vzorcich vaje¢ného bilku:
¢ =40.77 mg/ml
¢ =43.54 mg/ml
c =43.82 mg/ml
c =43.82 mg/ml
c =45.76 mg/ml
¢ =47.43 mg/ml
¢ =47.98 mg/ml
¢ =50.20 mg/ml
¢ =50.76 mg/ml
c=51.31 mg/ml
¢ =52.14 mg/ml
c=52.42 mg/ml
c=52.42 mg/ml
¢ =54.36 mg/ml
¢ =62.40 mg/ml
¢ =67.95 mg/ml
¢ =69.06 mg/ml
c=71.28 mg/ml
¢ =72.94 mg/ml
¢ =77.66 mg/ml
c=79.88 mg/ml
¢ = 84.04 mg/ml
c=84.31 mg/ml
c = 84.87 mg/ml

c = 88.20 mg/ml

~ 74 ~



Vysledna koncentrace bilkoviny ve vajecném bilku (aritmeticky prumér) = 60.77
mg/ml.

Smeérodatna odchylka pro vysledny soubor koncentraci bilkoviny ve vajecném bilku =
15.62 mg/ml.

Obrazek: "Kalibracni_primka.png" je ve slozce: "C:\Users\Public".

Histogram:

"Histogram rozlozeni cetnosti koncentraci_bilkoviny ve vajecnem bilku.png" je ve
slozce: "C:\Users\Public".
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3.3.3 Vysledky méFeni na vertikalnim fotometru SUNRISE

Zde bylo zpracovavano vyse zminénych 15 hodnot absorbanci pro realny vzorek a
3 fady absorbanci pro koncentracni fadu.

Tab. 3.16: koncentrace a absorbance (bezrozmérné) koncentra¢ni fady — tyto hodnoty byly zadany
do dialogového okna MATLABu:

absorbance 0,490 0,556 0,580 0,638 0,655 0,696
absorbance 0,533 0,620 0,690 0,761 0,846 0,889
absorbance 0,489 0,591 0,695 0,766 0,832 0,905
koncentrace

mg/ml 0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25

Tab. 3.17: syrova data — absorbance (bezrozmérné) vertikalniho fotometru SUNRISE pro realné
vzorky — tyto hodnoty byly zadany do dialogového okna MATLABu:

0,619 0,740 0,755
0,618 0,799 0,753
0,603 0,799 0,738
0,605 0,724 0,749
0,615 0,834 0,748
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3.3.3.1 Vypis z pouziti skriptu v MATLABu pro méreni na vertikalnim
fotometru SUNRISE

Zde bylo zpracovavano vyse zminénych 15 hodnot absorbanci pro realny vzorek a
3 fady absorbanci pro koncentracni fadu.
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Obr. 3.13: Zavislost absorbance na koncentraci v ramci koncentracni fady (vertikalni fotometr
SUNRISE)

smérnice kalibracni pfimky = 1.369

Vytadil jsem téchto 1 zmétenych absorbanci (bezrozmérné) zfedéného vzorku bilku:

0.8340
Tyto absorbance jsou po korekci na slepy vzorek zaporné, nulové

nebo vyssi nezli je nejvyssi absorbance pro koncentracni fadu.
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Pozn.: Program ddle zpracovavd jiz jen zbylych 14 hodnot:

Higﬁtﬂgram rozlozeni cetnosti koncentraci bilkoviny ve vajeénéem bilku

Cetnost
[ ]

0 s s
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Koncentrace (mg/ml) bilkoviny ve vajeéném bilku

Obr. 3.14: Histogram rozlozeni hodnot koncentraci pro méfeni na vertikalnim fotometru
SUNRISE

h=

Histogram with properties:

Data: [1x14 double]

Values: [500 1 6 2]

NumBins: 6

BinEdges: [30 43 56 69 82 95 108]
BinWidth: 13

BinLimits: [30 108]

schranek histogramu = 6

pocet méteni = 14

~ 78 ~




minimalni hodnota = 36.16 mg/ml

maximalni hodnota = 107.74 mg/ml

aritmeticky pramér = 73.28 mg/ml

(rozpéti = rozdil maximalni a minimalni hodnoty:)
rozpéti = 71.58 mg/ml

(pomér rozpéti vici aritmetickému primeru:)

pomer: rozpéti/primér = 0.977

medidn = 85.83 mg/ml

Q1 tj. prvni kvartil = 41.63 mg/ml

Q3 . teti kvartil = 90.94 mg/ml

(mezikvartilové rozpéti = tieti kvartil - prvni kvartil:)
mezikvartilové rozpéti = 49.30 mg/ml

smérodatnd odchylka = 27.26 mg/ml

(variacni koeficient = smérodatna odchylka / aritmeticky primér:)
variacni koeficient = 0.37

Sikmost =-0.36

Spicatost = 1.50

minimalni z-skor = -1.36

maximalni z-skor = 1.26

Adersoniiv-Darlingtiv test normality vySel = 1 --> NENI normalni rozloZeni (na hlading
vyznamnosti alfa = 0,05 =5 %).

Dle [23] vymezime dolni a horni hradbu pro vylouceni ptipadnych odlehlych hodnot.
dolni hradba = -32.32 mg/ml

horni hradba = 164.89 mg/ml
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Vysledné koncentrace bilkoviny ve vzorcich vaje¢ného bilku:
¢ =36.16 mg/ml
¢ =36.89 mg/ml
¢ =40.54 mg/ml
c=41.63 mg/ml
¢ =42.00 mg/ml
¢ =80.35 mg/ml
c = 85.46 mg/ml
¢ =86.19 mg/ml
c=289.11 mg/ml
c = 89.48 mg/ml
¢ =90.94 mg/ml
c=91.67 mg/ml
¢ =107.74 mg/ml

¢ =107.74 mg/ml

Vysledna koncentrace bilkoviny ve vajecném bilku (aritmeticky prumér) = 73.28
mg/ml.

Smérodatna odchylka pro vysledny soubor koncentraci bilkoviny ve vaje¢ném bilku =
27.26 mg/ml.

Obrazek: "Kalibracni_primka.png" je ve slozce: "C:\Users\Public".

Histogram:
"Histogram rozlozeni cetnosti koncentraci_bilkoviny ve vajecnem bilku.png" je ve
slozce: "C:\Users\Public".
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3.3.4 Vysledky méreni na UV-VIS spektrofotometru Libra S22

Zde bylo zpracovavano vyse zminénych 15 hodnot absorbanci pro redlny vzorek a

3 fady absorbanci pro koncentra¢ni fadu.

Tab. 3.18: koncentrace a absorbance (bezrozmérné) koncentraéni fady — tyto hodnoty byly zadany

do dialogového okna MATLABu:

absorbance 0,000 0,391 0,510 0,587 0,590 0,647
absorbance 0,000 0,302 0,483 0,535 0,619 0,761
absorbance 0,000 0,382 0,600 0,749 0,852 0,932
koncentrace

mg/ml 0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25

Tab. 3.19: syrova data — absorbance (bezrozmérmé) UV-VIS spektrofotometru Libra S22 pro

realné vzorky — tyto hodnoty byly zadany do dialogového okna MATLABu:

0,568 0,649 0,684
0,545 0,624 0,657
0,640 0,548 0,645
0,575 0,537 0,656
0,494 0,625 0,601
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3.3.4.1 Vypis z pouziti skriptu v MATLABu pro méreni na UV-VIS
spektrofotometru Libra S22

Zde bylo zpracovavano vyse zminénych 15 hodnot absorbanci pro redlny vzorek a
3 tady absorbanci pro koncentra¢ni fadu.

Kalibraéni pfimka
'1 T T T T

¥ data
fitted curve

Absorbance (-)

© © © © © ©

(¥} L= o on = o
s

=
M3
T

0 0.05 01 0.15 0.2 0.25
Koncentrace v koncentracni fadé (mg/ml)

smérnice kalibracni ptimky = 3.614

Nevytadil jsem zadné zmétené absorbance (zfedéného) vzorku bilku.
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Histogram rozlozeni éetnosti koncentraci bilkoviny ve vajeéném bilku
5 T T T T

Cetnost

65 70 75 80 85 90 95
Koncentrace (mg/ml) bilkoviny ve vajeéném bilku

Obr. 3.15: Histogram rozlozeni hodnot koncentraci pro méteni na UV-VIS spektrofotometru
Libra S22

h=

Histogram with properties:

Data: [1x15 double]

Values: [13215 3]

NumBins: 6

BinEdges: [68 72.5000 77 81.5000 86 90.5000 95]
BinWidth: 4.5000

BinLimits: [68 95]

schranek histogramu = 6

pocet méteni = 15
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minimalni hodnota = 68.34 mg/ml

maximalni hodnota = 94.62 mg/ml

aritmeticky pramér = 83.45 mg/ml

(rozpéti = rozdil maximalni a minimalni hodnoty:)
rozpéti = 26.28 mg/ml

(pomér rozpéti vici aritmetickému primeru:)

pomer: rozpéti/primér = 0.315

median = 86.32 mg/ml

Q1 tj. prvni kvartil = 76.50 mg/ml

Q3 . teti kvartil = 89.64 mg/ml

(mezikvartilové rozpéti = tieti kvartil - prvni kvartil:)
mezikvartilové rozpéti = 13.14 mg/ml

smérodatnd odchylka = 7.68 mg/ml

(variacni koeficient = smérodatna odchylka / aritmeticky primér:)
variacni koeficient = 0.09

Sikmost = -0.41

Spicatost = 2.04

minimalni z-skor = -1.97

maximalni z-skor = 1.46

Adersoniiv-Darlingliv test normality vysel = 0 --> JE normalni rozlozeni (na hladiné
vyznamnosti alfa = 0,05 =5 %).

Pouzijeme Dixontliv Q-test pro vylouceni ptipadnych odlehlych hodnot.
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15. fadek tabulky Dixonova testu:

15 hodnot; kriticka hodnota,(alfa = 5 %): 0.3380; kritick4a hodnota,(alfa =10 %): 0.4380

Koeficient Q 1 pro nejspodnéjsi hodnotu.

Je-1i vys$si nezli kritickd hodnota, pfi alfa = 0.05 =5 %,

jedna se o odlehlou hodnotu - vytazujeme ji z dalSiho zpracovani.
Q 1=0.2263

kriticka hodnota, pfi alfa = 0.05 =5 %:

0.3380

Koeficient Q n pro nejvyssi hodnotu.

Je-li vyssi nezli kriticka hodnota, pfi alfa=0.05 =5 %,

jedna se o odlehlou hodnotu - vyfazujeme ji z dalSiho zpracovani.
Q n=0.1421

kritickd hodnota, pfi alfa =0.05 =5 %:

0.3380

Nevyfiadil jsem zadnou hodnotu koncentrace jako odlehlou.

Vysledné koncentrace bilkoviny ve vzorcich vaje¢ného bilku:
¢ =68.34 mg/ml
c=74.29 mg/ml
¢ =75.39 mg/ml
c=75.81 mg/ml
¢ =78.58 mg/ml
¢ =79.54 mg/ml

c =83.14 mg/ml

~ 85 ~



¢ =86.32 mg/ml
c = 86.46 mg/ml
c = 88.54 mg/ml
¢ =89.23 mg/ml
¢ =89.78 mg/ml
¢ =90.75 mg/ml
¢ =90.89 mg/ml

¢ =94.62 mg/ml

Vysledna koncentrace bilkoviny ve vajecném bilku (aritmeticky primér) = 83.45
mg/ml.

Smeérodatna odchylka pro vysledny soubor koncentraci bilkoviny ve vajecném bilku =
7.68 mg/ml.

Obrazek: "Kalibracni_primka.png" je ve slozce: "C:\Users\Public".

Histogram:
"Histogram rozlozeni_cetnosti_koncentraci bilkoviny ve vajecnem bilku.png" je ve
slozce: "C:\Users\Public".
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3.4 Méreni na UV-VIS spektrofotometru SPECORD

UV-VIS spektrofotometr SPECORD je urc¢en pro proméieni celého spektra neboli
absorbanci na velkém rozsahu vinovych délek. Ziskame tak ndzorny piehled, na jakych
spektrofotometru probihd vzdy najednou proméfeni jedné kyvety se slepym vzorkem a
jedné kyvety se stanovovanym analytem a byva ziskano spektrum absorbanci pro velké
rozmezi vinovych délek pro vzorek v jedné kyveté. Cili nelze soudasné méfit vice nez
jeden vzorek s analytem a méfeni na velkém mnozstvi kyvet je velmi nepraktické.

Proméieni spektra je soucésti navrzeného standardu. Bylo prométeno spektrum
v rozsahu 400 az 700 nm. Z prubéhu proméien¢ho spektra vyplyva, ze zvolend vinova
délka pro méteni absorbanci 620 nm pro vertikalni fotometr SUNRISE 1 pro UV-VIS
spektrofotometr Libra S22 lezi v oblasti maximdalni absorbance. V piivodni praci
Bradfordové je pouzivana absorbance méiena na 595 nm. [12]

0,5

0,45

04

0,35

absor balllce

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

vinova délka (nm)

Obr. 3.16: prubeh absorbance - roztok bilkoviny vs. destilovana voda

Pfi méteni na UV-VIS spektrofotometru SPECORD byl z pfistroje ziskan csv
(comma separated values) soubor, ze které¢ho lze vycCist na vinové délce 620 nm
absorbanci 0,4314.
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4 Diskuze

V prvni sad¢ vysledkll je uvedeno zpracovani vysledkii pro vertikalni fotometr
SUNRISE a UV-VIS spektrofotometr Libra S22 jez byly ziskdny béhem prvniho
méteni. Jsou uvedena syrova data, jez byla dale zpracovavana. Nasledné je uveden
vystup ze zpracovani téchto dat v MATLABu. Pro vertikdlni fotometr SUNRISE jsou
v kapitole 3.1.1 uvedena syrova data, jez byla déale zpracovavana v MATLABu a
vysledek je ukazan v kapitole 3.1.1.1. Pro UV-VIS spektrofotometr Libra S22 jsou
uvedena syrova data v kapitole 3.1.2 a vysledek jejich zpracovani v MATLABu je
uveden v kapitole 3.1.2.1.

Skript vytfazoval piipadné nevhodné absorbance zméiené u realného vzorku bilku.
V ptipadé€ vertikdlniho fotometru SUNRISE vyfadil zde osm (ze tficeti, tj. 26,7 %)
zmétenych absorbanci. V ptipadé UV-VIS spektrofotometru Libra S22 zde nevytadil
zadnou ze zmétenych absorbanci.

Nasledné byly vypocteny statistické charakteristiky polohy a variability. Byl
proveden Adersonliv-Darlingiv test normality rozlozeni dat. U méfeni na obou
pfistrojich zde jiz zprvu bylo detekovano normalni rozloZeni. Nasledné byl proveden u
meéfeni na obou pfistrojich Dixonliv Q-test na odlehlé hodnoty. V obou ptipadech
nebyly vylouceny zadné vysledné hodnoty koncentraci jako odlehlé. Dale byly
jednotlivé vypoctené vysledné hodnoty koncentraci bilkoviny v redlném vzorku
vypsany a jako hlavni vysledek vypsany tyto charakteristiky polohy a variability:
aritmeticky pramér a smérodatna odchylka.

V ptipad¢ vertikalniho fotometru SUNRISE byl ziskan tento vysledek:
aritmeticky primér: 62,05 mg/ml,

smérodatna odchylka: 21,17 mg/ml.

V ptipadé¢ UV-VIS spektrofotometru Libra S22 byl ziskén tento vysledek:
aritmeticky primér: 71,15 mg/ml,

smérodatnd odchylka: 8,49 mg/ml.

Dle vypisu MATLABu zde vychazi v piipad¢ vertikdlniho fotometru SUNRISE
variacni koeficient (bezrozmérny) roven 0,34. V ptipad¢ UV-VIS spektrofotometru
Libra S22 roven 0,12.
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Znacné rozdily vysledkli u obou zkoumanych pfistroji mohou byt zplsobeny
takto: V pfipad¢ piipravy vzorkil pro vertikdlni fotometr SUNRISE dochézi béhem
pipetovani k nésledujici systematické chybé v mnozstvi zkoumaného vzorku. Spravné
mélo byt pipetovano 20 pl roztoku BSA a fedéného redlného vzorku, ve skutecnosti
bylo doddvané mnozstvi systematicky niz§i cca o 8,1 % (to bylo zjisténo vazenim
mikrotitraéni desticky). Po jednoduchém piepoctu by pak aritmeticky primér pro
vertikalni fotometr SUNRISE m¢l vychazet 67,55 mg/ml, tj. blize k vysledku pro UV-
VIS spektrofotometr Libra S22. Bohuzel pfepocet nemuize byt tak jednoduchy, nebot
muze byt podhodnoceno mnozstvi nejen fedéného redlného vzorku bilkoviny, ale téz
roztoku BSA pro kalibraci, ¢imz by chyba méla byt do urcité miry korigovéna.

V piipadé UV-VIS spektrofotometru Libra S22 je nejmensi pipetované mnozstvi u
BSA a redlné¢ho vzorku bilkoviny 200 pl. Dale pipetovani je zde provadéno do kyvety a
kyveta je prosvécovana piiblizn¢ v poloviné své vysky, cCili zde nedochdzi ani
k odchylkdm danymi riiznou vyskou hladiny (dle nepipetovaného mnozstvi) jako je
tomu v piipad¢ vertikdlniho fotometru SUNRISE (pouzivd mikrotitracni desticku) a
muze zde dochéazet jen k minimalnim chybam.

Dle vySe uvedeného je méfeni na UV-VIS spektrofotometru Libra S22 ptfesnéjsi
(viz variacni koeficient) a nedochazi zde ziejmé k vyraznéjSim chybam béhem piipravy
vzorkl a méfeni.

Ve druhé sadé vysledki je uvedeno zpracovani vysledkii pro vertikalni fotometr
SUNRISE a UV-VIS spektrofotometr Libra S22 jez byly ziskdny b&hem druhého
méteni. Jsou uvedena syrova data, jez byla dale zpracovavana. Nasledné je uveden
vystup ze zpracovani téchto dat v MATLABu. Pro vertikdlni fotometr SUNRISE jsou
v kapitole 3.2.1 uvedena syrova data, jez byla dale zpracovina v MATLABu a
vysledek je ukazan v kapitole 3.2.1.1. Pro UV-VIS spektrofotometr Libra S22 jsou
uvedena syrova data v kapitole 3.2.2 a vysledek jejich zpracovani v MATLABu je
uveden v kapitole 3.2.2.1.

V piipad¢ vertikdlniho fotometru SUNRISE bylo zadano 36 zmétenych hodnot
absorbanci pro redlné vzorky bilkoviny. Skript je tvofen s ohledem na to, ze téchto
hodnot je zadavanych maximalné jen 30 — kvuli rozsahu hodnot, které umi zpracovat
Dixoniv Q-test. Nicméné zde bylo testovano zminénych 36 hodnot, nebot’ bylo
zjisténo, ze zde rozlozeni dat neodpovidd normdlnimu rozlozeni a bylo zde pouzivano
pouze ,,Tukeyho kritérium*, které neni zavislé na po¢tu zadanych hodnot.

Nésledné skript vyfazoval pifipadné nevhodné absorbance zméfené u realného
vzorku bilku. V tomto pfipadé neni na zdvadu vys$i pocet zmétenych absorbanci u
realného vzorku, nebot vtomto ptfipadé zatim skript pouze vyfazuje nevhodné
absorbance po korekci na slepy vzorek — tj. ty, které po této korekci vychéazeji zdporné,
nulové nebo vyssi nezli je nejvyssi zmétena absorbance pro piislusnou koncentracni

~ 89 ~



fadu po korekci (podrobnéji viz kapitola ,,2.4 Popis funkce pouzitého skriptu v
MATLABu®).

V ptipad€ vertikdlniho fotometru SUNRISE vytadil zde dvé (z 36, tj. 5,6 %)
zméiené absorbance. V ptipadé UV-VIS spektrofotometru Libra S22 posuzoval jiz jen
30 zmétenych absorbanci pro redlny vzorek a nevytadil zde Zadnou ze zméfenych
absorbanci.

Nésledné byly vypocteny statistické charakteristiky polohy a variability. Byl
proveden Adersoniiv-Darlingiiv test normality rozloZeni dat.

V piipadé¢ vysledka pro vertikalni fotometr SUNRISE bylo detekovdno nenormalni
rozlozeni dat. Byla vymezena ,,Tukeyho kritériem* dolni a horni hradba pro vylouceni
odlehlych hodnot. Po vylouc¢eni dvou hodnot absorbanci pro redlné vzorky byly jesté
vylouceny €tyfi hodnoty vyslednych koncentraci pro realné vzorky jako odlehlé.

Naésledné skript vypsal vysledné koncentrace bilkoviny ve vzorcich vaje¢ného bilku
a hlavni vysledek ve formé aritmetického priméru a smérodatné odchylky (viz nize).

V piipadé¢ vysledkii pro UV-VIS spektrofotometr Libra S22 zde nejprve bylo
detekovano nenormélni rozlozeni dat a skript vyfadil jednu hodnotu vysledné
koncentrace pro realny vzorek jako odlehlou. Nasledné pfi druhé béhu skriptu bylo
detekovdno normalni rozlozeni dat a skript zde nevytadil zddnou hodnotu vysledné
koncentrace realného vzorku jako odlehlou. Byly téZ vypsany statistické charakteristiky
polohy a variability. Nasledné skript vypsal vysledné koncentrace bilkoviny ve vzorcich
vajecného bilku a vypsal hlavni vysledek ve form¢ aritmetického priiméru a smérodatné
odchylky (viz nize).

V ptipad¢ vertikalniho fotometru SUNRISE byl ziskan tento vysledek:
aritmeticky primér: 58,64 mg/ml,

smérodatna odchylka: 5,03 mg/ml.

V ptipadé UV-VIS spektrofotometru Libra S22 byl ziskéan tento vysledek:
aritmeticky primér: 71,69 mg/ml,

smérodatnd odchylka: 4,87 mg/ml.

Dle vypisu MATLABu zde vychazi v piipad¢ vertikdlniho fotometru SUNRISE
variacni koeficient (bezrozmérny) roven 0,09. V piipadé¢ UV-VIS spektrofotometru
Libra S22 roven 0,07.
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Dle vyse uvedeného druhého méieni je UV-VIS spektrofotometr Libra S22 je
ziejm¢ o néco malo presngjsi (viz variaéni koeficient) nezli vertikalni fotometr
SUNRISE. Také téz znovu dochézi k systematické chybé pii pipetovani roztokii s BSA
a realnych vzorkid do mikrotitracnich desticek pro vertikalni fotometr SUNRISE.

Ve treti ¢asti vysledkii je uvedeno zpracovani anonymizovanych vysledkii pro
vertikalni fotometr SUNRISE a UV-VIS spektrofotometr Libra S22 jez byly ziskany
béhem méfeni studentd 3. ro¢niku v pfedmétu Laboratorni technika, cviceni
»Spektroskopickd stanoveni koncentrace bilkovin®“. Dlvodem tohoto postupu bylo
ovéfeni, jak bude skript fungovat v bézné praxi. Jsou uvedena syrova data, jez byla dale
zpracovavana. Nasledné je uveden vystup ze zpracovani téchto dat v MATLABu.

Tato tieti sada vysledku se rozpadé na dva pododdily:

V prvnim pododdilu byl pouzit skript pro soubor 25 hodnot absorbanci pro redlny
vzorek a 5 fad absorbanci pro koncentracni fadu a to pro vertikalni fotometr SUNRISE
zvlast’ a dale soubor dalSich 25 hodnot absorbanci pro redlny vzorek a dalSich 5 tad
absorbanci pro koncentra¢ni fadu pro UV-VIS spektrofotometr Libra S22. V ptipad¢ 5
fad absorbanci musel byt vypocten primér vzdy z 5 stejnolehlych hodnot absorbanci
zvlast’ v tabulce MS Excel (ve které byla dané data od studentli ziskéna) a nasledné do
dialogového okna MATLABu musel byt zadana jen tato fada zpriimérovanych hodnot.

Zde jsou pro vertikalni fotometr SUNRISE v kapitole 3.3.1 uvedena syrova data,
jez byla dale zpracovana v MATLABu a vysledek je ukazan v kapitole 3.3.1.1. Pro
UV-VIS spektrofotometr Libra S22 jsou uvedena syrova data v kapitole 3.3.2 a
vysledek jejich zpracovani v MATLABu je uveden v kapitole 3.3.2.1.

Ve druhém pododdilu bylo zpracovavano 15 hodnot absorbanci pro realny vzorek a
3 tady absorbanci pro koncentra¢ni fadu. (Zminéné 3 fady absorbanci pro koncentra¢ni
fadu mohly byt pfimo zaddny do dialogového okna MATLABu.) Vzdy bylo zvlast ke
kazdému pfistroji k dispozici 15 hodnot absorbanci pro redlné vzorky a 3 ftady
absorbanci pro koncentracni fadu.

Zde jsou pro vertikdlni fotometr SUNRISE jsou v kapitole 3.3.3 uvedena syrova
data, jez byla dale zpracovana v MATLABu a vysledek je ukazan v kapitole 3.3.3.1.
Pro UV-VIS spektrofotometr Libra S22 jsou uvedena syrova data v kapitole 3.3.4 a
vysledek jejich zpracovani v MATLABu je uveden v kapitole 3.3.4.1.

V prvnim pododdilu v pfipadé vertikalniho fotometru SUNRISE bylo
zpracovavano vyse zminénych 25 hodnot absorbanci pro redlny vzorek a 5 fad
absorbanci pro koncentra¢ni fadu:

Skript zde vytadil 9 zméfenych absorbanci ziedéného redlné¢ho vzorku bilkoviny.

Adersontiv-Darlingliv test normality zde detekoval, Ze se nejednd o normalni
rozlozeni dat a vyfadil jednu hodnotu koncentrace jako odlehlou.
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Nasledné v dal§im béhu skriptu bylo zpracovavano jiz jen 15 hodnot absorbanci pro
realné vzorky bilkoviny a bylo zde detekovano normaélni rozlozeni dat, proveden
Dioxnitv Q-test na odlehl¢ hodnoty, kdy skript jiz nevytadil Z&ddnou hodnotu
koncentrace jako odlehlou.

Téz byly vypsany statistické charakteristiky polohy a variability a vysledné
koncentrace bilkoviny ve vzorcich vajecného bilku.

Na zavér, pro tuto ¢ast, byl vypsan hlavni vysledek ve formé aritmetického praiméru
a smérodatné odchylky (konkrétni hodnoty viz nize).

V prvnim pododdilu v piipadé UV-VIS spektrofotometru Libra S22 bylo téz
zpracovavano vyse zminénych 25 hodnot absorbanci pro redlny vzorek a 5 fad
absorbanci pro koncentra¢ni fadu:

Skript zde nevytadil zadné zmétené absorbance (zfedéného) vzorku bilku.

Dale skript detekoval, Ze se nejedna o normalni rozlozeni dat a provedl ,,Tukeyho
kritérium*“ na odlehlé hodnoty stim, ze nevyloucil ani jednu hodnotu vysledné
koncentrace realného vzorku bilkoviny.

Téz byly vypsany statistické charakteristiky polohy a variability a vysledné
koncentrace bilkoviny ve vzorcich vaje¢ného bilku.

Jako hlavni vysledek byla vypsana hodnota aritmetického priméru a smérodatné
odchylky (viz nize).

V ptipad¢ vertikalniho fotometru SUNRISE byl ziskan tento vysledek:
aritmeticky primér: 43,98 mg/ml,

smérodatna odchylka: 13,56 mg/ml.

V ptipadé¢ UV-VIS spektrofotometru Libra S22 byl ziskén tento vysledek:
aritmeticky primér: 60,77 mg/ml,

smérodatnd odchylka: 15,62 mg/ml.

Dle vypisu MATLABu zde vychazi v piipad¢ vertikdlniho fotometru SUNRISE
variacni koeficient (bezrozmérny) roven 0,31. V ptipadé¢ UV-VIS spektrofotometru
Libra S22 roven 0,26.
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Dle vyse uvedeného druhého méieni je UV-VIS spektrofotometr Libra S22 je
ziejm¢ o néco malo presngjsi (viz variaéni koeficient) nezli vertikalni fotometr
SUNRISE. Také téz znovu dochézi k systematické chybé pii pipetovani roztokii s BSA
a realnych vzorkli do mikrotitracnich desticek pro vertikalni fotometr SUNRISE. Dana
systematickd chyba byla zjiSténa diky pfevazovani mikrotitracni desticky na
analytickych vahach. Po pipetovani osmnécti vzorktl roztoku koncentracni fady po 20 pl
a po pipetovani tficeti Sesti vzorki fedéného roztoku vaje¢ného bilku po 20 ul by mélo
byt navazeno cca 1,0800 g. Ve skutecnosti bylo navazeno cca 0,9920 g, tj. o cca 8,1 %
méng¢.

Z téchto ziskanych vysledkli z anonymizovanych dat od studentii je znatelné, ze se
nejedna o dobfe naméfend data a ukazuje se téz piinos zde uvadéného standardu pro
zpracovani dat (viz vyse) a strojového zpracovani dat v MATLABu.

Ve druhém pododdilu v piipadé vertikdlntho fotometru SUNRISE bylo
zpracovavano vyse zminénych 15 hodnot absorbanci pro redlny vzorek a 3 fady
absorbanci pro koncentra¢ni fadu:

Skript zde vytadil jednu ze zméfenych absorbanci ziedéného redlného vzorku
bilkoviny.

Adersoniiv-Darlingliv test normality zde detekoval, ze se nejedna o normalni
rozloZeni dat, ale nevytadil ani jednu hodnotu koncentrace jako odlehlou.

Téz byly vypsany statistické charakteristiky polohy a variability a vysledné
koncentrace bilkoviny ve vzorcich vajeéného bilku. Timto bylo vypsano ctrnact
vyslednych koncentraci bilkoviny v realném vzorku.

Na zavér, pro tuto ¢ast, byl vypsan hlavni vysledek ve formé aritmetického praiméru
a smerodatné odchylky (konkrétni hodnoty viz nize).

Ve druhém pododdilu v ptipadé UV-VIS spektrofotometru Libra S22 bylo téz
zpracovavano vyse zminénych 15 hodnot absorbanci pro redlny vzorek a 3 fady
absorbanci pro koncentra¢ni fadu:

Skript zde nevytadil Zadné zmétené absorbance (ziedéného) vzorku bilku.

Dale skript detekoval, Ze se jedna o normalni rozloZeni dat a provedl Dixoniv Q-
test na odlehl¢ hodnoty s tim, Ze nevyloucil ani jednu hodnotu vysledné koncentrace
realného vzorku bilkoviny jako odlehlou.

Téz byly vypsany statistické charakteristiky polohy a variability a vysledné
koncentrace bilkoviny ve vzorcich vajecného bilku. Timto bylo vypsano patnact
vyslednych koncentraci bilkoviny v redlném vzorku.
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Jako hlavni vysledek byla vypsana hodnota aritmetického priméru a smérodatné
odchylky (viz nize).

V piipad¢ vertikalniho fotometru SUNRISE byl ziskan tento vysledek:
aritmeticky primér: 73,28 mg/ml,

smérodatnd odchylka: 27,26 mg/ml.

V piipadé UV-VIS spektrofotometru Libra S22 byl ziskéan tento vysledek:
aritmeticky pramér: 83,45 mg/ml,

smérodatnd odchylka: 7,68 mg/ml.

Dle vypisu MATLABu zde vychazi v piipadé vertikdlniho fotometru SUNRISE
variani koeficient (bezrozmérny) roven 0,37. V ptipadé¢ UV-VIS spektrofotometru
Libra S22 roven 0,09.

Dle vyse uvedeného druhého méieni je UV-VIS spektrofotometr Libra S22 je
presnéjsi (viz variacni koeficient) nezli vertikalni fotometr SUNRISE. Také téz ziejmé
znovu dochazi k systematické chybé pii pipetovani roztokli s BSA a redlnych vzorki do
mikrotitracnich desti¢ek pro vertikalni fotometr SUNRISE.

Z téchto ziskanych vysledkd uréenych z anonymizovanych dat od student je
znatelné, ze se nejednd o dobie naméefend data a ukazuje se téz ptfinos v této praci
uvadéného standardu pro zpracovani dat (viz vySe) a strojového zpracovani dat
v MATLABu.

K méfeni na UV-VIS spektrofotometru SPECORD:

UV-VIS spektrofotometr SPECORD je nevhodny pro zpracovani velkého mnoZzstvi
vzorktli. Tento pfistroj slouzi pro prométeni absorbance na rozsdhlém spektru vinovych
délek na jednom vzorku tak, aby bylo okem ptehlédnutelné, na jakych vinovych délkéach
prométeni jedné kyvety se slepym vzorkem a jedné kyvety se stanovovanym analytem a
byva ziskano spektrum absorbanci pro velké rozmezi vinovych délek pro vzorek v jedné
kyveté.

Pii tomto méfeni na UV-VIS spektrofotometru SPECORD byl z pfistroje ziskan
csv (comma separated values) soubor, ze kterého byla vyctena na vinové délce 620 nm
absorbance 0,4314.
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Pro zjistovani koncentraci bilkoviny v redlném vzorku by zde bylo potieba zvlast
promé&fit Sest nebo sedm kyvet postupné s koncentracni fadou tak, aby mohla byt
ziskana kalibraéni pfimka, zni ziskdna smérnice a ta pouzita pro vypocty
koncentraci bilkoviny v realném vzorku. Cili po zmé&feni koncentraéni fady by muselo
byt prométeno dale 30 kyvet s redlnymi vzorky bilkoviny. Toto provedeno v této praci
nebylo, protoze to z casovych divoda pii béznych meétenich studenty v laboratofi
nemuze byt provadéno. Studenti dosud provadéji na tomto pfistroji pouze proméieni
celého spektra vzorku Cisté bilkoviny a vzorku bilkoviny po derivatizaci, kterd
porovnavaji. V ramci prace bylo provedeno jedno meéfeni spektra jen u jednoho
realného vzorku bilkoviny, z ¢ehoz jak uvedeno vySe nelze stanovit koncentraci
bilkoviny.
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Tab. 4.1: porovnani vysledkl pro vertikalni fotometr SUNRISE a UV-VIS spektrofotometr Libra S22:

SUNRISE: aritmeticky primér (mg/ml)

Prvni sada vysledkii: 62,1
Druha sada vysledkii: 58,6
Treti sada vysledk, 1. ¢ast: 44,0
Treti sada vysledkd, 2. ¢ast: 73,3
priamér: 59,5

SUNRISE: smérodatna odchylka (mg/ml)

Prvni sada vysledkii: 21,2
Druha sada vysledkii: 5,0
Treti sada vysledkd, 1. ¢ast: 13,6
Treti sada vysledki, 2. ¢ast: 27,3
priumér: 16,8

SUNRISE: varia¢ni koeficient (-)

Prvni sada vysledkii: 0,34
Druha sada vysledkii: 0,09
Treti sada vysledk, 1. ¢ast: 0,31
Treti sada vysledkd, 2. ¢ast: 0,37
priumér: 0,28

Libra S22: aritmeticky prumér (mg/ml)

Prvni sada vysledki: 71,2
Druha sada vysledkii: 71,7
Treti sada vysledk, 1. ¢ast: 60,8
Treti sada vysledk, 2. ¢ast: 83,5
primér: 71,8

Libra S22: smérodatna odchylka (mg/ml)

Prvni sada vysledki: 8,5
Druha sada vysledkii: 4,9
Treti sada vysledki, 1. ¢ast: 15,6
Treti sada vysledki, 2. ¢ast: 7,7
primér: 9,2

Libra S22: varia¢ni koeficient (-)

Prvni sada vysledkii: 0,12
Druha sada vysledkii: 0,07
Treti sada vysledki, 1. ¢ast: 0,26
Treti sada vysledki, 2. ¢ast: 0,09
primér: 0,14
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5 Zavér

V ramci bakaléafské prace byla provedena reSerSe tykajici se spektrofotometrie a
spektrofotometri. Byla téz zatazena kapitola o bilkovinach, jejich vlastnostech,
funkcich i zékladnich naruSenich proteinémie a kapitola, kde byly diskutovany rizné
metody stanoveni celkové bilkoviny.

Byly provedeny dvé sady méfeni koncentrace bilkovin v roztoku metodou dle
Bradfordové. Méteni probihala na tfech piistrojich (vertikalni fotometr SUNRISE, UV-
VIS spektrofotometr Libra S22 a UV-VIS spektrofotometr SPECORD).

Byl vytvofen standard pro ucely vyuky pfedmétu Laboratorni technika a to
konkrétné¢ pro tulohu ,,Spektroskopickd stanoveni koncentrace bilkovin“, ktery je
podrobné dokumentovan v kapitole ,,3. Vysledky*.

Piinosem prace je vytvofeni skriptuve vypocetnim prostiedi MATLAB, ktery
vyrazné zjednoduSuje zpracovani ziskanych experimentalnich dat a je vhodny pro
rozséahlejsi zpracovani vétsiho souboru dat. Skript fesi mj. vytvofeni kalibra¢ni pfimky,
vyfazovani nevhodnych absorbanci redlného vzorku, dopocteni a zobrazeni statistickych
charakteristik polohy a variability, provaddéni testu na normdlni rozlozeni dat,
vytazovani odlehlych hodnot dopoctenych koncentraci bilkoviny v redlném vzorku a
piedevSim vypis vypoctenych koncentraci v redlném vzorku, jejich aritmetického
pruméru a smérodatné odchylky. Jako zkuSebni data pro ovéfeni fungovani skriptu byly
pouzity dvé sady namétenych dat z anonymizovanych vysledki métfeni studenty.

Byla zjisténa diskrepance mezi méfenim na vertikalnim fotometru SUNRISE a UV-
VIS spektrofotometru Libra S22. V ptipadé méfeni na vertikalnim fotometru SUNRISE
byla zjisténa priimérna koncentrace cca 60 mg/ml (pfesnéji 59,49 mg/ml), v piipadé
UV-VIS spektrofotometru Libra S22 cca 70 mg/ml (ptesnéji 71,77 mg/ml). Ptislusny
rozdil je patrné dan nedostatecnosti pipetovani malych objemtl v ptipadé piipravy
vzorkl pro vertikalni fotometr SUNRISE, kdy je dodavané mnozstvi BSA a realného
vzorku bilkoviny systematicky podhodnocovéno.

~97 ~



Seznam pouzité literatury

[1] KAS, Jan, Milan KODICEK a Olga VALENTOVA. Laboratorni techniky
biochemie. Praha: Vysoka Skola chemicko-technologicka, 2005. ISBN 80-7080-586-2.

[2] KLOUDA, Pavel. Moderni analytické metody. 2., upr. a dopl. vyd. Ostrava: Pavel
Klouda, 2003. ISBN 80-86369-07-2.

[3] Zimmermannova J. STANOVENI PROTEINU — POROVNANI RUZNYCH METOD.
Praha, 2012. Bakalafska prace. Karlova univerzita, Pfirodovédecka fakulta. Vedouci
prace Hudecek J.

[4] 17PBBLT - Laboratorni technika | predmety.fbmi.cvut.cz [online]. Kladno: CVUT v
Praze — FBMI, 2017 [cit. 2017-10-26]. Dostupné Z:
https://predmety.tbmi.cvut.cz/cs/17PBBLT

[5] OPEKAR, Frantisek. Zdakladni analyticka chemie pro studenty, pro néz analyticka
chemie neni  hlavnim studijnim oborem. Praha: Karolinum, 2002. Ucebni texty
Univerzity Karlovy v Praze. ISBN 80-246-0553-8.

[6] Systematic comparisons of various spectrophotometric and colorimetric methods to
measure concentrations of protein, peptide and amino acid: Detectable limits, linear
dynamic ranges, interferences, practicality and unit costs. Talanta [online]. 2012,
(Volume 98), 7 [cit. 2017-10-29]. Dostupné Z: https://sci-
hub.cc/https://doi.org/10.1016/j.talanta.2012.06.058

[7] VO-DINH, Tuan. a G. GAUGLITZ. Handbook of spectroscopy. Cambridge: Wiley-
VCH, ¢2003. ISBN 3-527-29782-0.

[8] ALBERTS, Bruce. Zaklady bunécné biologie: uvod do molekuldarni biologie burky.
Usti nad Labem: Espero, ¢1998. ISBN 80-902906-0-4.

[9] MURRAY, Robert K. Harperova Biochemie. Praha: H & H, 1998. Lange medical
book. ISBN 80-85787-38-5.

[10] PYTELA, Oldtich. Chemometrie pro organické chemiky. Vyd. 5. Pardubice:
Univerzita Pardubice, 2011. ISBN 978-80-7395-422-2.

[11] ECKSCHLAGER, Karel. Chemometrie. Praha: Karolinum, 1991. ISBN 80-7066-
487-8.

[12] BRADFORD, MARION M. A Rapid and Sensitive Method for the Quantitation of
Microgram Quantities of Protein Utilizing the Principle of Protein-Dye Binding.
ANALYTICAL BIOCHEMISTRY [online]. 1976, January 29, 1976, 72(1), 7 [cit. 2017-
12-28]. Dostupné z: http://hoffman.cm.utexas.edu/courses/bradford assay.pdf

~98 ~



[13] HENDL, Jan a Véra KUBANKOVA. Statistika pro zdravotniky. Praha: Avicenum,
zdravotnické nakaldatelstvi, n. p., 1987.

[14] OTTO, Matthias. Chemometrics: statistics and computer application in analytical
chemistry. 2., completely rev. and enl. ed. Weinheim: Wiley-VCH-Verl, 2007. [ISBN
9783527314188.

[15] LEDVINA, Miroslav, Alena STOKLASOVA a Jaroslav CERMAN. Biochemie pro
studujici mediciny. Praha: Karolinum, 2004. ISBN 80-246-0849-9.

[16] Analytikjena Specord 200-250 - Manual. In: Frank's Hospital Workshop
[online]. Tanzania: Frank's Hospital Workshop, 2017 [cit. 2018-01-06]. Dostupné z:
http://www.frankshospitalworkshop.com/equipment/documents/photometer/service_ma
nuals/Analytikjena_Specord 200-250 - Manual.pdf

[17] Td SPECORD PLUS en 1. In: Analytik Jena Romdnia [online]. Romania:
Analytik Jena, 2016 [cit. 2018-01-06]. Dostupné Z:
http://www.analytikjenaromania.ro/sites/default/files/td SPECORD_PLUS en 1.pdf

[18] 35094 392347 Sunrise 4s — 11329-4515.pdf. In: LabWrench [online]. Kanada:
LabX Media Group, 2011 [cit. 2018-01-07]. Dostupné Z:
http://photos.labwrench.com/equipmentManuals/11329-4515.pdf

[19] Tecan Sunrise Analyser - Service manual.pdf. In: Frank's Hospital Workshop
[online]. Tanzania: Frank's Hospital Workshop, 2017 [cit. 2018-01-07]. Dostupné z:
http://www.frankshospitalworkshop.com/equipment/documents/automated analyzer/ser
vice_manuals/Tecan%20Sunrise%20Analyser%20-%20Service%20manual.pdf

[20] BIOCHROM - biochrom.pdf. In: Biochrom [online]. Biochrom Ltd. UK, 2017 [cit.
2018-01-07]. Dostupné z: www.biochrom.co.uk/download/biochrom-libra-s21-and-s22-
user-manual-english-iss02.html

[21] Biochrom Libra S22 Datasheet.pdf. In: BioPioneer CO., Ltd. [online]. Taiwan:
BioPioneer CO., 2015 [cit. 2018-01-07]. Dostupné z: http://biopioneer.com.tw/wp-
content/uploads/downloads/2014/03/Biochrom_Libra S22 Datasheet.pdf

[22] Equipos_enologia espectrofotometro uv_vis libra s22.pdf. In: Lin Lab Rioja
[online]. Logrofio, Spain: Lin Lab Rioja SL, 2015 [cit. 2018-01-07]. Dostupné z:
http://www.linlabrioja.com/

[23] TUKEY, John Wilder. Exploratory data analysis. Reading, Mass.: Addison-Wesley
Pub. Co., c1977. ISBN 978-0201076165.

[24] And¢l, Jifi, ed. Matematicka statistika. 2. vyd. Praha: SNTL, 1985. 346 s. ISBN 04-
017-78.

~ 99 ~



Priloha A: Pokyny Kk vypliovani dialogového
okna v MATLABu

Do kolonky ,,Pouzité¢ fedéni (redlného vzorku)* je tfeba zadat hodnotu pouzitého
fedéni (typicky napt. 500). Smysl zde ma hodnota 1 a vice. (Hodnota 1 znamena, Ze
vzorek nebyl viibec fedén.)

Do kolonky ,,Upraveni poctu schranek histogramu® je tfeba zadat celé¢ Ccislo.
Doporucené je malé celé nezaporné Cislo (typicky 0 az 3). (Ve skriptu je nastaven
doporuceny pocet schranek histogramu. Pocet I1ze takto upravit.)

Do vSech nasledujicich kolonek je tfeba zadat sadu hodnot odd€lenych carkou (,),
nebo carkou s mezerou, mezerou nebo nékolika mezerami (pro piehlednost je
doporuceno zaddvat hodnoty odd€lené tfemi mezerami). U vSech hodnot se musi
pouzivat desetinna tecka!

U kolonky ,Koncentrace bilkoviny v koncentracni fadé“ a u vSech tfech
nasledujicich stejnych kolonek ,,Namétfené absorbance u koncentracni fady* jsou tato
omezeni:

Pokud musite napt. vyplnit Sest hodnot absorbanci v kolonkéch ,,Namétrené
absorbance u koncentra¢ni fady“ a hodnotu nékteré znich nezndte nebo ji musite
vylou¢it (napf. pro hrubou chybu béhem pipetovani), zadejte misto ni zkratku ,,NaN*
(non-a-number). Pokud byste napt. museli pro stejnolehlou hodnotu absorbance ve
vSech tfech téchto kolonkéach vyplnit zkratku ,,NaN*, zcela ji vynechejte a stejné tak
musite vynechat 1 stejnolehlou hodnotu koncentrace v kolonce ,,Koncentrace bilkoviny
v koncentra¢ni fadé“. Stejné tak, pokud vypliujete jen jednu kolonku ,,Naméfené
absorbance u koncentra¢ni fady* a musite-li n¢jakou hodnotu vynechat, vypust'te ji a
stejné tak vypustte stejnolehlou hodnotu koncentrace v kolonce ,,Namétené absorbance
u koncentra¢ni tady“. Pokud vypliiujete jen jednu nebo dvé kolonky ,,Namérené
absorbance u koncentracni fady* hodnotami absorbanci, musite ve zbylych kolonkéach
vyplnit stejny pocet zkratek ,,NaN* jako je uvadénych hodnot absorbanci.

Ukazka vhledu grafického uzivatelského rozhrani skriptu (dialogového okna) je
uvedena na nasledujici strance (obr. A.1):
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Priloha B: Pouzity skript v MATLABu

function varargout = LT (varargin)

% LT MATLAB code for LT.fig

% LT, by itself, creates a new LT or raises the existing

% singleton*.

% H = LT returns the handle to a new LT or the handle to

% the existing singleton*.

% LT ('CALLBACK',hObject,eventData, handles, ...) calls the local
% function named CALLBACK in LT.M with the given input arguments.
% LT ('Property', 'Value',...) creates a new LT or raises the

% existing singleton*. Starting from the left, property value
pairs are

% applied to the GUI before LT OpeningFcn gets called. An

% unrecognized property name or invalid value makes property
application

% stop. All inputs are passed to LT OpeningFcn via varargin.
% *See GUI Options on GUIDE's Tools menu. Choose "GUI allows
only one

% instance to run (singleton)".

See also: GUIDE, GUIDATA, GUIHANDLES

o

Edit the above text to modify the response to help LT

o

Last Modified by GUIDE v2.5 29-Apr-2018 09:25:25

% Begin initialization code - DO NOT EDIT

guil Singleton = 1;

gul State = struct('gui Name', mfilename,
'gui Singleton', gui_ Singleton,
'gui OpeningFcn', QLT OpeningFcn,
'gui OutputFcn', @LT OutputFcn,
'gui LayoutFcn', 1,
'gui Callback', [

if nargin && ischar (varargin{l})

gui State.gui Callback = str2func(varargin{l});
end

if nargout
[varargout{l:nargout}] = gui mainfcn(gui State, varargin{:});
else
guil mainfcn(gui_ State, varargin{:});
end
% End initialization code - DO NOT EDIT

% —--- Executes just before LT is made visible.
function LT OpeningFcn (hObject, eventdata, handles, varargin)
This function has no output args, see OutputFcn.

o\

% hObject handle to figure
% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles structure with handles and user data (see GUIDATA)
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[o)

% varargin command line arguments to LT (

% Choose default command line output for LT

handles.output = hObject;
% Update handles structure
guidata (hObject, handles);

o
o

IWAIT makes LT wait for
iwait (handles.figurel);

U user response (s
u

o3
o

[o)

% ——-- Outputs from this function are return
function varargout LT OutputFcn (hObject,

% varargout cell array for returning outpu
% hObject handle to figure

% eventdata reserved - to be defined in a
% handles structure with handles and use

varargout{l} handles.output;

function redeni Callback (hObject, eventdata

see VARARGIN)

ee UIRESUME)

ed to the command line.
eventdata, handles)
t args (see VARARGOUT) ;

future version of MATLAB
r data (see GUIDATA)

s Get default command line output from handles structure

, handles)

% hObject handle to redeni (see GCBO)

% eventdata reserved -

% handles structure with handles and user data
% Hints: get (hObject, 'String')

to be defined in a future version of MATLAB
(see GUIDATA)

returns contents of redeni as text

o

str2double (get (hObject, 'String'))
as a double

% —-—-—- Executes during object creation, afte
function redeni CreateFcn (hObject, eventdat
% hObject handle to redeni (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a
% handles empty - handles not created un
called

% Hint:

oe

See ISPC and COMPUTER.

if ispc && isequal (get (hObject, 'BackgroundC

get (0, 'defaultUicontrolBackgroundColor'))
set (hObject, 'BackgroundColor', 'white');

end

returns contents of redeni

r setting all properties.
a, handles)

future version of MATLAB
til after all CreateFcns

edit controls usually have a white background on Windows.

olor'),

function akrl Callback (hObject, eventdata, handles)

% hObject handle to akrl (see GCBO)

% eventdata reserved -

% handles structure with handles and user data
Hints: get (hObject, 'String')

to be defined in a future version of MATLAB
(see GUIDATA)

returns contents of akrl as text

o° oo

str2double (get (hObject, 'String'))
double

[\)]
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% —--- Executes during object creation, after setting all properties.
function akrl CreateFcn (hObject, eventdata, handles)

% hObject handle to akrl (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAR
% handles empty - handles not created until after all CreateFcns
called

% Hint: edit controls usually have a white background on Windows.
% See ISPC and COMPUTER.
if ispc && isequal (get (hObject, 'BackgroundColor'),
get (0, 'defaultUicontrolBackgroundColor'))
set (hObject, 'BackgroundColor', 'white');
end

function c_konc rada Callback(hObject, eventdata, handles)

% hObject handle to c_konc rada (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles structure with handles and user data (see GUIDATA)

% Hints: get (hObject, 'String') returns contents of ¢ _konc rada as text
% str2double (get (hObject, 'String')) returns contents of
c_konc _rada as a double

% —--—- Executes during object creation, after setting all properties.
function c_konc rada CreateFcn (hObject, eventdata, handles)

% hObject handle to c_konc _rada (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles empty - handles not created until after all CreateFcns
called

Hint: edit controls usually have a white background on Windows.
See ISPC and COMPUTER.
if ispc && isequal (get (hObject, 'BackgroundColor'),
get (0, 'defaultUicontrolBackgroundColor'))
set (hObject, 'BackgroundColor', 'white');
end

o° oo

function AbsReal Callback (hObject, eventdata, handles)

% hObject handle to AbsReal (see GCBO)
% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAR
% handles structure with handles and user data (see GUIDATA)

o\

Hints: get (hObject, 'String') returns contents of AbsReal as text
str2double (get (hObject, 'String')) returns contents of AbsReal
as a double

o

% —--—- Executes during object creation, after setting all properties.
function AbsReal CreateFcn (hObject, eventdata, handles)
% hObject handle to AbsReal (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
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[o)

% handles empty - handles not created until after all CreateFcns
called

% Hint: edit controls usually have a white background on Windows.
See ISPC and COMPUTER.
if ispc && isequal (get (hObject, 'BackgroundColor'),
get (0, 'defaultUicontrolBackgroundColor'))
set (hObject, 'BackgroundColor', 'white');

o

end

function koef Callback (hObject, eventdata, handles)

% hObject handle to koef (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAR
% handles structure with handles and user data (see GUIDATA)

% Hints: get (hObject, 'String') returns contents of koef as text

% str2double (get (hObject, 'String')) returns contents of koef as
a double

% —--- Executes during object creation, after setting all properties.
function koef CreateFcn (hObject, eventdata, handles)

% hObject handle to koef (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles empty - handles not created until after all CreateFcns
called

% Hint: edit controls usually have a white background on Windows.
See ISPC and COMPUTER.
if ispc && isequal (get (hObject, 'BackgroundColor'),
get (0, 'defaultUicontrolBackgroundColor'))
set (hObject, 'BackgroundColor', 'white');

o

end

% —--—- Executes on button press in patlab.

function patlab Callback (hObject, eventdata, handles)

hObject handle to patlab (see GCBO)

eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
handles structure with handles and user data (see GUIDATA)

o oe

o\°

o

3 zadavam pouzite redeni realneho vzorku:
vstup redeni = get (handles.redeni, 'String');
redeni = str2num(vstup redeni);

[o)

% zadavam koeficient pro prizpusobeni poctu schranek histogramu:
vstup koef = get (handles.koef, 'String');
koef = strZ2num(vstup koef);

o\

3-krat zadavam absorbanci koncentracni rady:
(pro vytvoreni kalibracni primky)

o

o\

zadavam absorbanci koncentracni rady:
(pro vytvoreni kalibracni primky)

vstup akrl = get (handles.akrl, 'String');
akrl = str2num(vstup akrl);

o
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% zadavam absorbanci koncentracni rady:

% (pro vytvoreni kalibracni primky)

vstup akr2 = get (handles.akr2, 'String');
akr2 = str2num(vstup akr2);

% zadavam absorbanci koncentracni rady:

% (pro vytvoreni kalibracni primky)

vstup akr3 = get (handles.akr3, 'String');
akr3 = str2num(vstup akr3);

% zadavam pouzitou radu redeni koncentracni rady:

% (pro vytvoreni kalibracni primky)

vstup c_konc rada = get (handles.c_konc rada, 'String');
c_konc rada = strZnum(vstup c konc rada);

% zadavam absorbance zmerene u realneho vzorku:

vstup AbsReal = get (handles.AbsReal, 'String');

AbsReal = str2num(vstup AbsReal);

akr = [akrl;akr2;akr3];
zprumerovani konc rady = mean(akr,1, 'omitnan');

% Odecteni absorbance pro slepy vzorek ("blank") od vsech ostatnich:
% (dale tzv. "korekce na slepy vzorek")

korekce konc rady = zprumerovani konc rady -
zprumerovani konc rady(1l,1);

% Koncentrace bilkoviny v koncentracni rade (mg/ml):
c _konc rada = [0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30];

o

LinearModelTerms = {'x'};
linearfittype = fittype({'x'});

fprintf ('\n")

o)

% Vytvarim popis ke kalibracni primce:
fprintf ('Rovnice pro kalibrac¢ni p¥imku,\n');

oe

oe

% fprintf ('kde:\n'");

% fprintf ('x...koncentrace v koncentrac¢ni radé,\n');
% fprintf('a...smérnice primky,\n');

% fprintf (' (s 95%% mezemi spolehlivosti).:\n');

.

= fit(c_konc rada', korekce konc rady',linearfittype);
% Vytvarim obrazek s kalibracni primkou:

figure (1)

plot (f,c_konc rada, korekce konc rady, 'bx')
title('Kalibrac¢ni primka')

xlabel ('Koncentrace v koncentracé¢ni fadé (mg/ml)")
ylabel ('Absorbance (-)"')

grid on

% Ukladam obrazek s kalibracni primkou:

f1 = figure(l);
saveas (fl, 'C:\Users\Public\Kalibracni primka.png');
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% Ziskavam smernici:
xp = c_konc rada;

xz = rot90(rot90 (-c_konc rada(2:end))):;

yp = korekce konc rady;

yz = rot90 (rot90 (-korekce konc rady(2:end)));
x = [xz,xp];

y = lyz,ypl;

% Mam smernici ("sm"):

p = polyfit(x,y,1);

sm = p(l,1);

$sm = round(sm,2);%

fprintf ('\n")
fprintf ('smérnice kalibracéni pfimky = %.3f\n',sm);

AbsReal;
AbsReal = AbsReal - zprumerovani konc rady(1l,1);

% serazujl zmerene absorbance pro zredene vzorky bilku:
AbsReal = sort (AbsReal);

Abs down = AbsReal;
Abs up = AbsReal;

o

Ziskavam absorbance, ktere nesplnuji podminku,

ze Jjsou vetsi nez 0 (nula), (po korekci na slepy vzorek),
a ze Jjsou mensi nebo rovny maximalni absorbanci,

(po korekci na slepy vzorek) u koncentranci rady:

o° oo

o\

for ei=1l:length (Abs_ down)

if Abs down(end) > 0
Abs down = Abs down(l:end-1);
end

end
for fi=l:length (Abs up)

if Abs up(l) <= korekce konc rady (end)
Abs up = Abs up(2:end);
end
end

Abs down = Abs down + zprumerovani konc_rady(1l,1);

Abs up = Abs up + zprumerovani konc rady(1l,1);

"Seznam" absorbanci nesplnujicich podmiky:

- ze jsou vyssi nezli nula

- ze jsou maximalne rovny maximalni absorbanci pro koncentracni radu
(oboje po korekci na slepy vzorek), u koncentranci rady.:

Abs down up = [Abs down,Abs up];

o o oe

o\

fprintf ('\n")

if isempty (Abs down up) == 1

fprintf('\n")

fprintf ('Nevyradil jsem Zadné zmérené absorbance (ztredéného) vzorku
bilku.\n\n'");

else

fprintf('\n")
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[o)

fprintf ('Vyradil jsem téchto %.0f zmérenych absorbanci (bezrozmérné)
z¥edéného vzorku bilku:\n\n', length (Abs down up));

% fprintf ('Vyradil jsem tyto zmerene absorbance (zredeneho) vzorku
bilku:\n\n");

fprintf ('%.4f\n',Abs down up);

fprintf ('\n")

fprintf ('Tyto absorbance jsou po korekci na slepy vzorek zaporné,
nulové \n');

fprintf ('nebo vyssi nezli je nejvy33i absorbance pro koncentracni
radu.\n\n'");

end

o\

Ziskavam absorbance vyssi nezli nulova absorbance

a maximalne rovny maximalni absorbanci pro koncentracni radu
(oboje po korekci na slepy vzorek).:

for di=l:length (AbsReal)

o

o

if AbsReal(l) <= 0
AbsReal = AbsReal (2:end);

elseif AbsReal (end) > korekce konc rady (end)
AbsReal = AbsReal(l:end-1);

else
AbsReal = AbsReal; break

end
end

% Dopocitavam vysledek, tj. koncentrace bilkoviny ve vajecnem bilku

pred

% redenim.:

cReal = (AbsReal./sm) .*redeni;
$cReal = round(cReal,?2);%

% Serazuji koncentrace bilkoviny ve vajecnem bilku pred redenim.:
c = sort(cReal);

for ai=1l: (length(c)-2)

sc = size(c,2);

N = sc; % pocet hodnot

% koef = 1; % korekce pro adjustaci poctu binu v histogramu

b = ceil(log(N)/log(2) + 1) + koef; % pocet binu/"schranek" histogramu

oe

Zjistuji vlastnosti histogramu:
figure (2)

h = histogram(c,b);

h

Vytvarim histogram pro rozlozeni cetnosti koncentraci bilkoviny

ve vajecnem bilku.:

figure (2)

histogram(c,b)

title('Histogram rozloZeni cetnosti koncentraci bilkoviny ve vajecném
bilku')

xlabel ('Koncentrace (mg/ml) bilkoviny ve vajecném bilku')

ylabel ('Cetnost")

o° oo
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% Ukladam histogram pro rozlozeni cetnosti koncentraci bilkoviny

% ve vajecnem bilku (jako png soubor).:

£f2 = figure(2);

saveas (f2, 'C:\Users\Public\Histogram rozlozeni cetnosti koncentraci bi
lkoviny ve vajecnem bilku.png');

fprintf('\n")
binu histogramu = b;
binu histogramu = fprintf ('schranek histogramu =

%.0f\n\n',binu histogramu) ;

pocet mereni = N;
pocet mereni = fprintf('pocet mereni = $.0f\n\n',pocet mereni);

fprintf('\n")
$ fprintf(' v mg/ml :\n\n');

% Zjistuji statisticke ukazatele polohy:

minimalni hodnota = min(c);

minimalni hodnota = fprintf('minim&lni hodnota = %.2f
mg/ml\n\n',minimalni hodnota);

maximalni hodnota = max(c);

maximalni hodnota = fprintf('maximalni hodnota = %.2f
mg/ml\n\n',maximalni hodnota);

aritmeticky prumer = mean(c);

aritmeticky prumer = fprintf('aritmeticky primeér = $.2f
mg/ml\n\n',aritmeticky prumer);

aritmeticky prumer = mean(c);

minimalni hodnota = min(c);

maximalni hodnota = max(c);

fprintf (' (rozpéti = rozdil maximadlni a minimadlni hodnoty:)\n');

rozpeti = maximalni hodnota - minimalni hodnota;
rozpeti fprintf ('rozpéti = $.2f mg/ml\n\n',rozpeti);
rozpeti = maximalni hodnota - minimalni hodnota;

fprintf (' (pomér rozpéti vuaci aritmetickému pruméru:)\n');
pomer rozpeti prumer = rozpeti/aritmeticky prumer;

pomer rozpeti prumer = fprintf ('pomér: rozpéti/prumér =
%.3f\n\n',pomer rozpeti prumer);

median(c) ;
fprintf ('median = %.2f mg/ml\n\n',median c);

median c
median_c

0l prvni kvartil = quantile(c,0.25);

0l prvni kvartil = fprintf('Ql tj. prvni kvartil = %.2f
mg/ml\n\n',Ql prvni kvartil);

Q1 prvni kvartil = quantile(c,0.25);

03 treti kvartil = quantile(c,0.75);

Q3 treti kvartil = fprintf('Q3 tj. tfeti kvartil = %.2f

mg/mI\n\n',Q3 treti kvartil);
Q3 treti kvartil = quantile(c,0.75);
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fprintf (' (mezikvartilové rozpéti = treti kvartil - prvni

kvartil:)\n"'");

mezikvartilove rozpeti = Q3 treti kvartil - Q1 prvni kvartil;
fprintf ('mezikvartilové rozpeéti =
mg/ml\n\n',mezikvartilove rozpeti);

[o)

smerodatna odchylka = std(c
smerodatna odchylka = fprintf ('smérodatna odchylka = %$.2f

mg/ml\n\n', smerodatna

smerodatna odchylka = std(c

s = smerodatna odchylka; S
EX = aritmeticky prumer; %

fprintf ('\n'

)

p
P

)7

_odchylka) ;

)7

%.2f

% Zjistuji statisticke ukazatele variability:

ro vypocty sikmosti a Z-skor
ro vypocty sikmosti a Z-skor

% fprintf (' bezrozmerne :\n\n');

fprintf (' (variaéni koeficient = smérodatnd odchylka / aritmeticky
pramér:)\n');

variacni koeficient = s/EX;

variacni_koeficient = fprintf('variacni koeficient =

%.2f\n\n',variacni_koeficient);

Gl = skewness(c);
sikmost = G1;

sikmost

spicatost =
spicatost =

Z_score min
Z score max

Z_score min

Z score max

o° e oe

oe

oe

O

Q tab2 = [6 0.560 0.698;7 0.

fprintf ('Sikmost

kurtosis (c) ;
fprintf ('Spicatost =

0.412 0.5271;
Q tab3 = [11 0.392 0.502;12

0.450;15 0.338
Q tab4 = [16 0
0.398;20 0.300
Q tab5 = [21 0
0.367;25 0.277
Q tab6 = [26 0
0.345;30 0.260

(min (c) -EX) /s
(max (c) -EX) /s

= %.2f\n\n', sikmost) ;

o

o\

’

o

’

%.2f\n\n',spicatost);

fprintf ('minimédlni z-skér =

fprintf ('maximdlni z-skoér

[o)

tabulka Dixonova Q-testu
tabl = [1 0 0;2 0 0;3 0.941 0.988;4 0.765 0.889;5 0.642 0.
507 0.637;8 0.468 0.590;9 0.437

0.438];
.329 0.426;17
0.391];
.295 0.384;22
0.362];
.273 0.357;27
0.341];

n --—- tj.

0,050
0,010

(zacin

0.376
0.320
0.290

0.269

a

0.

pocet hodnot

5 %
10 %

minimalni z-skor
maximalni z-skor

%.2f\n\n',Z score min);

%.2f\n\n',Z score max);

Dixonuv Q-test % kriticke hodnoty do 30 mereni vcetne
1. sloupec Q tab:
2. sloupec Q tab: alfa =
3. sloupec Q tab: alfa

se od poctu mereni 3 vcetne):

482;13

.416;18

.378;23

.353;28

0.361 0.465;14 0.

0.313 0.407;19 0.

0.285 0.372;24 0.

0.266 0.349;29 0.

Q tab = [Q tabl;Q tab2;Q tab3;Q tab4;Q tab5;Q tab6];

Q tab;
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% Provadim Adersonuv-Darlinguv test normality:
[ad test,ph] = adtest(c);

if ad test ==
fprintf ('Adersontv-Darlingtv test normality vySel = $.0f --> JE
normélni rozloZeni (na hladiné vyznamnosti alfa = 0,05 = 5

%) .\n',ad test);
fprintf ('Pouzijeme Dixonuav Q-test pro vylouceni pripadnych odlehlych
hodnot.\n\n") ;

else
fprintf ('Adersontiv-Darlingv test normality vy3el = %$.0f --> NENI
normalni rozlozZzeni (na hladiné vyznamnosti alfa = 0,05 = 5

%) .\n',ad test);

fprintf ('Dle [23] vymezime dolni a horni hradbu pro vylouceni
pripadnych odlehlych hodnot.\n\n');

nd

o°

o\

fprintf (' (p~hodnota = %.4f)\n\n',ph);

o

o

Provadim test na odlehle hodnoty pri NESPLNENI normalniho rozlozeni
hodnot vysledne koncentrace (koncentrace pred redenim),

zjistene Adersonovym-Darlingovym testem normality:

if ad test == 1

o oo

mezikvartilove rozpeti = Q3 treti kvartil - Q1 prvni kvartil;
% fprintf ('mezikvartilové rozpéti = %.2f
mg/ml\n\n',mezikvartilove rozpeti);

o)

% mezikvartilove rozpeti = Q3 treti kvartil - Q1 prvni kvartil;

k = 1.5; % koeficient pro dosazeni dolni a horni hradby
hradba = k*mezikvartilove rozpeti;

dolni hradba = Q1 prvni kvartil - hradba;
fprintf ('dolni hradba = %.2f mg/ml\n',dolni hradba);
dolni hradba Q1 prvni kvartil - hradba;

horni hradba = Q3 treti kvartil + hradba;
fprintf ('horni hradba = %.2f mg/ml\n\n',horni hradba);
horni hradba = Q3 treti kvartil + hradba;

if c¢(1,1) < dolni hradba
c = c(2:end);

elseif c(l,end) > horni hradba
c = c(l:end-1);

end
else

Provadim test na odlehle hodnoty pri SPLNENI normalniho rozlozeni
hodnot vysledne koncentrace (koncentrace pred redenim),

zjistene Adersonovym-Darlingovym testem normality.

Testem na odlehle hodnoty je zde Dixonuv Q-test.:

o° oo

o\

o
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1 = abs(c(2)-c(l))/abs(c(end)-c(l)); % nejspodnejsi (odlehla ?)
odnota

fprintf ('Koeficient Q 1 pro nejspodnejsi hodnotu.\n'");

fprintf ('Je-1i vyssi nezli kriticka hodnota, pri alfa = 0.05 = 5
s, \n'");

fprintf ('jedna se o odlehlou hodnotu - vyrazujeme Ji z dalsiho
zpracovani.\n'");
% Q0 1 = fprintf ('Q
% Q 1 = abs(c(2)-c

oo o O

o° oo

o\°

1 = %.4f\n\n',Q 1);
(1)) /abs (c(end) -c (1)) ;
n = abs(c(end)-c(end-1))/abs(c(end)-c(1l)); % nejvyssi (odlehla ?)
odnota

fprintf ('Koeficient Q n pro nejvyssi hodnotu.\n'");

fprintf ('Je-1i vyssi nezli kriticka hodnota, pri alfa = 0.05 =5
%, \n'");

fprintf ('jedna se o odlehlou hodnotu - vyrazujeme Jji z dalsiho
zpracovani.\n');
% Q n = fprintf('Q n = $.4f\n\n',Q n);

% Q n = abs(c(end)-c(end-1))/abs(c(end)-c(1l));
N = size(c,2); % pocet mereni

i =Ny

R = Q tab(i);

fprintf ('%.0f. Fadek tabulky Dixonova testu:\n',6R);

Q tabR = Q tab(R,:,:); % R-ty radek tabulky Dixonova Q-testu

fprintf ('%$.0f hodnot; kritické& hodnota, (alfa = 5 %%): $.4f; kriticka
hodnota, (alfa = 10 %%): %.4f\n',Q_tabR);

fprintf('\n")

fprintf ('Koeficient Q 1 pro nejspodné€jsi hodnotu.\n');

fprintf ('Je-1i vyssi nezli kritické& hodnota, p¥i alfa = 0.05 =5
%%,\n");

fprintf ('jednd se o odlehlou hodnotu - vytazujeme ji z dalsiho
zpracovani.\n');

Q 1 = fprintf('Q 1 = %.4f\n',Q 1);

Q0 1 = abs(c(2)-c(l))/abs(c(end)-c(1));

fprintf ('kritickd hodnota, pri alfa = 0.05 = 5 %%:\n');
Q tabRa05 = Q tabR(2); % kriticka hodnota , alfa = 0.05 = 5 %

Q tabRa05 = fprintf('%.4f\n\n',Q tabRa05);

fprintf ('Koeficient Q n pro nejvys$si hodnotu.\n');

fprintf ('Je-1i vys$si nezli kriticka hodnota, pt¥i alfa = 0.05 =5
$%,\n");

fprintf ('jednd se o odlehlou hodnotu - vyfazujeme ji z dalSiho
zpracovani.\n');

Qn fprintf('Q n = %.4f\n',Q n);

Q0 n = abs(c(end)-c(end-1)) /abs (c(end)-c(1));

fprintf ('kritickd hodnota, p¥i alfa = 0.05 = 5 %$%:\n');

Q tabRal05 = Q tabR(2); % kriticka hodnota , alfa = 0.05 = 5 %

Q tabRa05 = fprintf('%.4f\n\n',Q tabRa05);

% fprintf (' (kriticka hodnota, pri alfa = 0.10 = 10 %%:\n"'");

% tabRal0 = Q tabR(3); % kriticka hodnota , alfa = 0.10 = 10 %

o_
% Q tabRall = fprintf('$.4£f)\n\n',Q tabRall);

if (Q _1<Q tabRal5) && (Q n<Q tabRal5)
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fprintf ('Nevyradil jsem Zadnou hodnotu koncentrace jako
odlehlou.\n"');

fprintf ('\n")

c = c; break

elseif (Q 1>Q tabRal05) && (Q n<Q tabRa05)

fprintf ('Vyr¥adil jsem tuto hodnotu koncentrace jako odlehlou:
.2f mg/ml.\n',c(1));

fprintf ('\n")

c = c(2:end);

o\

elseif (Q 1<Q tabRal05) && (Q n>Q tabRa05)

fprintf ('Vy¥adil jsem tuto hodnotu koncentrace jako odlehlou:
.2f mg/ml.\n',c(end));

fprintf('\n")

c = c(l:end-1);

o

elseif (Q 1>Q tabRa05) && (Q n>Q tabRa05)

(
fprintf ('Vyr¥adil jsem tyto hodnoty koncentrace jako odlehlé:
%.2f mg/ml a %$.2f mg/ml.\n',c(1l),c(end));
fprintf ('\n")
c = c(2:end-1);
else ¢ = c; break
end
end

end

o\

Vypisuji vysledne koncentrace bilkoviny ve vzorcich wvajecneho bilku
hodnotu aritmetickeho prumeru a smerodatne odchylky

jako hlavni vysledky:

fprintf ('Vysledné koncentrace bilkoviny ve vzorcich vajecéného
bilku:\n\n");

% ¢ = fprintf('c = %.2f mg/ml\n',c);

fprintf('c = $.2f mg/ml\n',c);

fprintf ('\n")

o\

o

aritmeticky prumer = mean(c);

smerodatna odchylka = std(c);

fprintf ('Vyslednd koncentrace bilkoviny ve vajec¢ném bilku (aritmeticky
pramér) = %.1f mg/ml.\n',aritmeticky prumer);

fprintf ('Smérodatnd odchylka pro vysledny soubor koncentraci bilkoviny
ve vajec¢ném bilku = %.1f mg/ml.\n\n',smerodatna odchylka);

oe

% pripadne: Ukladam zjistene hodnoty do txt souboru:

A=[binu histogramu,pocet mereni];

fileID = fopen('C:\Users\Public\LabTech.txt', 'at');

fprintf (£fileID, ['\n\n binu histogramu = %.0f \n\n pocet mereni =
L0E'],R)

fclose (filelID);

o 0P o© o°

o

o\

Informuji kde se nachazi obrazek, histogram

a pripadne textovy soubor:

fprintf ('Obrazek: "Kalibracni primka.png" je ve sloZce:
"C:\\Users\\Public".\n");

o
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fprintf ('Histogram:
"Histogram rozlozeni cetnosti koncentraci bilkoviny ve vajecnem bilku.
png" Je ve slozce: "C:\\Users\\Public".\n');

% fprintf ('Textovy soubor: "LabTech.txt", s vypisem vysledkua je ve
slozce: "C:\\Users\\Public".\n\n");

% —-—— If Enable == 'on', executes on mouse press in 5 pixel border.
-—-— Otherwise, executes on mouse press in 5 pixel border or over
redeni.

function redeni ButtonDownFcn (hObject, eventdata, handles)

hObject handle to redeni (see GCBO)

eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
handles structure with handles and user data (see GUIDATA)

o

o o°

o

% —--—- Executes during object creation, after setting all properties.
function patlab CreateFcn (hObject, eventdata, handles)

% hObject handle to patlab (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles empty - handles not created until after all CreateFcns
called

% —--—- Executes on selection change in popupmenul.

function popupmenul Callback (hObject, eventdata, handles)

hObject handle to popupmenul (see GCBO)

eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
handles structure with handles and user data (see GUIDATA)

o oo

o

% Hints: contents = cellstr(get (hObject, 'String')) returns popupmenul
contents as cell array

% contents{get (hObject, 'Value')} returns selected item from
popupmenul

o)

% —--- Executes during object creation, after setting all properties.
function popupmenul CreateFcn (hObject, eventdata, handles)

% hObject handle to popupmenul (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles empty - handles not created until after all CreateFcns
called

% Hint: popupmenu controls usually have a white background on Windows.
See ISPC and COMPUTER.
if ispc && isequal (get (hObject, 'BackgroundColor'),
get (0, 'defaultUicontrolBackgroundColor'))
set (hObject, 'BackgroundColor', 'white');
end

oe

function akr2 Callback (hObject, eventdata, handles)

% hObject handle to akr2 (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAR
% handles structure with handles and user data (see GUIDATA)

% Hints: get (hObject, 'String') returns contents of akr2 as text
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a double

% —--—- Executes during object creation, after setting all properties.
function akr2 CreateFcn (hObject, eventdata, handles)

% hObject handle to akr2 (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles empty - handles not created until after all CreateFcns
called

% Hint: edit controls usually have a white background on Windows.
See ISPC and COMPUTER.
if ispc && isequal (get (hObject, 'BackgroundColor'),
get (0, 'defaultUicontrolBackgroundColor'))
set (hObject, 'BackgroundColor', 'white');
end

o\

function akr3 Callback (hObject, eventdata, handles)

% hObject handle to akr3 (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles structure with handles and user data (see GUIDATA)

% Hints: get (hObject, 'String') returns contents of akr3 as text

% str2double (get (hObject, 'String')) returns contents of akr3 as a
double

% —--—- Executes during object creation, after setting all properties.
function akr3 CreateFcn (hObject, eventdata, handles)

% hObject handle to akr3 (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles empty - handles not created until after all CreateFcns
called

% Hint: edit controls usually have a white background on Windows.
See ISPC and COMPUTER.
if ispc && isequal (get (hObject, 'BackgroundColor'),
get (0, 'defaultUicontrolBackgroundColor'))
set (hObject, 'BackgroundColor', 'white');
end

o\
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str2double (get (hObject, 'String')) returns contents of akr2 as



Priloha C: Obsah prilozeného DVD

Klicova slova (¢j 1 aj)

Abstrakt ¢esky

Abstrakt anglicky

Naskenované zadani bakalarské prace

Kompletni bakalarska prace

Kod ve vypocetnim prostiedi MATLAB (m soubor: ,,LT.m")

Grafické uzivatelské rozhrani skriptu (,,dialogové okno*) ve vypocetnim prostredi
MATLAB (fig soubor: ,,LT.fig*)
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