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Pro hodnoceni vzorki na obsah jednotlivych aminokyselin je tieba si vytvorit metody,
kterymi vypocet provedeme (Metoda standardu a vzorku). Stanovime velikost pikt Area pro
danou molaritu a aminokyselinu (Amount) standardu, dale velikost Area (plocha piku), User
Peak Coef (molekulova hmotnost) a Response (odezva) pro obsah jednotlivé aminokyseliny
ve vzorku.

Metody se tvori zpravidla pri instalaci programu CHROMULAN a pristroje AAA 400
nebo pii zavedeni nové metody stanoveni aminokyselin avypoctu jejich obsahu.

Sestavujeme dvé metody:

- METODA STANDARDU
- METODA VZORKU

Metody muzeme vytvorit dvojim zptsobem:

a) vyuzitim jiz definovanych metod

b) samostatné nadefinovanou
Ad Q)

Clenéni jednotlivych adresata ajejich umisténi uvadi schémaé.1.

pethod __Jrethod et T —
Oblast  — Oblast Oblast  — Ohlast
hedéni: | S Wan  padan |'ﬁ data  hledani: |*_‘i Methods SR | 3 DPa,

[ldata Miethads __1DAPA |=#] P _mol LLM
" )demodata Programs ;l Hydrolyzat Iﬂ DEP A&, LM
[ 1dev Seguences _JS""'E
Biog __\]TFLF'
:ITeran.aI:es .—WEDW

[ LLM, ULM
Schéma¢.1.

V ramci podadresaiti (DAPA, Hydrolyzat, Sirne, TRP...) jsou uvedeny soubory s oznacenim:
xy_mol.ulm - které jsou podkladem pro sestaveni METODA STANDARDU a
Xy_mw.ulm - které slouzi pro sestaveni METODY VZORKU

Po zadani Method v technologickém okné¢ P Open, vybereme z podadresiie
piislusnou metodu, otevieme soubor xy_mol.ulm, popt. xy_mw.ulm, po kterych se otevie

(schémac. 2.) dialogové okno:
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|D AULAMNADATANA I

[D:AULANNDATANS: .
[D:AULANNDATANM B

b ethod template

Calibration file

tdethod File Mame

Dilution 0

B aze.min.interval [min] IEI.?EI
Base Max Diff {003
Min. peak height {01

Min. peak width [min] {020

Ilze Megative Peaks |_

Calc Arnounts v

Ize Calibration File i

Use Internal Standard [

Factor {0005

Calibration File Age I': 7.1.2001 15:02:18
Mo Unknown Peaks ¥

Rezultz Value I.-'l'-.mcuunt LI
Dref Data Mame I
Ok LCancel | Parameters |

Methud {C:\ulan'data‘Methods -10O| x|

Schéma 2.

Po zadani dat P Parameters se vytvori okno se tremi tadky (Filter, Peaks

Metod template — je zadina metoda, tda se
v tabulce neda zmenit

Calibration file — kalibracni soubor, nacita se
z podadresare Sequence

Metod File Name — metoda pro vzorek

Dilution — nezadava se,

Base min.interval [min] — parametr ukazuje, jak
dlouhy musi byt rovny usek, aby se povazova za
nulovou linii

Base M ax Diff — parametr udava maximalni sum,
ktery muze byt na tseku, ktery se povazuje za
nulovou linii

Min. peak height — minimalni vyska piku. Piky,
které jsou mensi se ignoruji

Min. peak width — minimalni Siika piku. Piky,
které jsou uzsi seignoruji

Use Negative Peaks — toto policko se zatrhuje,
pokud chceme vyhodnocovat negativni piky

Calc Amounts - toto poli¢ko se zatrhuje, pokud
chceme automaticky pocitat mnozstvi

Use Internal Standard — policko oznacime,
pokud pouzivame externi standard

Factor — prepoctovy faktor pti fedéni vzorku
Calibration File Age — datum a ¢as nacteni
kalibracniho souboru

No Unknown Peaks — pii oznaceni policka se
vyhodnocuji pouze piky definované v metodé
Results Value — pouzivame Amount, dale je
mozno vybrat Area, Ratio, Response ...

Def Data Name -

Basdline) schéma ¢. 3. Poklepem naLTM zamodiime radek Peaks

H_muI.ULM:Mel:hud

Filter

Header

Bazelir

Copy Selected
Delete Selected
Delete Al

Save

Save As

Add
Insert
Delete

tarid Options r

Print opkions
Print

Schéma &. 3.

Peaks je modra.
Poklepanim LTM (levého tlacitka mysi) b
Peaks b dialogové okno P Peaks b
Browse se vytvori schéma:

METODA STANDARDU schéma ¢. 4.
nebo METODA VZORKU schéma ¢. 5.
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METODA STANDARDU

# [rmin] Mame frea Usr Peak Co|Rezponge  |Amount Wwiindow [rir| Internal Stan

Peak E.39 keps 231236 1 0 25 2.00 False
Peak 21.00 = 26131 1 0 25 200 False
Peak  |24.00 mets 263593 |1 0 25 2.00 False
Peak  |2600 thr 264332 1 0 25 2.00 False
Pesk  |2850 ser 254851 1 0 25 1.80 False
Peak  |[3500 gl 248214 1 0 5 150 False
Peak  |36.50 pro 0728567 |1 0 25 1.50 False
Peak  |41.00 gly 29.326 1 0 25 1.50 False
Pesk  |43.00 ala 262525 1 0 25 1.50 False
Peak  |50.50 val 258885 |1 0 25 150 False
Peak  |58.00 ile 252803 |1 0 25 1.50 False
Peak  |&0.00 lew 276143 1 0 25 1.50 False
Pesk  |e5.50 tyr 208516 1 0 25 1.50 False
Pesk |67 phe 244145 1 0 25 1.50 False
Peak  |69.60 his 08442 1 0 25 150 False
Peak  |7250 lys 2038 1 0 25 1.50 False
Pezk  |75.30 NH3 B7EI0T 1 0 0 1.50 False
Pesk  |s2s0 arg 0 1 0 25 1.50 False
Schémac. 4.

Pro obé schéma jsou shodna:
Ximin) — retencni ¢as piku dané aminokyseliny
Name — nazev aminokyseliny (pro obé metody musi byt stejné nazvy)
Amount — mnozstvi aminokyseliny ve standardu — nmol/ml
Response — odezva je vypoctena podle vzorce uvedeného v manualu, nezadava se
Windowmin — velikost okna
Data Name — u Pro se udava B (blue — modra) stanoveni pii vinové délce 440 nm

Pro schéma ¢. 4. METODA STANDARDU je:

Area— nezajimava
User Peak Coef — udava se 1
Internal Standard — udava se FAL SE

Proschéma5. METODA VZORKU je:
Area— plocha stanovené aminokyseliny
Usr Peak Coef — udava se molekulova hmotnost aminokyseliny — vypocet v g/kg nebo mg/g,
muze byt také 1 av tomto piipadé pocitame obsah v mol.
Internal Standard — udava se TRUE
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METODA VZORKU

H_mw.ULM:Methud,.-"Peaks

Peak .39 koys 231236 170.2 0 25 2.00 False
Peak 14.30 : asp 22E13 1331 0 25 2.00 False
Peak 2614 mets 26.3599 181.2 0 25 2.00 False
Peal 16.30 thir 254332 1141 0 25 2.00 False
Peak 17.78 el 25.4851 1051 0 25 1.80 False
Peak 20,98 gl 24.8214 1471 0 25 1.50 False
Peak 26.28 pio 0728567 1151 1 25 1.50 False B
Peal 3253 gy 29.326 75.1 0 25 1.50 False
Peak 34.30 ala 26.2525 83.1 0 25 1.50 False
Peak 42 96 wal 25,8885 1171 1 25 1.50 False
Peak 5E.38 ile 25,2803 13.2 0 25 1.50 False
Peal: 5812 leu 276143 131.2 0 25 1.80 False
Peak £5.50 by 24,8518 181.2 0 25 1.50 False
Peak EE.55 phe 24.4145 165.2 0 25 1.50 False
Peak E9.60 hiiz 30,8442 155.2 1 25 1.50 False
Peal 71.55 lyz 250338 146.2 0 25 1.50 False
Peak 78.30 MH3 5.75301 1 0 0 1.50 False
Peak. VE.08 arg I 174.2 1] 25 1.50 Falze
Schéma 5.

Metody ukladame Metod P Save As— schémac. 3.

Ad b)

Zadanim Method P New na hlavnim panelu se vytvori schéma ¢. 2. a vyplni se
uvedena kriteria P OK ado adresate Method zapiseme nazev nové Metody a vse ulozime.
Dale Method P Open a vybereme novy soubor, opétovné se otevie schéma ¢. 2 a po zadani
Parameter s na panelu se vytvori prazdné okno, v ném stiskneme PTM a vybereme Add b
Peaks a vznikne kolonka Peaks. Dale PTM b Peaks b Browse pii vzniku schéma ¢. 4
sjednim fadkem, do kterého zadame prislusné hodnoty. Po uzavieni prislusnych oken a

zadani OK se doplnény soubor ulozi.
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ZADANI A VYHODNOCENI STANDARDU

Otevieme anayzu standardu. Graph v technologickém okné av Sequences vybereme
standard.

lH Crhulan'data’ Sequences' 011204-1'sdapal ULF

1260
1304
110
080
0,70
Ih
050
|

030 ||

010 ~
ILH— I
[=h o

.10

ilﬂ 20 3 -ﬂ:] =] (=i} 70
s @f i 4| View: ¥ Base & Axis [ Peaks [ Repon
Schémac. 6.

A ruéni vytvareni nulové linie | porovnani analyz

2y rucni vytvareni pika ¥ Base  zobrazeni nulové linie
& nastaveni vyiezu ¥ &= zobrazeni 0S

& vraceni predchoziho vyiezu I Peaks zobrazeni popisu piki
+ rezim zobrazeni pozice kurzoru I Report 7obrazeni reportu

Pokud nebyl standard v sekvenci oznacen (viz. schéma ¢. 2 — Use Calibration File) ,
oznatime jg dodatecné ato PTM P Setup a v zilozce Header zatrhneme Cal Standard

(schémac. 7.).

[Msample (C:\ulan' data’Sequences'011204-14)

Header | Method I Inztrument I

Sample Nams  [sdapal Acquisiion Date/Time
[4722001 T340:38

Sample Desc.

Ainalyst I

Amovnt |25 P uiltiply factor |1
ISTD Armount I':| Divide factor |1
Inj. Yolume I':'

Cal. Standard v

Schémag. 7.
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Zadame PTM b Metod b Load From v dialogovém okné otevieme soubor
xy_mol.ulm (pro nas piiklad DAPA_mol.uim). O tom, ze metoda je spravné nactena se
presvédcime zadanim PTM b Metod b Peaksb Browse (schémac. 8.).

C:hulantdata'Sequencest,011204-1%sdapal:Sample /Method /Peaks

# [min] M ame Area Ilzr Peak Co|Response  [Amount Window [mir] Internal Stan

Peak R4.39 DAPA, 0 1 1 25 1.00 Falss
Schémag. 8.

Zadame PTM b Peaks b Autodetect, pii kterém se hledany pik oznaci, vcetné
retencniho ¢asu (schémac. 9.).

ChulanhdatahSequences 01 1204-1sdapal.LILF

1.50

1.30

DAPA 54,33

1.10
0.90 —
0.70
0.50 —

0.30 —| m

0.10 —

-0.10 —

10 ' a0 40 50
A @lalH sl View:
Schémadg. 9.

I Acxis I+ Peaks T Report

Zadanim PTM b Peaks b Browse se dopocte Response a Area standardu (schéma
&. 10.), toto okno uzavieme a VYHODNOCEN{ STANDARDU ulozime File b Save As b
xy_mol.ulm b Ulozit.

C:hulantdata’Sequencest011204-1%sdapal:Sample /Peaks

# [min] M ame Area IJzr Peak Co|Response  [Amount YWindow [mir] Internal Stan

Peak R4.39 AP 299914 |1 119985 25 1.00 False
Schéma . 10.

Pri zadani PTM b Peaks b Autodetect se vsak nemusi piislusny pik nacist a to
z diivodu jiného reten¢niho ¢asu uvedeného v METODE STANDARDU. Potom postupujeme
nasledovng:
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Pomoci + (rezim zobrazeni pozice kurzoru) ve schématu ¢. 6. ngjedeme na pozici piku a
Zjistime retencni ¢as prislusného piku (pro nas priklad 54,39 min.), otevieme schéma ¢. 8. a
do kolonky X{mirj Vepiseme tuto hodnotu aFile Save Asb xy _mol.ulm b Ulozit.

Upozornéni: Pri pouziti standardnich metod, pufria, HND, laboratorni teploty, stale
steginé prace obsluny AAA 400 se takto nastavené hodnoty (retencni ¢as) jednotlivych
aminokyselin méni jen velmi nepatrné a velikost oken (Windows [min] tuto skute¢nost
eliminuje.

ZADANI A VYHODNOCENI VZORKU

Otevieme anayzu standardu. Graph v technologickém okné av Sequences vybereme
analyzu vzorku (schémac¢. 11.).

ChoulanhdataSequences', 0104 30-1a58.ULF

0.50

0.40 —

0.30 —

0.20 —

0.10 —

0.00 T

T T T T T
10 20 =0 40 a0

@) &) 4] View: T Base ¥ Axis [ Peaks [  Report
Schémac. 11.

PTM P Metod P Load From natteme metodu vyhodnoceni obsahu aminokyselin
(podle propozice fesitele, ¢i zvyklosti pracovisté — v molech nebo mg resp. g vzorku)
xy_??2.ulm, pro nas priklad DAPA_mw.ULM a zadame Otevrit. O tom, ze mame nactenu
spravnou metodu se presvédc¢ime PTM P Metod b Peaks P Browse (schéma ¢. 12.),
v tomto pripadé je v kolonce Usr Peak Coef uvedena molekulova hmotnost aminokyseliny
DAPA .

5_:_1 C:hulantdata’Sequences’010430-14a58:5ample;/Method/Peaks

# [min] IName |.-’-'-.rea |L|sr Peak, Eu:ul Rezponsze |.-'1'-.m|:|unt |'W'inu:|n:uw [mirl |nternal Stanl [rata na

Peak 5318 ‘DAPA, 0 130.2 1 25 1.00 Falze

Schémad. 12.

Dale zadame PTM P Setup s vytvorenim okna se tiemi zalozkami Header, M ethod
alnstrument (schémac. 13., 14. a15.).

10
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Ml sample {C:ulan' data’Sequences’010430-1%) a58.ULF

| tethod I Instrurment

Sarnple Marne IElEE &cquisition Date/Time

Sample Desc. 30.4.2001 17:28:30

Analyst

Amount

|
IU Multiply factor |5

ISTD Amount [0 Divide factor |n_1?ns
—
-

Inj. ¥olume
Cal. Standard

Schémag. 13.

Kde
Sample Name — oznaceni vzorku, které jsme zadaly pri tvorbé Sequences pied anayzou, je
mozné je zménit
Sample Desc. — dopliujici udaje, mozno zadat
Analys — jméno pracovnika provadgjiciho analyzy
Amount — koncentrace mol vzorku
|STD Amount — nezadava se
Inj. Volume — nezadava se
Cal. Standard — u vzorku se nezatrhuje
Multi factor  — faktor fedéni, zadava se také pri tvorbé Sequences
Dividefactor — navazkavzorku k analyze, zadava se také pii tvorb¢é Sequences

E sample {Culandatatsequences'.010430-1%) as8.LLF

I Instrurment I

LoadFrom | [DAPA_mw Colibration File_| [S1-vyhULF

SaveTo | [DAOLANDATAMetha Calibration File Age [14.5.2001 14:23:26
Factar |5
Dilutian IEI Def. Data Line I
Ize Negative Peaks [
i I 0.30
B aze.min.inkerval [min] I S el =
Baze Max Diff IU-DUE Llze Calibration File v
Mir. peak height IEI.EI1 Use Intenal Standard [
Min. peak width [min]  [0.20 NoUnknown Peaks
Schémac. 14.
Kde:
Load From - je uvedena metoda nattena PTM P Metod P Load From (schéma¢. 12.)
SaveTo -

Calibration File - nacte se prislusny standard pro sérii vzorkt, Tento standard je mozno také
nacist PTM b Metod b Select Calibration File

11
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Sample {C:'ulandata'Sequences",010430-14) a58.ULF

[rata Lines | Frogram |

Load From

| |
Save To | I

Channel Mame IuLan Drefault Ehannej Cruration [rin] II:I_I:II:I
Columi I Sampling interval [=] II:I
tobile Phase I Sequence kind I.-’-'-.-'f-.-'-‘-. VI

Flow Rate IU

Flow Rate Unit [ ML_MIN |
Detection I

Temperature IU

Temperature Lnit IEEIsius j

Schéma¢. 15.
Pomocné udaje, které st mize obsluha zaznamenat pro dalsi potiebu

PTM P Peaks b Autodetect se detekuji piislusné piky a probiha vypocet obsahu

aminokyselin (schéma ¢. 16.). Spravn¢ detekované piky se oznaci nazvem prislusné
aminokyseliny aretenénim ¢asem.

Chulanh datahSequences 010430-14a58.ULF

0.50 —

DARA 5363

0.40 —

0.30 —

0.20 —

0.10 —

0.0 / i _._._/(\ v{MJ\/
T T

T T
10 20 a0 40 Al B0

el el sl view: [ Base W Axis [ Peaks [~ Report
Schémac. 16.

-0.10 o

12


http://www.context-gmbh.de

PTM b PeaksPp Browse vytvorime tabulku vysledki (schémac. 17.).

E C:hulantdata’Sequences’010430-14a58:5ample/Peaks

# [min] I ame Area IJzr Peak Co|Responze  [Amount Window [mir] lnternal Stan| D ata na
Pealk h3E3 DAPA, 0930881 1902 1.19965 218977 1.00 Falze
Schémac. 17.

Kde Amount 2,160 je vysledek stanoveni aminokyseliny DAPA v g/kg vzorku.

Téhoz dosahneme pii zadani PTM b Peaks b Calculate amounts - vypocet obsahu
aminokyselin ve vzorku.

Upozor néni: Vypocet obsahu aminokyselin probiha podie nazvu aminokyseliny, proto pozor
oznaceni aminokyselin musi byt shodné pro obé metody (standard a vzorek).

Po zadani PTM b Peaks P Autodetect vsak nemusi dojit k naéteni vsech pika (viz.
schéma ¢. 16.) a potom postupujeme nasledovné:

Pomoci # (rucni vytvaieni pikt)) oznacime prislusny pik (schémac. 18.).

m Cihulan'data S equences,010430-1%a53 ULF

051 —

011 —

031 -

01—

011 —

0.0d

1171=

10 20 30 dc a0
AU &g || Yiew: [ Hase W Axic I Feaks I Hepor
Schémac. 18.

Po povoleni PTM se pik oznaci retencnim ¢asem (schéma ¢. 19.) a po opétovném
zadani PTM do reten¢niho ¢asu se vytvori nabidka (schéma ¢. 20.) z niz vybereme Assign
method peak (schéma ¢. 21.) s nazvy aminokyselin a jgjich retencnich ¢asi — vychazi
ZMETODY VZORKU. Po téchto krocich opétovné zadame PTM b Peaks b Autodetect
(schémac. 16.) aPTM b PeaksP Browse (schémag. 17.).

13
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Chulandotah sequences 0 L040-1" a30ULT

o
@
0.z0
.40
.20
0.20

1111+
Bl /
!
M ’r:_r,_‘_"_.-_,r.. I|.||I|'| A llll. A _c;..l'!.:;,___. o A ﬂl'l"-)

010

1
10 i A £l =

) E] af o] View: I llase ¥ Axis ¥ HFraks [ Hepod
Schémac. 19.

lata’Sequences'010430-1%a58.ULF

3.B3

Assign method peak.
Sekup

Method

= Baseline

Peaks

Math

ad Truncate

- v or o

Wig
Scale

Copy ko clipboard
Print 2

o

10 20 30 40 50 B0

el Views  Base ¥ Axis ¥ |
Schémac¢. 20.

14
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M C:h ulan' data' Sequences'\010430-1'a58.ULF

=101 %]

nssign peak from method

0.50 —

DAPA 5363

0.40

0.30 +

0.20

0.10

v Update method

0.00 ——

/

-0.10 —

T T
10 20 30 4 50

K alald|s] View [ Base I¥ Axis [v Peaks [~ Report
Schémac. 21.

Porovnavani analyz umoznuje vlozit nékolik analyz do jednoho grafu. Natteme
Graph b Soubor b & (porovnani analyz) b File P Open otevieme dalsi analyzu a grafy
se vzajemng prolozi (schémac. 22.).

Chulanthdata’Sequences'010430-14a57.ULF

Cwvetlay manager

57 LILF
Active

Cloze Active

B

v “isible

activate |V Wisibls

@53 LILF

B

Cloze |

Activate |

Active v wisible

Activate ||7 Yigible

0.50 <

0.40

0.30 —

0.20 —

0.10

DARA B3 B

10

M @YY LT View:

20
v Base

30
v Axis

a0
¥ Peaks

a0
" Report

Schémag. 22.

15
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Pomoci Overlay manager s muzeme upravovat grafy a to tim, ze zatrzenim
aktivujeme ¢i potlacujeme barevné chromatogramy (horni — zelena barva — vinova dalka 570
nm — v§echny aminokyseliny, vyjma Pro; modra barva - Pro [B] vinova délka 440 nm.).

DALSI MOZNOSTI PROGRAMU

PTM P PeaksP Math zadavame kriteria pro piky a chromatogram
PTM P PeaksP Truncate - zadanim ¢asu v minutach vymezime chromatogram od 0 do
Xyz minut

PTM P PeaksP View — zatrzenim poli¢ek vymezime data na chromatogramu

PTM P Peaks P Scale- vymezime hodnoty velikosti okna chromatogramu

PTM b Peakspb Copy to clipboard — ulozime chromatogram do paméti PC a mizeme
pirenést do jinych programi (Word, Excel apod.).

PTM P PeakspP Print b Report —viz. schémac. 23.

B
@ Zoom: ﬂl_{l@_}lil Cloze |

Chroriulan +0.58 Analysiz report 1 1412002 12424
Sample

Mame: ahsg

File: abB. ULF

Date/Time:  30.4.2001 17:28:30

D esciption;

Cal Standard: =dapal ILF

Analpst;

kult.factor:  0.0005
D factor: 017vos

050 =
=

040 =

020+

020+

010+

00+

010+

0 A a0 40 71] 5] i} =1 =1

Peak Mr. Tirne [min] Ares ES Peakname  Hesponze Amount
1 R3E3 0.9307 100.00 DaPh 1.13457 2 1RaA

<| |
Schémag. 23.

16
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PTM b Peaksb Print b Window — tisk do okna bez dat

Poklepen na Peak ve schémac¢. 17. LTM setadek zamodii — schéma¢. 24. aPTM
vyvolame submenu kde:

Ll 135 Sample /Peaks

Copy SElected
Delete Selected
Delete All

Sork
Add

Grid Options r

Print options
Print

Schémag. 24.

Copy selected — data se ulozi do paméti PC

Delete selected — modie oznacené radky se odstrani
Delete all — vsechna data se odstrani

Add — pridani dalsi fadky

Grid option — schémac¢. 25. kde:

Ll aSB:Sample /Peaks

L1 Py, 093062 1.199E65 I 1.00

Copy Selected
Delete Selected
Delete all

Sork
Add

Grid Options (3 + Edit Enabled
Inkernal values

all Details

Aukosize Columns
Always Show Edibor

Print options
Prink

Schémag. 25

Edit Enabled — editace povolena
Internal values— mezinarodni hodnoty
All details — podrobné informace
Automize Columns— stegjna velikost kolonek
Alweys Show Editor - ?77?7?
Print options— volbatisku
Print — nahled natisk dat — ptizpusobeni potiebam obsluhy je podle Print options

POZOR pii ukonéeni prace s kazdym vzorkem jste dotazani zdali chcete data ulozit, nebo ne.

Pri zadani Yes — Ano se data ulozi, proces jiz nelze zvratit. V pripadé, ze chceme vzorek
vyhodnotit jinou metodou, musime opétovné zadat vsechna pozadovana data.
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