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1. UVOD

Jednd se o volné Sititelny software pro fizeni sestav pfistroji a nasledné vyhodnoco-

vani vysledkt. Projekt je inicializovan a dotovan firmou PIKRON jejiz ptistroje podporuji
komunikaci a fizeni pfes komunika¢ni protokol uLAN.

V soucasné dobé je systém vyvijen v prostiedi DELPHI pro WINDOWS NT nebo
WINDOWS 2000 a predpoklada se rozsiteni pro LINUX.

Tento navod pojednava o pouziti programu ChromuLan pro analyzator aminokyselin
AAA 400. V tomto pripadé se z programu pouziva standardni vyhodnocovani a specialni
programovy modul pro fizeni analyzatoru aminokyselin.
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Obr. 1. ChromulLan

Program je koncipovan tak, aby celé zarizeni mohlo pracovat plné automaticky. V
programu se nastavi sekvence, kde se kazdému vzorku prifadi analyticky program a vy-
hodnocovaci metoda. Piistroj automaticky zpracuje vzorky, zajisti ekvilibraci kolony pfi
prechodu mezi analytickymi programy a vysledky automaticky vyhodnoti podle nasta-
vené metody.
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| AAA400 Kapitola 1: UVOD |

1.1 Verze 0.70

V CHROMuLANu verze 0.70 pribyla moznost primérovani standardt pomoci ka-
libra¢nich soubort viz kapitola B.g. Dale bylo pro zjednoduseni prace ptfidano do okna
chromatografu nékolik funkci (kapitola .2).

|
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2. RIZENI

Ridici modul pro AAA 400 se spusti funkci Aplication = Amino Acid Analyzer.
Soucasné se spusténim fidiciho modulu se otevie technologické okno analyzatoru (pbr. J).
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Obr. 2. Technologické okno

V levé ¢asti technologického okna je schéma analyzatoru ve kterém je zobrazen stav
jednotlivych pristroji. V pravé spodni ¢asti jsou tlacitka slouzici k ovadani jednotlivych
funkeci.

2.1 Spusténi analyzatoru

1. Zkontrolujeme pfistroj a provozni chemikélie (navod k obsluze AAA 400 kapitola
UVEDENI DO PROVOZU)

Zkontrolujeme nastaveni parameri (2.2).

Tlac¢itkem On/Off v technologickém okné zapneme piistroj.

Vlozime vzorky do davkovaciho kotouce a pfipravime sekvenci (B.4).

Pockame dokud neni pfistroj ptipraven (R.5).

Tlacitkem Start spustime sekvenci.

AN I
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| AAA400 Kapitola 2: RIZENI |

2.2 Nastaveni

Stiskem tlacitka Setting se vyvola dialog pro nastaveni zékladnich parametri pro-

gramu a startovacich parametrt pristroje.

Sequences directory Adresar ve kterém jsou uloZeny sekvence.

Programs directory Adresar ve kterém jsou ulozeny analytické programy:.
Methods directory Adresar ve kterém jsou uloZeny vyhodnocovaci metody.
Current Sequence Jméno aktualni sekvence (2.4).

Default Prog. Name Jméno programu ktery se nastavi do hlavicky pfi vytvoreni

nové sekvence (R.4.1).

Default method for new seqJméno metody ktera se nastavi do hlavicky pfi vytvoreni nové

sekvence (2.4.1)).

P1 Flow [ml/min] Pratok pumpy 1 [0.3].

P1 Press Min [MPa] Dolni limit tlaku pumpy 1 [2.0].

P1 Press Max [MPa] Horni limit tlaku pumpy 1 [9.0].

P1 Deviation [%)] Povolené kolisani tlaku pumpy 1 [50].
P2 Flow [ml/min] Pratok pumpy 2 [0.2].

P2 Press Min [MPa)] Dolni limit tlaku pumpy 2 [0.1].

P2 Press Max [MPa] Horni limit tlaku pumpy 2 [3.0].

P2 Deviation [%)] Povolené kolisani tlaku pumpy 2 [80].
Column Temp. [C] Teplota kolony [60].

Col. Temp. Min Dif [C] Maximalni povoleny pokles teploty kolony [5].
Col. Temp. Max Dif [C]  Maximélni povoleny vzestup teploty kolony [5].
Colum Temp. Dev. [%)] Povolené kolisani teploty kolony [10].

React. Temp. [C] Teplota reaktoru [121].

React. Temp. Min Dif [C] Maximalni povoleny pokles teploty reaktoru [5].
React. Temp. Max Dif [C] Maximélni povoleny vzestup teploty reaktoru [5].
React. Temp. Dev. [%)] Povolené kolisani teploty reaktoru [10].

2.3 Analyticky program

Analyticky program slouzi k fizeni pristroje béhem analyzy vzorku. Kazdy tadek
programu definuje ¢innost pfistroje v daném case.

Stiskem tlacitka Program v technologickém okné vyvolame menu které ma tii po-

lozky:

New Vyvola okno editace nového programu.

Open Vyvola nabidku pro otevieni programu.

Edit Vyvolad okno editace posledné editovaného programu.

Okno editace programu je na pbr. 3. Radky programu jsou automaticky fazeny podle
casu. Vkladani novych rfadek a mazani fadek je mozno provadét kavesami Insert a Delete,
nebo z menu které se vyvola pravym tlacitkem mysi.

Vzhledem k automatickémi fazeni fadki je mozné, ze se pri zméné casu fadek presune
na jinou pozici. PTi Gpravach programu je potfeba dat na tuto funkci pozor a vzdy po
zmémé casu zkontrolovat zda editujeme spravny radek.

Ve sloupci AA Command muzou byt nasledujici prikazy:
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| AAA400 Kapitola 2: RIZENI |

1. Cas
2. Teplota kolony
M DATA Programs' h.AAPIAA Progreim - |O il 3. (islo pufru
Time [min] | Caluran T[T Af Command [Mote ! 4 P¥kaz
A& Pro.Lir(0.00 50 1 acinject pHZ.60 5. Poznamka
A& Pro.Lir(1.00 L0 4 achHone pH3.00
A4 Prg.Lir(4.00 k0 4 aciero
A4 Pro.Lir[12.00 0 4 aciero
A4 Prg.Lir|31.00 B0 p achHane pH4.25
A4 Prg. Lir[46.00 G0 3 acHone +1 5MACH
A& Pro Lir69.00 74 3 acStartEquil
A& Pro.Lir|71.00 74 6 achHone 0.2 MACOH
A4 Prg Lir| 76.00 74 1 achlane
A Prg.Lir|52.00 acHz20
A4 Pro.Lir|55.00 aclLoad
A4 Prg.Lir[e5.50 &0 1 acAchstop
A Pro Lir[89.00 50 1 achHHD
A Pro Lir(33.00 L0 1 achHone
Obr. 3. Okno editace programu
Inject Nadavkuje vzork ze smycky. Tento piikaz by mél byt vzdy v case 0.
Zero Vynuluje detektor. Tento piikaz se dava do mista, kde je s jistotou nulova
linie.
StartEquil Od tohoto pfikazu za¢ina ekvilibra¢ni analyza (2.4.2).
H20 Ptepne vstup pumpy 2 na vodu.
NHD Ptepne vstup pumpy 2 na ninhydrin.
StopAcq Ukon¢i zaznam dat.
Load Ptipravi dalsi vzorek do smycky.
None Neprovadi se zadna akce.

Po tpravé je nutno program ulozit. UlozZeni se provede prikazem Save z menu které
vyvolame pravym tlacitkem. Pokud opravujeme program za béhu analyzy, uplatni se
zmény az pri dalsim vzorku.

2.4 Sekvence

Sekvence urcuje posloupnost vzorki pii zpracovani. Kazdy fadek sekvence odpovida
jednomu vzorku. Sekvence je automaticky pojmenovana podle data vytvoreni. Zaroven s
vytvorenim sekvence se na disku vytvori adresar stejného jména do kterého se ukladaji
jednotlivé analyzy.

Stiskem tlacitka Sequence v technologickém okné vyvolame menu které ma tii po-
lozky:
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| AAA400 Kapitola 2: RIZENI |

New Umoznuje zalozit novou sekvenci. Pred vlastni editaci je nutno nejprve
vyplnit hlavicku sekvence (R.4.1)).
Open Vyvola nabidku pro otevieni a editaci diive ulozené sekvence. Zaroven

tuto sekvenci nastavi jako aktualni.
Edit Vyvola okno pro editaci aktualni sekvence.
Pokud je sekvence provadéna, vyvola se rovnou editace aktualni sekvence. V prova-
déné sekvenci lze ménit pouze vzorky které jsou ve stavu Waiting.
Okno editace sekvence je na pbr. 4. Jednotlivé sloupce maji nasledujici vyznam:

Sample [Samplel Sampled

Sample [Sample? 2 Test2 WH. Sample? 5AAP
Sample [Sample3 3 Test3 W.H. Sampled 5.AAP
Sample [Sampled 4 Testd W.H. Sampled s.AAP
Sample [Samples 5 Tests WH. Sampleb  h.AAP
Sample [Sampleb 21 Testh WH. Sampleb  hAAP
Sample 2¢ Test? W.H. Sample? hAAP
Sample g Testd W.H. Sampled  hAAP
Sample 11 Testd WH. Sampled  hAAP
Sample 12 Testl0 WH. Samplell hAAP
Sample 13 Testl W.H. Samplell hAAP
Samole 15 Testl2 WH. Samplel? hAAP

1. Jméno vzorku 5. Jméno souboru

2. Cislo zkumavky 6. Jméno analytického programu

3. Popis vzorku 7. Stav zpracovani vzorku

4. Jméno uzivatele ktery vzorek analyzo- 8. Jméno metody

val
Obr. 4. Okno editace sekvence

Sample name Jméno vzorku. Pokud ziistane nevyplnéno doplni se automaticky
jméno souboru.

Vial Nr. Cislo zkumavky ze které se dany vzorek nabere. Musi byt vyplnéno.
P1i pridani vzorku se automaticky doplni ¢islo které je o jednicku
vysSi nez nejvyssi pouzité cislo.

Sample Desc. Popis vzorku. Neni povinny.

User name Jméno uzivatele ktery vzorek analyzoval

File name Jméno souboru na disku. Je povinné, pii pfidani vzorku se auto-
maticky vyplni jako ”Sample” a poradové ¢islo.

Program name Jméno analytického programu. Je povinné. Pfi pfidani vzorku se
automaticky doplni jméno programu z hlavicky sekvnce (B.4.7)).

State Stav zpracovani vzorku. Jednotlivé stavy jsou pro rychlou orientaci

oznaceny barevné.
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| AAA400 Kapitola 2: RIZENI |

Error Chybovy stav. Pti analyze vzorku doslo k chybé.
Done Vzorek byl v poradku zpracovan.
Running Vzorek je v soucasné dobé zpracovavan.
InLoop Vzorek je pripraven ve smycce.
Waiting Vzorek ceka na zpracovani.
Method name Jméno metody ktera bude pouzita k vyhodnoceni vzorku (B.3). Je

povinné, ale pfi vyhodnocovani lze metodu dodateéné ménit (B.3).
Pri pridani vzorku se automaticky doplni jméno metody z hlavicky
sekvnce (R.4.1).
Vkladani novych fadek a mazani radek je mozno provadét kavesami Insert a Delete,
nebo z menu které se vyvola pravym tlacitkem mysi.

2.4.1 Hlavicka sekvence

Hlavicka sekvence slouzi pro zadani parametert spolecnych pro celou sekvenci. Dialog
pro jeji editaci se vyvola automaticky pti zakladani nové sekvence, nebo jej lze otevrit
prikazem Header v menu, které se vzvola pravym tlacitkem v okné sekvence.

V piipadé Analzyatoru aminokyselin se z hlavicky sekvence vzuzivaji pouze polozky
Program a Method.

2.4.2 Ekvilibracni analyza

Pti zpracovani sekvence se na zacatek a pri kazdé zmémé analytického programu
automaticky zatradi ekvilibra¢ni analyza. Tato analyza slouzi k vycisténi a stabilizaci
kolony.

Ekvilibra¢ni analyza probiha podle programu néasledujici analyzy. Nezac¢ina v cCase
nula, ale v misté kde je v programu prikaz StartEquil (2.3).

2.4.3 Hromadné zobrazeni vysledk

V okné sekvence je mozno provadét hromadné zobrazeni vysledkt nékolika vzorki.
Vzorky které chceme zobrazit ozna¢ime a funkci Show result for sel. z menu pod pravym
tlacitkem mysi, vyvolame okno vysledkii.

2.5 Stavova informace
V pravé casti technologického okna je stavovy radek viz pbr. 3.
Dalsi informace o stavu pristroje je mozno vyvolat stiskem tlacitka Status viz pbr. G.
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Asd Status . Time Frogram  Sample  State

Ready  [27.42 h | Semples | Waiting

@ <5 ® @ o

1. Stav pfistroje 4. Jméno aktualniho vzorku
2. Cas analyzy 5. Stav aktudlniho vzorku
3. Jméno aktudlniho programu

Obr. 5. Stavovy radek

Stav detektoru
Hodnoty absorbance

G -0.0003 ‘ B D.DM

Obr. 6. Stavovéa informace

3. VYHODNOCOVANI

Pro AAA400 se pouziva vyhodnoceni pomoci standardu. Vzhledem k tomu, ze chemie

Seguence 0101171 _'__@ 1 Aktuélni SekVence
P1 oK \\@ 2. Stav pumpy 1
- jo« ~ 3. Stav pumpy 2
;Zl::; :ZE \@ 4. Stav kolony
Avosampler [ \@ 5. Stav reaktoru
Digtectar IOK \@ 6. Stav déVkOV&ée
7.
AON

pouzité v analyzatou se ¢asem mnéni (starne NHD), je nutno zatadit po kazdych 5 az 10
vzorcich standard.

Pro vyhonoceni je mozno pouzit i vnitini standard. Pouziva se predevsim k eliminaci
chyby vzniklé pii pripraveé vzorku.

3.1 Postup vyhodnoceni
Otevieme sekvenci kterou chceme vyhodnotit. Pokud je to aktudlni sekvence staci
stisknout tlac¢itko Sequence. Pokud vyhodnocujeme starsi sekvenci pouzijeme funkci File
= Open Nastavime Typ souboru na Segence (.ULS). V adresafi Seqences vybereme
sekvenci pro vyhodnocovani.
Nejprve je nutno pripravit standard. Postup je nésledujici:
1. Otevieme analyzu standardu. Budto dvojitym kliknutim na fadku standardu, nebo
oznacCenim standardy a funkci Open selected in one window.
2. Pokud jsme standard neoznadili v sekvenci (ve sloupci Cal. standard nastavit True),
ozna¢ime jej dodate¢né, v hlavicce (funkce Setup) ozna¢ime policko Cal. Standard.
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| AAA400 Kapitola 3: VYHODNOCOVANT |

3. Pokud jsme neméli v sekvenci (B.4) spravné nastavenou metodu, nac¢teme funkeci Me-
thod = Load From spravnou metodu pro standard viz B-3-3 a spustime funkci Peak
= Autodetect.

4. Zkontrolujeme zda se identifikovaly vsechny piky. Pokud ne, opravime nespravné iden-
tifikované piky. Kliknutim pravym tlac¢itkem na retenc¢ni ¢as piku a vybranim funkce
Assign metod peak vyvolame seznam piki, z kterého muzeme vybrat odpovidajici
pik.

5. Ulozime standard funkci File = Save, nebo zavienim okna a potvrzenim dotazu zda
se méa soubor ulozit.

Pokud mame v sekvenci vice standardti, opakujeme postup pro vSechny standardy
které chceme pouzit pfi vyhodnocovani vzork.

Podle néasledujiciho postupu vyhodnotime vzorky.

1. Otevieme analyzu vzorku. Budto dvojitym kliknutim na danou fadku, nebo oznace-
nim fadky a funkci Open selected in one window.

2. Pokud jsme neméli v sekvenci (B.4) spravné nastavenou metodu, nac¢teme funkei Me-
thod = Load From spravnou metodu pro analyzu viz B.3.4 a spustime funkci Peak
= Autodetect.

3. Zkontrolujeme zda se identifikovaly vSechny piky. Pokud ne, opravime nespravné iden-
tifikované piky. Kliknutim pravym tlacitkem na retenc¢ni cas piku a vybranim funkce
Assign metod peak vyvolame seznam piki, z kterého mtzeme vybrat odpovidajici
pik.

4. Prifadime danému vzorku standard funkci Method = Select Calibration File a spus-
time funkci Peak = Calculate Amounts.

5. Vyvolame tabulku pika (pbr. §) Peak = Browse, kde si prohlédneme vysledky, pii-
padné funkci Print = Report je vytiskneme.

Pokud mame problémy s identifikaci pikii muzeme pouzit pfekryti analyz. Oznacime
vzorek a standard které chceme porovnat a spustime funkci Open selected in one window.
Stlacenim tlac¢itka pro porovnani analyz (viz B.2) otevieme dialog, kde je mozno zapinat a
vypinat jednotlivé kiivky, nastavit jim barvu pripadné aktivovat analyzu kterou chceme
modifikovat.

3.2 Okno chromatogramu

Okno chromatogramu mizeme oteviit dvéma zpisoby. Stiskem tlacitka Graph v tech-
nologickém okné, nebo z menu piikazem File = Open.

Zakladni operace s grafem mizeme provadét pomoci tlacitek ve spodni ¢asti okna viz
bbr. 7. Stiskem tlac¢itka soucasné s klavesou Shift muzeme danou funkci pouzit opakované.

Stiskem pravého tlacitka mysi v tomto okné vyvoldme menu chromatogramu které
ma tyto polozky:

Setup - nastaveni parametru anlyzy

Method - submenu metody

Baseline - submenu nulové linie

Peaks - submenu piki

Math - submenu prepoctli, vyuziva se pii prekryvani analyz viz B9
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| AAA400 Kapitola 3: VYHODNOCOVANI |

' Labinst S ULAN,DATA', Sequences',010117-1'SampleZ.ULF =10 x|
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1. Ruéni vytvéfeni nulové linie (B.2.1]) 9. Aktudlni standard, kliknutim mozno
2. Ru¢ni vytvareni pika (B.2.1) zménit (Method = Load Calibration
3. Nastaveni vyfezu File)
4. Vraceni predchoziho vytfezu 10. Autodetekce piki (Peak = Autode-
5. Rezim zobrazeni pozice kursoru tect)
6. Porovnavani analyz viz B.3 11. Zobrazeni tabulky piku (Peak =
7. Aktualni medoda, kliknutim mozno Browse)
zménit (Method = Load From) 12. Tisk reportu (Print = Report)
8. Ulozeni metody (Method =- Save To) 13. Zapinani zobrazeni reportu
Obr. 7. Okno chromatogramu
View - nastaveni viditelnych polozek (osy, popis piki, nulova linie a jiné)
Scale - zékladni méritko
Copy to clipboard - kopirovani grafu do jinych aplikaci
Print - tisk

3.2.1 Editace piku

Parametry pikd muzeme editovat primo v grafu, nebo v tabulce pikt. V grafu mtizeme
editovat také nulovou linii a integracni znacky pikt viz pbr. §.

Paramery piku v grafu editujeme tak, Ze oznac¢ime pik kliknutim na popis a dalsim

kliknutim na popis vyvolame dialog pro editaci parametrii piku. Polohu koncovych bodu
nulové linie a integrac¢nich znacek mizeme ménit pfimo mysi.

|
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| AAA400 Kapitola 3: VYHODNOCOVANT |

Popis piku

Namérené data

Nulova linie

Koncovy bod nulové linie

aspiﬂ.’l
mets 24 .13
U = W DN =

Integracni znacky piku

Obr. 8. Editace piku

Pridavani dalsich pikt a usekt nulové linie provadime pomoci tal¢itek ve spodni ¢asti
okna chromatogramu (B.7).
Tabulku pikt vyvolame funkci Peak = Browse viz

3.3 Metoda

Metoda obasahuje informace pro vyhodnoceni analyzy. Matoda je soucasti kazdé
analyzy. Ale je mozno ji ulozit i do samostatného souboru a z tohoto souboru ji opét
nacist. K tomu slouzi funkce Method = Save To a Method = Load From.

V pripadé analyzatoru aminokyselin je do analyzy automaticky vloZena metoda na-
stavena v sekvenci viz P-4,

Data v metodé mtzeme rozdélit na t¥i casti: Hlavicku metody, popis piktl a popis
nulové linie.

3.3.1 Halvicka metody
Hlavicku metody vyvoame funkci Method = Edit viz pbr. 10. Vyznam jednotlivych
polozek je nasledujici.

Method Template Jméno souboru z kterého vznikla metoda
Calibration File Jméno standardu

Calibration File Jméno souboru metody

Duration Tento parametr se zatim nepouziva

Base min. interval  Pouziva se pii autodetekci nulové linie, ik jak dlouhy musi byt
rovny usek, aby se povazoval za nulovou linii.

Base max. diff Udava maximalni sum ktery mutze byt na tseku, ktery se povazuje
za nulovou linii.
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?RMJ

Ml samplel.ULF:Sample /Peaks
X[me Amount [Usr Feak Coef |'\Window [m|n]|RespDnse|Data name
Peak [6.36 12211 keys 25 1 1.00 n.azzz
Peak [21.32 .23.EI3 asp 2411 1 2.00 0.9553
Feak [2413 2528 mets 237 1 2.00 1.066
FPeak [26.88 2542 fthr 2374 1 2.00 1.071
Peak (2912 257 | ser 234 1 2.00 1.075
Peak [34.85 2858 qglu 2483 1 1.00 1.151
Feak [36.58 6803 pro 2381 1 1.00 nozsds B
Feak [41.07 28.22 gly 2382 1 1.00 1.2 lI

AN

Retencni cas

Plocha piku

Jméno piku

Mnozstvi aminokyseliny

Koeficient pro vypocet mnozstvi viz
B34 a B4

Okno pro pfifazeni pikid metody viz
3532

Odezva viz B4

Jmeéno linie z které se pik vyhodnocuje.
Pokud je policko prazdné vyhodnocuje
se podle zelené, pismeno B znaci ze se

vyhodnocuje z modré.

Obr. 9. Tabulka pikt

M Method (D \ULANYDATASS =] |
Method template Samplel . I
Calibration file DAULANAVDATANS I
Method File Name lm
Dilution lﬂi
Basge.min.intensal [mir] lm—
Base Meax Diff IUUUE—
Min. peak height lﬂmi
tdin. peak width [min] lmi
Use Negative Peaks T
Cale Amaunts i3
Use Calibration File i3
Use Intemal Standard [
Factar |17
Calibration File Age 22.1.2001 13:40:02
No Unknown Peaks ~

OK Cancel | Parameters |
Obr. 10. Hlavicka metody

Min. peak height Minimalni vyska piku. Piky které jsou mensi se pii autodetekci
ignoruji.

Min. peak width Minimalni sitka piku. Piky které jsou uzssi se pfi autodetekei ig-

noruji.
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Use negative peaks Policko oznac¢ime pokud chceme vyhodnocovat negativni piky. U
analyzatoru aminokyselin se nepouziva.

Calc Amounts Policko oznac¢ime pokud chceme automaticky pocitat mnozstvi. U
analyzatoru aminokyselin je vzdy oznaceno.

Use Calibration File Policko oznac¢ime pokud chceme pouzit standard. U analyzatoru
aminokyselin je vzdy oznaceno.

Use Internal StandardPolicko oznac¢ime pokud chceme pouzit vnitini standard.

Factor Prepoctovy faktor viz B4 .

Calibration File Age Datum a ¢as nacteni kalibrac¢niho souboru. Pfi vypoctu se kontro-
luje zda nebyl kalibra¢ni soubor upraven po tomto datu. V ptipadé
ze byl, provede se jeho nové nacteni.

No Unknown Peak  Pokud oznacime toto policko, vyhodnocuji se pouze piky které jsou
definovany v metodé.

3.3.2 Piky metody

Funkci Method = Peaks = Browse vyvolame tabulku piki metody. Tato tabulka je
stejnd jako tabulka pika (pbr. 9). Piky do této tabulky miizeme ptidavat klavesou Insert,
nebo mizeme zkopirovat oznacené piky z analyzy piikazem Peaks = Copy Selected To
Method.

Piky metody se prifazuji k naméfenym pikiim pomoci reten¢niho ¢asu a okna. Pokud
se pik neptifadi spravné zménime v tabulce pikti metody reten¢ni cas, nebo zvétsime
okno. Pfi zméné okna musime dbat na to, aby se okna neptekryvaly.

3.3.3 Metoda pro standard

Metoda pro standard musi mit v halvi¢ce (B.3.1) nastaven Faktor=1. Déle v tabulce
piktt metody musi byt nasataveny ve sloupci Amount mnozstvi jednotlivych aminokyselin
ve standardu. Ve sloupci UsrPeakCoef musi byt 1.

Také Multiply Factor a DivideFactor v sekvenci musi byt nastaven na 1.

3.3.4 Metoda pro vzorek

Pokud chceme vysledky v gramech musime v tabulce piki metody ve sloupci UsrPe-
akCoef nastavit molarni hmotnosti jednotlivych aminokyselin.

Pokud pouzivame konstantni navazku a fedéni zahrneme toto do Faktoru v hlavicce
metody, pokud ne vyuzijeme Multiply Factor a DivideFactor v sekvenci.

Jména piku v metodé pro vorek a v metodé pro standard musi byt stejnd, jinak se
dany pik nevyhodnoti.

3.4 Vypocet
U analyzatoru aminokyselin se vzdy pouziva vypocet se standardem. Tento vypocet
probiha podle nasledujiciho vzorce:

Area Mutiply Factor
A t=————%xUsrPeakC Fact
moun Response * UsrPeakCocf « Factor + DivideFactor

kde: Area je plocha piku, UsrPeakCoef je koeficient z tabulky pikt. Faktor se nasta-

vyje v hlavicce metody a je stejny pro vSechny piky a pro vSechny vzorky vyhodnocené
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danou metodou. MutiplyFactor a DivideFactor se nastavuji pro kazdy vzorek zvIast v
sekvenci nebo v hlavi¢ce vzorku, jsou stejné pro vSechny piky. Response se vypocita ze
standardu podle vzorce:

Area g, Mutiply Factor,,
——— x UsrPeakCoef,,, x Factor,, *

Response =

Amount,,, DivideFactor

Vyznam jednotlivych ¢lent je stejny pouze se berou ze standardu.

3.5 Porovnavani analyz

Program umoznuje vlozit nékolik analyz do jednoho grafu. Toto se provede tak, ze
se stiskne tlac¢itko pro porovnavani analyz viz a pak se otevie dalsi analyza funkci
File = Open. Jednotlivé analyzy je mozno posouvat a zvétsovat funkcemi ze submenu
Math v menu chromatogramu.

Dalsi moznost zobrazit nékolik analyz do jednoho grafu je funkci Open selected in
one window v menu, které se vyvola pravym tlacitkem v okné sekvence.

Prepinat aktivni analyzy je mozno funkci Overlay z menu chromatogramu.

3.6 Kalibracni soubory

Pokud nam nestaci vypocet s jednim standardem, mame moznost z nekolika stan-
dardi vytvorit kalibra¢ni soubor. To provedeme v seqenci funkci Compose Calibration.
Po vyvolani této funkce se otevie okno klibra¢niho souboru viz pbr. 11. Vlevo nahore je
seznam vSech analyz v dané sekvenci. V tomto seznamu oznac¢ime pozadované standardy
a pomoci tl¢itka s Sipkou je pfesuneme do seznamu na pravé strané. V tomto seznamu
jsou zobrazeny vsechny standardy z kterych bude vytvorena kalibrace. Pro jednotlivé
standardy si mtzeme ve sloupci Weight zvolit vahu. Stiskem tlac¢itka Compose Peaks se
spocita vazeny prumér hodnot Response pro jednotlivé piky. Vysledek predstavuje vlastni
kalibra¢ni soubor a je zobrazen ve spodni ¢asti okna. Abychom mohli tento soubor pouzit,
musime jej tlacitkem Save ulozit.

Takto vytvoreny kalibra¢ni soubor mtizeme pouzit pro vypocet misto standardu. Pti
prifazovani standardu zménime Typ souboru na Calibration file .ULC.
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[AINONAME.ULC:Calibration, Cal.Peaks/Calib.Peak =10] x|

| ] CACHROMuLANSDAT A% Sequences\IT0117-14 j

Mame | Size(Btes] | =] Files To Compose Fram:
[£] Sampie1 ULF 109033 D ata File Iw.w [lm. I
=] Sample2 ULF 102886 | e
1] 5 ample3 ULF %115 _)I CalibSec. File| Sarnple
=] Sampled. ULF 36115 Calib. Swz. File| S ampled 1
] 5 amplef ULF 95124 CalbSwe FielSancies 1
]S amplef LLF 89552 LI By
Sampled LILF 6735 -
1] | ’

Compose Peaks Composed Pasgks:

pimnl  [Mame  [Response [Da ]
CalibPeak [£963 b 1.05065
CalibPeak | 7566 - -
Calib Peak. |82.41 arg 0711096
4] | :

Obr. 11. Kalibracéni soubor

4. OBSAH

L OVOD u
LT Verze 0.70 ..o 3
D RIZENT B
[ZT Spusténi analyzatoru .............o i §]
L NaAStAVEIT ..ttt e e e @
Analyticky program .......... .. M
LA SEKVEIICE oottt e e e e e e e e e B
[ 2477 Hlavicka SEKVENCE . ...t ra
[ 2.4 Ekvilibracni analyza ....... ... . 10
[ 2.4.3 Hromadné zobrazeni vysledkd ............. .. ... ... L. 10
[ Stavova informace .. ... oa
B VYHODNOCOVANIL ... il
[30 Postup vyhodnoceni ........ ... o 191}
[37 Okno chromatogramu .................uiiiiiiii i 12}
[ 320 Editace pikll . ... 3
L33 Metoda oo T4
[ 3.3.0] Halvicka metody ......... i 1K
[ 3.3 Piky metody ... 16
[ 3.3.3 Metoda pro standard ............ . ... I

| INGOS s.r.o. Strana 18 |




| AAA400 Kapitola 4: OBSAH |

[ 3.3.4 Metoda pro vzorek ....... ... g
[ 3 VPOCEE ot 116}
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[ 38 Kalibracni soubory . ..... ... . 1]
B0 OBSAH .. Iy
[T Seznam obrazki a tabulek ......... ... ... ... . . IS
4.1 Seznam obrazki a tabulek

Obr. 1. Chromulian .......... . a
Obr. 2. Technologické okno ........ ... B
Obr. 3. Okno editace Programul ............ ..ottt B
Obr. 4. Okno editace SEKVENCE . ......... .o g
Obr. 5. Stavovy Tadek . ... T
Obr. 6. Stavova informace ........... ... i I
Obr. 7. Okno chromatogramul ... ..... ..ottt 3
Obr. 8. Editace piku . ... 4
Obr. 9. Tabulka pikil . ... ... 185
Obr. 10. Hlavicka metody ....... ... 185
Obr. 11. Kalibracni soubor . ........ ... ... . Iy
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