Navod do laboratorniho aseni

Separace enantiomai cetirizinu kapilarni elektroforézou

Cetirizin (struktura viz obr. 1) jecinné antihistaminikum druhé generace. PouZivaléehk
alergickych reakci, resp. ke zm¢m nosnich a énich giznalki sezénni a celotmi alergické
rymy, pripadreé ke zmirrni piiznalka chronické kopivky nejasného jovodu.
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Obr. 1: Vzorec cetirizinu

Cetirizin pati do skupiny piperazinovych antihistaminik. Ma vgmau a selektivni vazebnou
schopnost k perifernim receplor H1. V kEZném davkovani nema ve srovnani
protektivni schopnost i vytvoieni koZzniho pupenu po aplikaci histaminu ve srovnan
s ostatnimi antihistaminiky. Byl wnrovnéz prokazan protektivni dinek @i histaminem
vyvolaném bronchospasmu u astmatikCetirizin je k dispozici ve forttablet a na naSem
trhu jsou jiz dostupnéetna generika tohotoripravku. Je rov&¢ dostupny ve forgsirupu
druhé generace a ve srovhavacich kontrolovanydahisiuje ¢asto pouzivan jako referéam
piipravek druhé generace antihistaminiktpstovani novych molekul.

Levotaivy opticky izomer R-izomer), tzv. levocetirizin, ma dle dostupnych omhaci
dvojnasobnou vazebnou afinitu k receptoru H1, tg&zaaozno dosahnout stejné&nnosti (i
polovicnim davkovani. Kjinym receptbhm je vazebna kapacita az 500krat mensi.
Levocetirizin je minimald metabolizovan, ma velmi nizky distriini objem, coz je velmi
vyhodné z hlediska bez§mosti 1éku. Jeho biologicky palas je asi 8 hodin.Psledovani
potlaeni kozniho pupenu vyvolaného histaminem byl letioza v davce 2,5 mg stefn
acinny jako cetirizin (racemét) v davce 5 mg. Bylytyaeny jeho vyrazné protizétivé
ucinky sledovanim inhibice migrace eozinéfppo provokaci alergenem, blokovani exprimace
adheznich molekul VCAM-1 a sniZzeni cévni permegbilievocetirizin je dostupny ve forn
tablet a na trhu jsou k dispozici radncetna generikadalSi informace nap J. Bystra:
Antihistaminika v |ébe alergického za#tu. Remedia 2014, 24, 272-278

V Ceské republice je dostupné velké mnoZstipravki obsahujicich cetirizin ve forn
racematu, nap Apo-cetirizin, Alerid, Analergin, Cerex, CetiriziDr. Max, Cetixin, Letizen,
Livoreactine, Parlazin, Reactine, Zodac nebo ZyrEipravek sR-izomerem cetirizinu lze
koupit pod obchodnimi nazvy jako: Alergimed, Angier Neo, Apo-levocetirizin, Cezera,
Contrahist, Levocetirizin Zentiva, Levoxal, Volnwst Voyacyn, Xyzal nebo Zenaroite
informaci lze najit nap na webu Statniho Ustavu pro kontroldivé.



Z vySe uvedeného jerggmé, Ze v ramci vyroby dvych péipravki na bazi cetirizinu je
zasadni kontrolovat obsah enantiotneetirizinu, tj. oba enantiomery o&ld.

Kapilarni elektroforéza je analytickd sepamatechnika, kter4 se pro separaci enantiamer
pouziva vedle kapalinové chromatografie. Separageldni elektroforézou je zaloZzena na
rozdilnych rychlostech pohybu idnt elektrickém poli. Rychlost pohybu iontuje pfimo
ameérnd intenzi¢ elektrického polé:
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kde i je elektroforeticka pohyblivost (mobilitd)) je vioZzené naii aL je délka kapilary.

lon se v prvnim fblizeni pohybuje rovnosng piimocare, gicemz za migréni ¢ast,, dorazi
do detektoru, tj. urazil tzv. efektivni vzdalenbgvzdalenost zsgtek kapilary — detektor). Na
z&kladt toho lze vypeitat elektroforetickou pohyblivost iontu dle vztahu
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DalSim pfivodnim jevem kapilarni elektroforézy je tzv. elektsmoticky tok (EOF). EOF je
tok kapaliny v kapilée ke katod (zaporné elektrag na zaklad nédboje vnitni sény
nejpouzivagjsi kiemenné kapilary. ¥menné kapilary obsahuji na svém povrchu silanolové
skupiny -Si-OH, které jsou schopné disociace:

-SiOH + HO « -SiO + HO"

Jev elektroosmotického toku, igmbeny touto disociaci, se vyr&gmrojevuje @iblizné pri
pH > 3. Diky disociaci silanolovych skupin dojdevigtvoieni elektrické dvojvrstvy na
povrchu kapilary. Podle Sternova modelu nese powremenné kapilary zaporny naboj.
Kladrné nabité protiionty se diky elektrostatickym intecak adsorbuji na tento povrch,
vznika rigidni Sternova vrstva s potencialovym spad@ potencial). Tato vrstva je v
rovnovaze se vzdalgsi difazni Gouy-Chapmanovou vrstvou. V této véstdochazi
k termické difazi ioni. Potencialovy spad v difuzni vrgtnazyvame zeta potenciél Po
aplikaci nagti dochazi k migraci difuzni vrstvy smmem ke katod. Presto, Ze je tlouka
difazni vrstvy minimalni, dochazi k pohybu celé &hmpy uvnit kapilary diky
intermolekularnim interakcim v kapalné fazi.

Vysledna pozorovana mobilita analytu, tzv. zdanliébilita pa, je vektorovym sattem
efektivni mobility analytwuef a elektroosmotické mobility elektroosmotick@tieOF:

Ma = Mef T UEOF

Elektroosmotickou mobilitu vypiteme stejnym vzorcem jako mobilitu jakéhokoliv iorviz
vyse). Za migréni cas dosazujeme mighai ¢as markeru EOF, latky neutralni, ktera by se
nentla astnit interakci v elektrolytu a ¢l by byt pouze unaSena EOF. V praxi se
pouzivaji voda, mesityloxid, dimethylsulfoxid, matiol apod.

Princip cleni optickych izomer je zaloZzen na odliSnostech, které enantiomery.degdnou
z odliSnosti je schopnostar¢ reagovat (interagovat) s dalSimi chirdlnimi moleku. Jde
vlastre o prevedeni "neseparovatelné” &nenantiomer na sns diastereomér kterou jiz
lze separovat diky jejich odliSnym fyzikalnim viagstem. K tomuto igvedeni se pouziva



opticky ¢ista latka tzv. chiralni selektor (CS). Jedna setw# o reakci (R) a (S) izomeru latky
A s jednim izomerem chirélniho selektoru (haflR)-CS), picemz vznikaji diastereomerni
komplexy (R)-A-(R)-CS a (S)-A-(R)-CS, které jiz leezliSit, pog. odcklit:

(R)-A + (S)-A + 2 (R)-CS— (R)-A-(R)-CS + (S)-A-(R)-CS

Z odcklenych diastereomernich komptepotom od&tpime chiralni selektor a tim ziskame
Cisté formy obou enantiomier

Pfi Gvaze o tvorB diastereomernich kompléxmusime mit v prvéad na pamndti, Ze se
nejedna o komplex ve smyslu Wernerovskeé teoriejdal® jakési fiblizeni situace interakce
mezi chiralnim selektorem a analytem. Diastereomkomplexy vznikaji reakci opticky
cistého selektoru a jednotlivych enantiofnanalytu (R)-A a (S)-A. Tyto reakce mohou
probhnout ed vlastni separaci (tzv. rfépé metody) nebo k nim iie dochazet ip
separa&nim procesu (tzv.ifimé metody).

Metody @imé jsou zaloZzeny na tvarkdiastereomernich kompléxv pribéhu separéniho
procesu. Jednd se vlastm dynamicky proces, kdy dochazi k interakcim eioamtiti analytu

s chiralnim selektorem. Tyto interakce jsou roz&iiwznikaji diastereocizomerni komplexy) a
v disledku toho mize byt jeden izomer opdbvan za druhym izomerem.

Tvorba &chto ,komplexi* mize byt popsana pomoci modetibodové interakce. Analyt se
vaze na selektor ve specifické pozici, kterou dmjeane jako vazebné misto. Toto vazebné
misto obsahujefit oblasti (strukturni prvky), které dovoluji vytieni tech nezavislych
interakci mezi selektorem a enantiomery analytinoneazebné misto obsahuje pouze dva
takovéto strukturni prvky ddti interakce je fistupna pouze jednomu enantiomeru. Rozdilna
povaha interakci mezi jednotlivymi izomery a sebe&in nebo pouze rozdil mezi silachto
interakci dovoluje odfleni enantiomei.

Interakce pispivajici k tvorls téchto komplex jsou fGzného charakteru. Ratsem
Coulombickeé atrakce a repulze, tvorba vodikovychkeba hydrofébni interakce, sterické
brareni, inkluze do kavity, fenos nabojex - n interakce, pop interakce dipdl - dipol. Na
zaklad této teorie je patrné, Ze analyt obsahujici vigaanich skupin a poskytujici vice
moznych mist k interakci bude moZno sngdodseparovat na jednotlivé izomery nez analyt
co do moznosti interakci pamé chudy.

DalSi dilezitou Gvahou je, které formy selektoru a analgtazi sebou interaguji, a které
formy se pohybuji sepafaim loZzem. S touto Uvahou saniemé souvisi i Uvaha o tom,
kolik molekul dané formy analytu, resp. selektgeuy prostedi o daném pH a iontové sile
piitomno. DalSim faktorem musi byt Gvaha o moznostilty vedlejSich rovnovah. &Sinou
jsou v systému analyt - selektor - sepafgrostedi itomny dalSi slozky, které vytiggi s
analytem, resp. selektorem dalsi komplexy,fp@gociaty. Otazkouustava, jak vytvéene
komplexy ovliviiuji rovnovahu, zda-li dochazi pouze k vyvazé&isti analytu, resp. selektoru
nebo jest dochazi k dalSim interakcim mezi ,vedlejSimi* kdexy a selektorem, pdpdalSi
jinou ¢asti separaiho prostedi.

V piipact separaci optickych izomempomoci kapilarni elektroforézy se vyuzivékalika
typt tzv. chiralnich selektdr Negasgji vyuzivanymi selektory jsou cyklodextriny, o kfeh
bude zminka pozji. Pak se vyuzivd ndfklad N-dodecanoyl-L-vanilat, taurocholat,
cyklofruktany, makrocyklicka antibiotika jako vankgcin, teikoplanin, polymerni



sloweniny jako jsou proteiny, celul6za, polymerni cyléatriny, dale crown-ethery nebo
metoda ligandové vysmy, kdy dochazi k separaci pomoci tvorby kompleag. s Cd* a L-
histidinem.

Cyklodextriny (CDs) jsou latky #rodniho mivodu. Poprvé byly izolovany z Bacillus
amylobacter. Cyklodextriny jsou cyklické oligosadbg slozené zu-D-glukopyranosovych
jednotek vzajem# spojenycha-(1,4) vazbami. Zakladni izolované cyklodextrinysahuji 6
az 8 glukopyranosovych jednotek podle nichZz se vegiy, B, y cyklodextrin. Cyklodextriny
vytvari prostorovou strukturu komolého kuZele s dutinblspdadani vypada tak, Zze na
povrchu cyklodextrinu jsou orientovany -OH skupgnglovnit dutiny je orientovan uhlikaty
skelet molekuly, resp. atomy vodiku a glykosidiékglik. To zgisobuje Ze cyklodextrin ma
polarni povrch a dutinu (kavitu) nepolarni. Velikeyklodextrinu, stejé jako kavity, zalezi
na p@tu glukopyranosovych jednotek.
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Obr. 2: Strukturg-cyklodextrinu
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DalSi vyznamnou vlastnosti cyklodexirife moZnost jejich derivatizace. Volné —OH skupiny
mohou byt substituovany mnoha jinymi skupinami.oldérivatizace rive zpisobovat ¥tSi
rozpustnost cyklodextrinu (nap-SQsNa), resp. jeho schopnost nést kladny i zapornyjnab
Substituce row¢ ovliviiuje polaritu cyklodextrinu a poskytuje centrurfipadnych dalSich
interakci.

Princip separaci vyplyva ze struktury cyklodexiriPolarni¢ast umo#uje polarni interakce
(vodikové vazby pap jiné elektrostatické interakce), kdezto nepolatdist umozni
hydrofébni interakce (van der Waalsovy interakagterakce n-nr, dip6l-dipol, dipdl —
indukovany dipdl apod.). Vlastni interakceétdinou gedpoklada vstup (inkluzi) nepolarni
Casti analytu do kavity cyklodextrinu (vytkeni ,CD host - guest® komplexu). Toto je
typicky predpokladano a zaroweteoreticky podlozeno pro inkluzi benzenového jadoa
kavity B-cyklodextrinu. Vytvdgeny inkluzni komplex rize byt dale stabilizovan tvorbou
vodikovych vazeb mezi polarniasti molekuly analytu a hydroxylovymi skupinami na
povrchu cyklodextrinu. #padré je-li cyklodextrin derivatizovan f¥e dojit k dalSim
interakcim (elektrostatickeé interakce, tvorba vadifch vazeb mezi jinymi atomy apod.). Je
ziejmé, Ze prostorova struktura a schopnost ¥gtvaegetné mnozstvi interakci umiadje
vytvaret mizné stabilni komplexy s jednotlivymi enantiomery.



Pt vyvoji nové metody pro separaci chiralnich lajeknutné nejprve zohlednit vlastnosti
analytu, ktery chceme separovategevsim jeho schopnosti disociace a ionizace a jeho
stabilitu. Na tomto zakladrozhodnout o slozeni a pH zakladniho elektrolialSi informaci
podava struktura analytu, tj. fuirk skupiny. Ty napovidaji o moznostech interakcilygn s
chiralnim selektorem. Obsahuje-li stemina jeden aromaticky cyklus, je dop&no pouzit
B-CD (predpokladad se inkluze aromatického skeletu do kadf), obsahuje-li analyt
kondenzované aromatické cykly je dop@mwany-CD majici tSi kavitu. Roviz rekteré
funkeni skupiny analytu mohou byt signalem k pouZzitindizovanych CD.

PrestoZe existuji teoretické modely pro chiralni sepa, resp. modely pro v§boptimalniho
chiralniho selektoru, je stale Wibselektoru zasti i dilem nahody. Toto je #pobeno, Ze
pouze pedpokladame, k jakym interakcim by mohlo mezi amsy a danym selektorem
dojit. Vyvoj metody vlasté spaiva v hledani vhodného selektoru a potom ,pouze® v
optimalizaci, tj. Upra¥ podminek tak, aby bylo dosazeno poZzadované rozliddéicmért

z pohledu ceny analyzy je vyvoj metody pro separaptickych izomek v kapilarni
elektroforéze daleko le¥si nez v pipack kapalinové chromatografie. Nidklad 5 grani
sulfatovanéhoB-CD stoji kolem 2,5 tis. K nebo 1 gram vankomycinu cca 9,5 tis¢. K
Chirdlni HPLC kolona s cyklodextrinovou stacionarfézi stoji cca 40 tis. &

s vankomycinem jako stacionarni fazi stoji ccai®2K¢ (vSechnyastky uvedeny bez dén
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Provelte separaci enantiontecetirizinu pomoci kapilarni elektroforezy.

POSTUP

Cetirizin je dle struktury slabou kyselinou schopndisociace v alkalickém prdaeti
(vedouci ktvorB negativie nabité struktury —COQ Ztohoto divodu zvolime pH
z&kladniho elektrolytu v alkalické oblasti. Jakdga z nejbznejSich elektrolyd v alkalickém
pH v CE se pouziva borat (v rozsahu pH 8,0 az 1¥,@lkalickém pH bude zasadni ram
elektroosmoticky tok (velmi rychly), proto iigs to, Ze cetirizin bude mit negativni naboj,
bude unasen elektroosmotickym tokem ke kat@hporg nabité elektroé), viz obrazek

nize.

detektor

€— cetirizin
+ -
EOF m—

pH 9,5

Jako @inny chiralni selektor byl pro cetirizin publikov&ulfatovanyp-CD. Ten bude nést
v tomto prostedi roviéZz negativni naboj a sam se bude také v kapp@hybovat.



V nasledujici praci:

1.

Otestujte migraci cetirizinu v praedi boratu o pH 9,5 beztidavku cyklodextrinu.
Zmeite elektroosmotickou mobilitu pomoci vhodného maukignesityloxidu) a mobilitu
cetirizinu.

Otestujte pidavek sulfatovanéh@-CD do stejného elektrolytu (separaci enantiadmer
cetirizinu). Otestujtetizné koncentrace chiralniho selektoru a vynesterdfu gavislost
rozliSeni enantiomér na koncentraci chiralniho selektoru. Vyberte nbepgrejSi
koncentraci selektoru.

Postup:

1.

2.

Pripravte 50 ml 50 mM boratového pufru rozpusin prislusného mnozstvi kyseliny
borité v deionizované ved Pufr vytitrujte roztokem hydroxidu sodného na §s.
Pripravte sadu roztakelektrolyti obsahujicim sulfatovan§-CD do mikrozkumavek a to
piipravenim zasobniho roztoku o koncentraci 60 mgamjeho frednim (60 mg/ml,
40 mg/ml a 20 mg/ml, kazdého roztoku je nutti@navit alespé 1,5 ml). PouZivejte co
nejmensi navazku!

Pripravte 1 ml roztoku standardu cetirizinu o koncacit 10* mol/l (do mikrozkumavky,
v deionizované vog). Roztok gipravte ze zasobniho roztokedinim. Zasobni roztok
cetirizinu o koncentraci IO mol/l pripravte navaZenim cetirizinu do mikrozkumavky a
jeho rozpu&nim v deionizované vad

Pripravte roztok markeru elektroosmotického toku (myésxidu) o koncentraci 0,01 %
v methanolu.

Pufr napipetujte dofit 150 ul vialek, které ddab zavékujte. Pufr s cyklodextrinem po
ukorgeni ne¥feni nevylévejte do odpadu (kdyby bylo feita analyzu opakovat).
Standardy a marker EOF napipetujte kazdy do je@@éul vialky, ogt dolre zavékuijte.
VSe si dobe popiSte fixou.

Ovladani pistroje Agilent:

1.

Pristroj vedouci cweni inicializuje (v dialogovém okn,Instrument‘ vybere fikaz
~Systém INIT). Pro ndteni se pouzivaikmenna kapilara s viaitim pimérem 50 pm.
Délka kapilary je 35 cm, efektivni délka kapilaey36,5 cm.

Do pozic karuselu umi&e na pozici ,1* prazdnou vialku na odpad (Wast&) pozici ,,2"
vialku s 0,1 M NaOH (NaOH) a na pozici ,4" vialkudgionizovanou vodou @®).
PouZzijte 600 pul vialky, které déb zavékujte.

Do pozic karuselu dale umést na pozici ,10%, ,11* a ,12“ pufr (BGE). Pozicelp"
bude slouZzit pro promyvéani kapilary pufrem. Pozjtg" a ,12“ pro vlastni analyzu. Na
pozici 15" umistte vzorek (Sample).

Pfed prvnim ndfenim je nutné kapilaru promyt 0,1 M NaOH (5 minyl@onizovanou
vodou (10 min). Promyti kapilary se provadi nastéwe vialek ,inlet* a ,outlet* —
Kliknutim levym tla&itkem mysSi na ikonu vialky, volbou ,set new vial* zadanim
pozadovanehdisla vialky (viz obrazek). V naSentipac promyvame nejprve z vialky
,2" (NaOH) do ,1“ (Waste). Po umi&hi vialek klikneme levym tidtkem na ikonu
generatoru tlaku a vybereme funkci ,flush* a zadgme€adovanou dobu (5 min), viz
obrazek. Stejny postup opakujemeiippc promyti deionizovanou vodou.
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5. Nastavime metodu prodieni:
eV nabidce ,Instrument* vybertetixaz ,Set up CE Homevalues". V oteném
okr¢ nastavte teplotu kazety (,Temperature*) na 25°@lelhastavte pozice vialek
s elektrolytem pro elektroforetickou analyzu: ,inldome*: 11, ,Outlet Home":
12. Popisky wisla vialky nic zasadniho neznamenaji (jde o tojecekuténé na
dané pozici). Offset vytahu by&nbyt 4 mm (bude defaulthnastaven). Potdite
nastaveni tkitkem OK.
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V nabidce ,Instrument” vybertetixaz ,Set up CE Conditioning“. V otéeném
okné¢ vyberte ,serial“, ,Replenish — none*“, ,Postconditing — none“. V poli
~Preconditioning“ (kondicionovani kapilarygd analyzou) vyberte ,Use Table" a
LEdit". V dalSim okré nastavte pomoci ##ek ,Insert a ,Enter® promyvani
kapilary a to nastaveni funkce ,FLUSH". Promyvejtejprve 2 min roztokem
NaOH (inlet ,2“ outlet ,1%), pak 2 min deionizovan vodou (inlet ,4“, outlet
»1) a 3 min roztokem elektrolytu (inlet ,10%, ow ,1“). Nastaveni potdite
tlacitkem OK. Okno kondicionovani potiite take tlaitkem OK.

il Pl
R ) w.ﬁgd|lr&rzlwmz&(

nstrument 1 (ankine): Methid & Rim Control

&l

[ ._,__Q ma.ﬁ oEnsloa. e = ;Wsﬁé‘\wmw oe-zeper 'u B
a - [fceconaonins b |
n . El
Replenishment and Preconditioning should be processed: - focproonduionos
 panti e /“ #
Lt a Line  Function min Inlet Outlet - o
& aerist — e T T T —
 Replenish - - Preconditioning 1 WET : v |
@ none  none — o |
 UseTable Edit; @ UseTable _Edit. Copy @
3 FLUSH
- e Patle
| Posteonditioning Clear, ‘ =
gl = ]
&
iy Cancel Insert |
 Use Table EdiL,. L
| . hep | = | Eater
M 0K cancel | Hep |
Gk MEmMans2e_TEST_SP., 5l MEme0ozs_TesT sp... A BAD A, 513200, 10 Rutmor i
Bvemstonz Test e, Bremuor et || I —

V nabidce ,Instrument* vyberteifkaz ,Set up CE Injection”. V otégném okg

z nabidky vyberte ,Use Table" a zadejte editovahdit“). V oteviené tabulce
davkovani zadejte stejnym {gopbem jako vfedchozim fipac davkovani 5
s tlakem 50 mbar — funkce ,PRESSURE", 50 mbar, Wigt ,15% outlet ,1*
(funkci ,Flush* aplikujeme nejvyssi mozny tlak, c880 mbar, funkci ,Pressure”
nastavujeme tlak v rozmezi od -50 mbar do 50 mParfvid’te tlatitky OK.
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V nabidce ,Instrument* vyberte fixaz
.Set up CE Electric®. V oteleném okg |« .
je default® nastaveno Switch Electrltm.wmﬁc : =
,On“.  Zadejte  kladnou  polaritu . e =
(,Polarity*: ,Positive”) a nagti 20 kV et

(,\Voltage*, 20 KkV). Hodnota proudu = “ e d e s
piedstavuje  limitni hodnotu, kterol o Ea LR st
piistroj nepekrai (nastavte ,Current* na e
100 pA). Lower alarm limit by & byt _'“ | o | e |
defaultre nastaven na 0 pA. Potite =z 7 I
tlacitkem OK. s v

£F 2




* V nabidce ,Instrument* vybertefixaz ,Set L= 3

. “ , \ [ Store Data -Time - A0
up CE TimeTable*. V otageném okl g v e -
¥ Cument ¥ Pressure P

nastavte ukladani veskerych dat (zaSKen = sree Coomewe
vSechna potka v okre ,Store data®) a  mers: :

nastavte ,Stoptime* na 20 min (jde @as, o e

kdy se analyza automaticky vypne, pokud [~ EEEEEEESS ([
nevypneme manuéih ,Posttime* je s |
defaultt nastaven na ,OFF". Tabulke Gew. | fem
.Time Table" by nenila obsahovat Zadne PRI | =
Udaje (slouzi k zadavani slaggtich metod), | [ = | cancet_| wep |

pokud obsahuje, vymazte ji &itkem |~ Fewiw-
,Clear". Potvid'te tlatitkem OK.

* V nabidce ,Instrument* vybertefixaz SRS
.Set up DAD Signals“. Nastavte &b

[ ~Signals - Spectrun

vSech signdl — mezi signaly by ®ly Store Sopledy eterencedw  swre:fn 7]
, - e - - LEA T Rangez[190 ta [600 nn
byt nasledujici vinove délky 200 nn we ewp w0
(kanal ,AY) a 254 nm (kanal ,C*). =7 Bk e gim i ——
: . . A T T L <0.61 2 nin F ererun I
Pokud nejsou, nastavte je. Zadejtérst o @ fm o Hm o ¢ pestem I
celého spektra (,Spectrum® — Stor "= e
A9, Defaultng by mslo byt | wlase T 4 cover | g
nastaveno ,Autobalance® — ,Prerun’ Lol 3 ne] G
Potvid'te tlatitkem OK. | o B =
| T et
— 1=
L HEmERS TEST 5P, | | Ii DAD A, 51720018 Rt

e Metodu ulozte vybrem nabidky ,Method“ a vyyrem funkce ,Save Method
As...“. Metodu ulozte pod nazvem, ktery bude mit prtth pismena PAC (tj.
LPAC.....", nag. PACJIRIO1). Potui'te tlatitkem OK.

6. Nastavime ukladani dat:
Ukladani nastavime kliknutim levym &igkem mysi na nazev souboru — viz obrazek.
A vybérem funkce ,Sample info“. V dialogovém aokrnve vybkéru ,Data File* je
defaultrt nastavena cesta ,Path: C:/Chem32/1/DATA". Nastaviokladani do
adres&e ,Subdirectory”: ,PAC" a jméno souboru zatrZzeniralby Prefix/Counter
(automatické péitani soubar) a zadanim ijjmeni (bez héku a carek) ve volks
~Prefix“ a ¢isla 000001 ve volb,Counter”. Potvrdime tkitkem OK.
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7. Kliknutim na zelen svitici tl&itko ,Start” pustime vlastni analyzu. Analyzu zasijame
tlacitkem ,Stop“. Kazdou analyzu opakujeme dvakrat (mgmsénim dalSi analyzy se
vyplati par sekund g#at, aby nedoSlo k softwarove ckyb

8. Pokud chceme vy#mit vzorek, vyménime vialku na pozici = jzaz = g = o o
,15%. Pokud chceme vyimit pufr je NEJPRVE NUTNE., -
vialky pouzivané k analyze stahnout z vytahu! Pokadg
neudtldme, ntiZze se stat, Ze dojde ke &emi vialek
(v nejhorSim pipact i zlomeni vytahu, jehoZz oprava
pohybuje kolem 50 tis. ! Stazeni vialek se prova
kliknutim na symbol vialky (inlet, outlet) a zadémfunkce =" -
+,REMOVE VIAL", viz obrazek. Pokud na symbolu vialky E—
neni Zzadna vialka, jsou vSechny vialky v karuseje mozneé
S nimi manipulovat.

Vyhodnoceni:
1. Vyhodnoceni prowéte v softwaru, ok& ,off-line".

2. Otewete soubor s analyzou s detekidig®0 nm (panel A), viz obrazek.
3. Vyberte integraci a zintegrujte piky na zdznamam,obrazek.
4. V ptipact neuplre rozseparovanych enantiomige mozné pik rozit.
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