TLC1 SPRAWDZENIE TOZSAMOSCI SUBSTANCJI CZYNNEJ | CZYSTOSCI LEKU CAPTOPRIL
METODA CHROMATOGRAFII CIENKOWARSTWOWEJ

Substancjg czynng w leku CAPTOPRIL jest (S)-1-(3-merkapto-2-metylo-1-oksopropylo)-L-prolina
(nazwa zwyczajowa: kaptopryl) o wzorze strukturalnym:
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Chromatografia jest metodg rozdzielania sktadnikow jednorodnych mieszanin w wyniku réznego ich
podziatu miedzy faze ruchomg i nieruchomg uktadu chromatograficznego. Jezeli fazg ruchomg jest

ciecz, za$ faza nieruchoma umieszczona jest na ptaszczyznie, to mowimy o chromatografii

cienkowarstwowe;j.

Sprawdzenie tozsamosci sprowadza sie do poréwnania wartosci wspotczynnikédw Re wzorca i probki
badanej. Wykonuje sie chromatogramy trzech roztworéw wzorcowych o stezeniach:

- odpowiadajgcym stezeniu substancji w roztworze badanym (roztwor 1),

- pie¢dziesigt razy mniejszym od stezenia substancji w roztworze badanym (roztwoér 2),

- dwiescie razy mniejszym od stezenia substancji w roztworze badanym (roztwor 3).

Wartos¢ Rr plamy gtéwnej otrzymanej zroztworu badanego powinna odpowiadaé Rr plamy
otrzymanej z roztworu wzorcowego 1. Sprawdzenie czystosci polega na poréwnaniu plamek
roztworéw wzorcowych 2 i 3 z dodatkowymi plamkami zanieczyszczen roztworu badanego (jezeli sie
pojawiajg). Pojedyncze plamki nie powinny by¢ wieksze, a ich zabarwienie nie powinno by¢
intensywniejsze niz otrzymana plamka roztworu wzorcowego 3. Suma wielkosci i intensywnosci
zabarwienia wszystkich dodatkowych plamek nie powinna by¢é natomiast wieksza od wielkosci
i intensywnosci zabarwienia plamki pochodzacej od roztworu 2. Stezenie pojedynczego
zanieczyszczenia nie przekracza wtedy 0.5%, a suma wszystkich zanieczyszczen 2% zawartoSci

sktadnika aktywnego w leku.

Skfadniki analizowanej w ¢wiczeniu probki nie sg barwne, nalezy wiec przeprowadzi¢ ich wizualizacje.
Chromatogramy wywotuje sie najczesciej odczynnikami chemicznymi reagujgcymi z poszczegdlnymi
substancjami, tworzgc barwne produkty, np. pary jodu reaguja z wieloma zwigzkami tworzgc plamki

ich produktéw o zéttym lub brgzowym zabarwieniu.

Cwiczenie ma na celu zapoznanie studenta z metodg chromatografii cienkowarstwowej (z ang. Thin
Layer Chromatography - TLC) oraz sprawdzenie tozsamosci substancji czynnej iczystosci leku
o nazwie CAPTOPRIL.



Odczynniki

toluen do HPLC,

kwas octowy lodowaty do HPLC,

metanol do HPLC,

kaptopryl — wzorzec do pobrania u prowadzgcego zajecia,

preparat farmaceutyczny CAPTOPRIL 25 mg (Jefa Jelenia Géra) - do pobrania u prowadzgcego

zajecia.

Aparatura i sprzet laboratoryjny

kolby miarowe pojemnos$ci 5 ml 4 szt.
pipeta wielomiarowa o pojemnosci 10 ml 2 szt.
pipeta wielomiarowa o pojemnosci 5 ml 1 szt.
pipeta wielomiarowa o pojemnosci 1 ml 1 szt.
mikropipeta automatyczna pojemnoéci 0.5-10 pl 1 szt.
mikropipeta automatyczna pojemnoséci 20-200 pl 1 szt.
zlewka o pojemnosci 30 ml 1 szt.
naczynka wagowe 2 szt.
mozdzierz 1 szt.
topatka 1 szt.
lejek (maty) 2 szt.
waga analityczna 1 szt.
probéwki eppendorfki o pojemnosci 1,5 ml 4 szt.
pipetka plastikowa 1 szt.
ptytka aluminiowa pokryta zelem krzemionkowym (5x10 cm) 1 szt.
komora jodowa 1 szt.
komora chromatograficzna 1 szt.
wirowka 1 szt.
ptuczka ultradzwiekowa 1 szt.
nozyczki

linijka

Wykonanie ¢wiczenia

1. Przygotowanie komory chromatograficznej

a) przygotowanie fazy ruchomej: do komory chromatograficznej odmierzy¢ toluen, kwas octowy

lodowaty i metanol w stosunku objetosciowym 7.5 : 2.5 : 0.1. Roztwér dobrze wymieszac;

b) przykry¢ komore szklang ptytka;



c) pozostawi¢ komore w celu jej nasycenia parami eluentu (jest to czas na przygotowanie
roztworow).
2. Przygotowanie roztworow wzorcowych

ROZTWOR WZORCOWY 1 - roztwor kaptoprylu o stezeniu 20 mg/ml: odwazy¢ 0.10 g kaptoprylu.
Nawazke przenies¢ ilosciowo do kolbki o pojemnosci 5 ml, rozpusci¢ w ok. 2.5 ml metanolu i
uzupetni¢ kolbke metanolem do kreski.

ROZTWOR WZORCOWY 2 — roztwér kaptoprylu o stezeniu 0.4 mg/ml: pobra¢ 200 ul roztworu
wzorcowego 1 i przenies¢ go do kolbki miarowej o pojemnosci 5 ml, a nastepnie uzupehi¢ jg

metanolem do kreski.

ROZTWOR WZORCOWY 3 — roztwor kaptoprylu o stezeniu 0.1 mg/ml: pobraé 50 pl roztworu
wzorcowego 1 i przenies¢ go do kolby miarowej o pojemnosci 5 ml, a nastepnie uzupetic jg

metanolem do kreski.

3. Przygotowanie roztworu badanego - CAPTOPRIL 25 mg, srednia masa tabletki 0.150 g.

a) rozetrze¢ w mozdzierzu 5 tabletek leku i odwazyé 0.48 g (iloS¢ odpowiadajgca 100 mg
substancji czynnej).
b) nawazke przenies¢ ilosciowo do kolby miarowej o pojemnosci 5 ml, doda¢ ok. 2.5 ml metanolu

i catos¢ wytrzgsac przez okoto 5 min w ptuczce ultradzwigkowej. Kolbke dopetni¢ metanolem

do kreski.

¢) dwie probowki typu Eppendorf o pojemnosci 1.5 ml napetni¢ przygotowanym roztworem, dobrze
zakry¢ korkiem i umiesci¢c w wirdbwce w miejscach naprzeciwko siebie (np. jedng probowke
witozy¢ do rotatora w pozycje 1, drugg kolbke w pozycje 13). Roztwdr odwirowac z szybkoscia
6000 cpg przez 3 min.

d) analizowac roztwor nad osadem.

4. Przygotowanie ptytki chromatograficznej:

UWAGA: PODCZAS PRACY Z PLYTKA CHROMATOGRAFICZNA NALEZY UWAZAC,
ABY NIE USZKODZIC POWIERZCHNI SORBENTU.
a) z aluminiowego arkusza wycig¢ ptytke o wymiarach 5x10 cm;
b) zaznaczy¢ cienko otéwkiem linie startu na wysokosci 1 cm od dotu plytki;
c¢) od linii startu odmierzy¢ o$miocentymetrowg droge migracji (linia kohca);

d) na linii startu bardzo delikatnie zaznaczy¢ otéwkiem4 punkty w odlegto$ci 1 cm od siebie. Na

punkty te nanoszone bedg roztwory;

e) na linie startu, suszac ptytke suszarkg, nanies¢ mikropipetg pojemnosci 5 ul roztwory wzorcowe

i roztwér badany tak, aby plamki nie nachodzity na siebie;

f) pltytke wysuszy¢ suszarkg i nad linig konca zaznaczy¢ ofdwkiem numery nanoszonych

roztworow;



g) umiesci¢ ptytke w komorze chromatograficznej w celu rozwiniecia chromatogramu (pod
wyciggiem),
h) obserwowac czoto rozpuszczalnika; kiedy pokona ono droge do lini korica (8 cm) wyjaé ptytke

z komory i wysuszy¢ w strumieniu cieptego powietrza.

5. Chromatogram wywota¢ w komorze jodowej do momentu pojawienia sie widocznych plam (pod
wyciggiem). Po uptywie tego czasu ptytke ostroznie wyja¢ z komory, otrzymane plamy, linie startu i
linie koncowg zakresli¢ otdéwkiem. Wykonaé kserokopie ptytki.

6. Posprzatanie stanowiska pracy. Pipety i zlewki nalezy umy¢ etanolem skazonym.

Opracowanie wynikow

1. Wyznaczy¢ wartos¢ wspotczynnikow Rt
R, A
B

gdzie:
R — okresla stosunek drogi migracji substancji chromatografowanych (od punktu startu do
srodka plamki — A) do drogi przebytej przez faze ruchomg (od lini startu do czota fazy

ruchomej — B), gdzie B w tym przypadku wynosi 8 cm.

2. Zinterpretowaé otrzymane wyniki. Uzasadni¢ czy lek nadaje sie do handlu?

Srodki ostroznosci

1. W trakcie wykonywania ¢wiczenia student powinien nosi¢ odziez ochronng.

2. Roztworéw nie nalezy wdycha¢ i pipetowaé ustami. Praca z rozpuszczalnikami
organicznymi i stezonym kwasem powinna by¢ wykonywana przy wigczonym wyciagu.
3. Identyfikacja zagrozen:
- kaptopryl moze powodowaé podraznienia oczu i by¢ szkodliwy po spozyciu,
- toluen dziata draznigco na skoére i oczy oraz szkodliwie podczas wdychania i po spozyciu,
- metanol dziata draznigco na skore i oczy oraz toksycznie podczas wdychania, kontaktu ze skorg i
po spozyciu.
- lodowaty kwas octowy powoduje powazne uszkodzenia oczu, w kontakcie ze skérg powoduje
oparzenia, dziata szkodliwie podczas wdychania, kontaktu ze skérg i po spozyciu.
4. Pierwsza pomoc:
metanol
- w razie kontaktu ze skorg: bezzwtocznie zasiegng¢ porady medycznej, sptukac¢ duzg iloscig wody
przez co najmniej 10 minut, zdjg¢ skazong odziez,
- w razie kontaktu z oczami: bezzwtocznie zasiegng¢ porady medycznej, przeptuka¢ duzg iloscig
wody przy szeroko otwartej powiece od czasu do czasu podnoszgc gorna i dolna powieke,

usung¢ soczewki kontaktowe jesli sg, kontynuowac ptukanie przez co najmniej 10 minut,
4



-w razie dostania sie do drég oddechowych: bezzwlocznie zasiegng¢ porady medycznej,

zapewni¢ narazonej osobie dostep do Swiezego powietrza.

toluen i lodowaty kwas octowy

- w razie kontaktu ze skora: sptukac¢ duzg iloscig wody przez co najmniej 10 minut, zdjg¢ skazong
odziez,

- w razie kontaktu z oczami: przeptuka¢ duzg iloscig wody przy szeroko otwartej powiece od czasu
do czasu podnoszgc gérna i dolna powieke, usunaé soczewki kontaktowe jesli sg,

- w razie dostania sie do drég oddechowych: zapewni¢ narazonej osobie dostep do Swiezego
powietrza,

- w przypadku wystgpienia podraznien skontaktowac sie z lekarzem.



TLC2 ILOSCIOWE OZNACZANIE DISULFIRAMU W LEKU ANTICOL

Disulfiram (esperal, disiarczek bis[dietylokarbamoilu]) jest substancjg czynng lekéw stosowanych
w leczeniu alkoholizmu. Zaburza on metabolizm alkoholu etylowego. Blokuje dziatanie
dehydrogenazy aldehydowej (enzymu) przez co spowalnia utlenieniu aldehydu octowego do mniej
szkodliwej substancji - kwasu octowego. Spozycia alkoholu (we wszelkiej postaci, nawet produkty
spozywcze zawierajgce niewielkie ilosci alkoholu) podczas kuracji towarzyszg bardzo nieprzyjemne
reakcje: pulsujacy bol gtowy, gwattowne bicie serca, wymioty, mdtosci, silne zaczerwienienie twarzy,

uczucie braku tchu.

Analiza ilodciowa opiera sie na przeksztaticeniu chromatogramu plamkowego w pikowy
z wykorzystaniem techniki analizy obrazu (image analysis) przy uzyciu odpowiedniego
oprogramowania komputerowego. Otrzymany chromatogram pikowy jest nastepnie analizowany w
programie — mierzy sie pola powierzchni pikow otrzymanych dla plamek odpowiadajgcych roztworowi
nieznanemu oraz roztworom sporzgdzonym przez wielokrotny dodatek znanej ilosci wzorca do prébki
badanej, ktére nanoszone byly na ptytke chromatograficzng. Wykonuje sie wykres jak na rysunku
ponize;j.

Avw Aa - pole powierzchni piku dla probki zawierajgcej

jedynie Anticol

Aa+w - pole powierzchni piku dla prébki zawierajgcej
Anticol z kolejnymi dodatkami wzorca,

ma — masa esperalu w Anticolu w roztworze
naktadanym na ptytke.

my —masa dodanego wzorca.

mA mw [mg]

Punkt przeciecia linii z osig x odpowiada zawartosci oznaczanej substanciji.

Odczynniki

Roztwér siarczanu (V1) miedzi (Il) o stezeniu ¢(CuS04)=0.5 mol/l,

Metanol, cz.d.a.

Disulfiram — wzorzec do pobrania u prowadzgcego zajecia,

Preparat farmaceutyczny ANTICOL disulfiramum 500 mg (Warszawskie Zaktady Farmaceutyczne) -

do pobrania u prowadzgcego zajecia.

Aparatura i sprzet laboratoryjny

Kolby miarowe pojemnosci 5 ml 2 szt.

Kolby miarowe pojemnosci 1 ml 4 szt.



Probowki Eppendorfa o pojemnosci 1.5 ml 6 szt.

Probowka Eppendorfa o pojemnosci 5 ml 1 szt.
Lejki 2 szt.
Pipeta wielomiarowa o pojemnosci 2 ml 1 szt.
pipeta wielomiarowa o pojemnosci 1 ml 1 szt.
Mikropipeta automatyczna o pojemnosci 20-200 pnl 2 szt.
Mikropipeta automatyczna o pojemnosci 0.1-1 nl 1 szt.
Naczynka wagowe 2 szt.
Mozdzierz 1 szt.
topatka 1 szt.

Plytka pokryta zelem krzemionkowym Silica gel S60 RP-18 (wymiary 5 cm x 5 cm)
Komora chromatograficzna DESAGA
Spryskiwacz TLC

Suszarka

Wykonanie éwiczenia

1. Wigczy¢ suszarke laboratoryjng (temp. 50°C).
2. Przygotowanie roztworow.

a) odwazy¢ 50 mg wzorca disulfiramu, przeniesc¢ ilosciowo do kolbki o pojemnosci 5 ml, rozpusci¢

w okoto 2 ml metanolu i uzupetni¢ kolbke metanolem do kreski. Cato$¢ dobrze wymieszac

b) jesli to konieczne rozetrze¢ w mozdzierzu jedng tabletke preparatu farmaceutycznego.
Odwazy¢ 50 mg i przenies¢ ilosciowo do kolbki o pojemnosci 5 ml. Dodac okoto 2 ml metanolu
i wytrzgsac¢ przez 5 minut na ptuczce ultradzwiekowej. Kolbke uzupeti¢ metanolem do kreski i

catos¢ dobrze wymieszaé.
c)do 2 probowek Eppendorfa o pojemnosci 1.5 ml wlaé przygotowany roztwér preparatu

farmaceutycznego z punktu 2b i odwirowa¢ mieszanine, umieszczajgc probéwki naprzeciw
siebie w wiréwce.

d) Do 4 kolbek o pojemnosci 1 ml przenies¢ po 100 ul roztworu leku z punktu 2c, a nastepnie

odpowiednio 0, 50, 100 i 150 ul roztworu wzorca esperalu z punktu 2a. Kolbki uzupeic

metanolem do kreski i cato$¢ dobrze wymieszac.

3. Przygotowanie ptytki chromatograficznej.

a) z arkusza wycig¢ ptytke chromatograficzng o wymiarach 5x5 cm

b) w odlegtosci 0.5 cm od dotu ptytki zaznaczy¢ delikatnie otéwkiem linie startu, a w odlegtosci 4
cm od linii startu zaznaczy¢ koniec drogi rozwijania chromatografu. Na linii startu w odlegtosci
1 cm od siebie delikatnie zaznaczy¢ otdwkiem punkty, na ktére bedg nanoszone roztwory;

c) ptytke przymierzy¢ do komory chromatograficznej i dopasowac jg do wymiarow jej wymiaréw

odcinajgc fragment poza linia konca.



b) na linie startu nanie$¢ mikropipetg po 0.5 ul kazdego z roztworéw z punktu 2e.

4. Przygotowanie komory chromatograficznej

a) do probowki typu Eppendorf o pojemnosci 5 ml przenie$¢ 1.8 ml metanolu oraz 0.2 ml wody.
Catos$¢ wymieszac.
b) ptytke umiesci¢ w komorze chromatograficznej dociskajac jg ptytke do materiatu porowatego,

a nastepnie pipetg plastikowg uzupeni¢ zbiorniczek komory przygotowang fazg ruchoma.

amss., o

c) obserwowacé czoto rozpuszczalnika; kiedy pokona ono droge do linii konca (4 cm) wyjac ptytke

z komory i wysuszy¢ suszarka fryzjerska.
5. Wizualizacja ptytki

Wysuszong ptytke spryska¢ roztworem siarczanu(VIl) miedzi(ll) w odpowiedniej komorze

spryskujacej. Suszy¢ w suszarce w temperaturze 50°C przez 3 min.
6. Skanowanie ptytki i analiza jej obrazu z wykorzystaniem programu TLSee.
Postepowac zgodnie z zatgczong instrukcjg

7. Po zakonczeniu éwiczenia umy¢ wykorzystywane naczynia skazonym etanolem. Pozostatg ilos¢

startej tabletki Anticol przenies¢ topatkg do odpowiedniej fiolki.

Opracowanie wynikow

ANALIZA JAKOSCIOWA

1. Wyznaczy¢ wspoétczynnik opdznienia Ry kazdej z plamek.
R =2

b

gdzie:

Rr okre$la stosunek drogi migracji substancji chromatografowanych (od punktu startu do srodka

plamki — a) do drogi przebytej przez faze ruchomg (od linii startu do czota fazy ruchomej — b).

2. Zinterpretowac¢ otrzymane wartosci. Czy w tabletce znajduje sie disulfiram?

ANALIZA ILOSCIOWA

1. Sporzadzi¢ wykres zalezno$ci pola powierzchni od masy dodanego wzorca tak jak na rysunku we
wstepie zaznaczajgc na osi x punkt okreslony jako m,, w odlegtosci np. 20 mm na prawo punkt
opowiadajacy pierwszemu dodatkowi czyli 0.5 mg, dalej w odlegtosci 40 mm od my i 60 mm od my

punkty odpowiadajace dodaniu do prébki badanej kolejnym wzorcom (1.0 i 1.5 mg)
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2.

Przez otrzymane punkty poprowadzi¢ prostg i znalez¢ jej przeciecie z osig x. Odcinek osi x od

przeciecia z osig x do punktu m, odpowiada zawartosci esperalu w kolbce. Jesli skorzysta sie z

programu EXCEL to wyznaczy¢ rownanie prostej i znalez¢ punkt x odpowiadajgcy y=0.

3. Obliczy¢é zawartos¢ disulfiramu w 1 tabletce, wiedzac ze 1 tabletka ma mase 668 mg. Wyciggngc¢

whnioskKi.

Srodki ostroznosci

1. W trakcie wykonywania ¢wiczenia student powinien nosi¢ odziez ochronna.

2.

Roztworéw nie nalezy wdychaé i pipetowa¢ ustami. Praca z rozpuszczalnikami

organicznymi powinna by¢ wykonywana przy wigczonym wyciagu.

. Identyfikacja zagrozen:

- disulfiram moze powodowac podraznienia oczu i by¢ szkodliwy po spozyciu,
- metanol dziata draznigco na skore i oczy oraz toksycznie podczas wdychania, kontaktu ze skorg i
po spozyciu.

- pozostate roztwory wykorzystywane w ¢wiczeniu nie zostaty sklasyfikowane jako szkodliwe.

. Pierwsza pomoc:

metanol

- w razie kontaktu ze skérg: bezzwiocznie zasiegng¢ porady medycznej, sptukaé duzg iloscig wody
przez co najmniej 10 minut, zdjg¢ skazong odziez,

- w razie kontaktu z oczami: bezzwtocznie zasiegngé porady medycznej, przeptuka¢ duzg iloscig
wody przy szeroko otwartej powiece od czasu do czasu podnoszgc goérna i dolna powieke,
usung¢ soczewki kontaktowe jesli sg, kontynuowac ptukanie przez co najmniej 10 minut,

-w razie dostania sie do drég oddechowych: bezzwlocznie zasiegng¢ porady medycznej,
zapewnic narazonej osobie dostep do swiezego powietrza.

pozostate odczynniki

- w razie kontaktu ze skorg: sptukaé duzg iloscig wody.

- w razie kontaktu z oczami: przeptukac¢ duzg iloscig wody, przy szeroko otwartej powiece, usunaé
soczewki kontaktowe jesli s3.

- w przypadku wystgpienia podraznien skontaktowac¢ sie z lekarzem.

-w razie spozycia:. przeptuka¢c usta wodg, poda¢ do wypicia niewielkg ilo§¢ wody

i skontaktowac sie z lekarzem.



SKANOWANIE PLYTKI | ANALIZA JEJ OBRAZU Z WYKORZYSTANIEM PROGRAMU TLSee

Skanowanie plytki.

1. Otwieramy program Centrum Obstugi HP poprzez podwajne klikniecie lewym przyciskiem myszy

kT 4
gl
ikony DEZ”S;;EP znajdujagcej sie na Pulpicie.
2. Nastepnie klikamy przycisk Skanuj obraz i wybieramy parametry skanowania.
3. Zaznaczamy skanowany obszar (ptytke) poprzez przeciggniecie lewym przyciskiem myszy
obszaru aktywnego (Rys. 1).

aromarse I
Shamowne chtwous Ziwirsounre [phpl Pusec

2]

Rysunek 1

4. Naciskamy Zakoncz i komputer zapisze zeskanowang ptytke w wybranym folderze.

Analiza cyfrowego obrazu (skanu) pltytki w programie TLSee

i
L

1. Uruchamiamy program TLSee . _

2. Nastepnie wybieramy opcje File = New Experiment = Without calibration (Rys. 2).

ES TLSee 2.0

’ﬁ Experiment, Flate, Chramatographeytrace Archive  Yiew 7
Mew experimeant ‘with calibration Chrl+h
Mew calibration ‘Without calibration Cerl4+-Shift-+h
Open experiment

Save experiment Chrl+5

Save experiment as. ..
Close experiment
Exit

Rysunek 2
3. Po otwarciu karty Experiment, w wierszu Image (Rys. 3) klikamy ikonke 1 wybieramy $ciezke

dostepu zeskanowanej ptytki (np. D:\praca_mgr\skan004.jpg). W polu Image wyswietla sie

zeskanowana ptytka.
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Rysunek 3

4. Przechodzimy do zaktadki Plate (Rys. 4 u dotu karty Experiment) i suwaczkami (na Rys 4.
zaznaczone strzatkami) okreslamy linie startu i konca przeciggajac je lewym przyciskiem myszy do

odpowiedniej wysokosci.

o Ormgaggdy vur 2
N cah ChaPovipen
Lane | Lavw 7| Lavm 0 L
v = e
m

Lurw$ 18
w3 w

| —fC ) ! Rysunek 4

5. Klikamy znajdujgca sie na pasku zadan ikone Fixed Band {LIIE (Rys. 4). Najezdzamy myszkg na
obraz ptytki i zaznaczamy tzw. ,pasmo”, czyli droge migracji plamki oraz fazy ruchomej od linii
startu az do linii konca, tak by cala plamka miescita sie miedzy ogranicznikami (Rys 4.).

Postepujemy tak dla wszystkich otrzymanych plamek.

6. Klikamy znajdujgca sie na pasku zadan ikone View Profiles & i na monitorze pojawiajg sie
chromatogramy pikowe (Rys. 4). Zaktadka Lane 1 odpowiada plamce 1, Lane 2 plamce 2 itd.

7. W celu wyznaczenia pola powierzchni poszczegélnych pikéw klikamy znajdujgcg sie na pasku
zadan ikone Band Integration i (Rys. 4).

8. Nastepnie trzymajgc wcisniety lewy przycisk myszy przeciggamy strzatkg pik u podstawy po catej
jego szerokosci, zaznaczajgc go jak na Rys 4. Robimy tak dla wszystkich czterech pikéw (Lane 1,
Lane 2, Lane 3, Lane 4), ktére otrzymalismy. Dla kazdego piku automatycznie liczone sg wartosc¢

Rt (Peak Rf) oraz pole powierzchni (Area) poszczegdinych pikow.
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