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(54) . Zasobnik k miseni kapalin

. Z4sobnik je urden k miseni kapalin
pro mikrokolonovou a kapildrni kapalino-
vou chromatografii. Podstatou zasobniku
je rozebiratelnd trubice, jejimZ stifedem
prochézi kapiléra s otvory opatiend prs-
tenci z pruzné hmoty ke kryti ndkterych
otvord,

Za¥izeni je urdeno zejména k vytvoieni
gradientu sloZeni proudici kapaliny.
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Vynalez se tyka zasobniku k miseni kapalin pro mikrokolono-

vou a kapildrni kapalinovou chromatografii.

V kapalinné chromatografii se pouziva zatfizeni k vytvoreni
proudu smési dvou kapalin s &asové proménnym pom&rem obou kapalin,
to je zarfizeni na vytvofeni gradientu sloZeni progdici kapaliny.
Dosud zné&mé zarizeni pro vytvoféni gradientu sloZeni eluéni kapa-
liny pro mikrdkolondvou chromatografii jsou konstruovéana na prin-
cipu dokonale michaného zasobniku s kapalinou A, do kterého/je
privadéna kapalina B, Kapalina vystupujici ze zésobniku mé expo-
nencielné klesajici obsah kapaliny A, To odpovidé konvexnimu za-
kfiveni zavislosti obsahu kapaliny B na vyteklém objemu smési
kapalin, tj. konvexné& zakiivenému gradientu sloZky B. Takovy tvar
gradientu je v8ak pro kapalinovou chromatografii mélo pouzZivany.
NajCasté&éjsimi tvary gradientu kapaliny B je gradient linearni,
napfiklad adsorbéni chromatografie nebo konkavni, ionexova chroma-
tografie, Jinym zafizenim pro vytvoreni gradientu pro mikrokolono-
vou chromatografit je zdsobnik ve tvaru dlouhé kapildry, ktery se
pfed chromatografickou analyzou naplni radou segmentl kapaliny
s rdznym obsahem sloZek kapaliny A a B. Gradient takto vytvofeny

mé vsak sthpﬁovity charakter a jeho reprodukovatelnost je obtiZné&
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dosazitelna, Dalsim pouZivanym zafizenim pro vytvoreni gradientu
eluéni kapaliny pro mikrokolonovou chromatografii je kombinace
dvou mikroderpadel pro slofky kapalin A a B, p#i ¢emZ ob& &erpad-
la jsou elektronicky regulovana tak, aby p*i promé&nném toku slo-
Zek kapalin A a B byl soufet téchto tokl konstantni. Vystupy z
mikrocerpadel kapalin A a B jsou miseny v dbkonale michaném misi-
&i malého objemu. Zatizeni takového typu umoZnuje vytvorit gra-
dient libovolného tvaru, je vSak instrumentdlnd, elektronicky i
vyrobnd velmi néroéné, Nejmensi dosazitelny objem gradientu, tj.
objem kapaliny vytekly ze zafizeni od ckamZiku, kdy kapalina je
gisté slozka kapaliny A, do okam#iku, kdy je vytékajici kapalina
¢isté sloZka kapaliny B, je u takového zarfizeni kolem 0,1 ml.
Zatizeni, kterad vyuzivaji miseni kapalin v ssacim potrubi mikro-
¢erpadla, nejsou pri souCasném stavu techniky pouZitelnd pro mikro-
kolonovou chromatografii, nebot pracovni objem pistu a vadlce mikro-
derpadla zplsobuje podstatné zkresleni a zpozdéni gradientu vytvo-
“eného v ssacim potrubi.

Pro kapilérni kapalinovou chromatografii nejsou zarizeni na
vytvorfeni gradientu zn&ma ani nebyla nikde popséna. Nevyhody dosud
znédmych zarizeni odsgraﬁuje zésobnik k miseni kapalin pro mikroko-

odle vyna leay '
lonovou chromatografily, sestdvajici z oboustrannd uzaviené roze-
biratelné trubice na jednom konci opatfené vyvodem. Podstatou za-
sobniku je, Ze stiedem trubice prochézi kapildra s otvory opatiend
posuvnymi prstenci z pruzné hmoty, |

Hlavni prednosti z&ésobniku podle vyhélezu je mozZnost vytvorit
pomérné jednoduchym zpGsobem proud sm&si dvou kapalin s 3asové
proménnym pom&rem obou sloZek v Sirokém rozsahu pri velmi malém
pritoku kapaliny, prFidemZ zvoleny proménny pomér obou dvou sloZek

kapalin lze dle potieby nastavit pfikrytim otvord posuvnymi prstenci.
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Vynélez bliZe objasnuji pfiioiené vykresy, kde na obr. 1 je
schematicky nacért zasobniku s kapildrou prochézejici oboustranng

trubici, na obr. 2 s kapildrou na jednom konci uzavfenou, na cbr,

-3 je v osovém rezu a ve zvétdeném mé&fitku naznalen ptiklad prove-

deni zésobniku s jednostrannd uzavienou kapildrou, na obr., 4 je
uveden piiklad zapojeni zéasobniku s Sesticestnym ventilem, na obr.
5 je graficky zaznamenan prdbéh gradientu a zdznam chromatografi-
éké separace fenoll podle ptikladu a zapojeni na obr, 4,

’Zééobnik naznateny na obr. 1 je proveden tak, ielkapiléra 1
prochézi ob&ma konci trubice 2 a na jeji vyvod 3 se pfipoji privod
kapaliny 3. Podél kapiléary 1 jsou usporédény otvory 4, které podle
potfeby lze uzavi¥it posuvem prstencd 5 z pruZné hmoty, napt¥. te-
flonu, nad otvory 4. Kapilarou 1 se pifivadi kapalina A, jak bude

déle na prikladu popséno. Prfekryvanim otvord 4 prstenci 5 lze do-

‘cilit zmény rozloZeni woku kapaliny a tim ménit tvar gradientu

sloZzeni kapaliny vytékajici z kapilary 1 do chromatografu. Dalsi
moZnost provedeni z&sobniku je znazornéna na obr, 2 a 1isi se tim,
ze kapildra 1 je u konce trubice 2 uzavifena a vyvod 3 je vyveden
stfedem uzdévéru trubice 2. |

Priklad praktického provedeni zasobniku je znézorn&n na obr.
3 a jeho princip je shodny s nacrtkem na obr. 2, Zésobnik sestavéd
z trubice 2 z nerezové oceli o vné&jsim praméru 4 mm, vnitfnim pra-
méru 1,8 mm a celkové délce 500 mm. Kapildra 1 je zhotovena rovnéZ
z nerezové oceli o vnit#nim priméru 0,50 mm, vnéjsim priméru 0,80
mm a celkové délce 600 mm., Ve sténé kapiléary 1 jsou otvory 4 o
priméru 0,1 mm ve vzdalenosti 125, 250, 375 a 500 mm od vyvodu 3.
Pro dosaZeni pozadovaného, napfiklad pFibliZn& linedrniho, pribéhu
gradientu, je nutno otvor 4 ve vzddlenosti 375 mm p#ekryt prstencenm

5, ktery je zhotoven z teflonu. Vyvod 3 je centricky vyveden v ose
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kapiladry 1. Kapildra 1 a vyvod 3 jsou ut&snény teflonovymi prsten-

‘pi 20, na n&% dosedaji pfevleiné matice 21 a uzaviraji takto tru-
bicixg zédsobniku.

Prakticky prfiklad spojeni zésobniku s kapalinovym chromato-
grafem je uveden na obr. 4. Zésobnik tvofeny trubici‘g je kapila-
rou 1 spoj%n pfes prvni vystup 10 a prvni vstup 9 $esticestného
kohoutu 6 s vysokotlakym Cerpadlem 22, pomoci kterého se pfivadi
kapalina B kapilérou 1 do zésobniku, Druhy vstup 11 Sesticestného
kohoutu 6 je urcen pro piivadéni kapaliny A napfiklad pomoci in-
jek&ni st¥ikaéky, aZ kapalina A dosadhne ke druhému vystupu 12.
Vyvod 3 pro vystup sm&si kapalin A a B je spojen pies t¥eti vstup
13 a treti vystup 14 Sesticestného kohoutu 6 se smyckovym davkova-
¢em 23 spojenym pfes separalni mikrokolonu 24 s ul}rafialovym de~
tektorem 25 spojenym se zapisovalem 26.

PrGbéh separace fenoll kapalinovou chromatografii s vyuZitim
gradientu eluéni kaepaliny vytvoreném v zésobniku podle obr., 3,
zapojenym podle obr, 4 a zaznamenanym v grafu na obr, 5 objasni
nadsledujici priklad. Jako kapaliny A bylo pouZzito destilované vody,
jako kapaliny B sm&si methanol-voda v poméru 4 : 1 objemové; Vz&-
rek V byl dévkovan roztok obsahujici po 100 mg/l fenolu (oznaceno
pikem I), m-kresolu (pik II), 2,4~dimethylfenolu (pik III), 2-iso~-
propylfenolu (pik IV) a thymolu (pik V) v destilované vodé. Po
prestaveni jadra 7 kohoutu 6 do polohy naznagené na obr. 4 a na
obr. 5 polohy G se po proteteni kapaliny cca 0,15 ml objevi na
~chromatografu pik, ktery odpovidé prOniku kapaliny A.pfes mikroko=-
lonu 24, Protékd-1li mikrokolonou 24 kapalina A, je moZno na mikro-
kolonu 24 davkovalem 23 davkovat vzorek V (viz obr. 5). Prabé&h
gradientu je zndzorn&n na horni &ésti obr., 5. Ve shodd s teorii

gradientové eluce se piky derivatd fenold I1,II,III,IV,V objevuji
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na vystupu z mikrokolony 24 v pribliZn& stejnych intervalech od
sebe, nebof se vzédjemné 1i%i vZdy o jednu methylenovou skupinu
a jsou eluovany v gradientu s piibliZné& lineérné rostoucim obsa-

hem silné eluujici sloZky, tj. methanolu,

PREDMET 'VYNALEZU

4. zasobnik k miseni kapalin pro mikrokolonovou kapalinovou
chromatografii sestévajici z oboustranng uzavifené rozebiratelné
trubice na jednom konci opattené vyvoden Ivyznaéeny tim, Ze
stiedem trubice (2) prochazi kapilara (1) s otvory (4) opatfena

posuvnymi prstenci (5) z pruzné hmoty.

2., Zasobnik podle bodu 1lvyznaéeny tim, Zze kapilédra (1) Jje na

jednom konci uzaviena.

4 vykresy
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