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Solubilisatiechromatograaf.. cie .

Gebied van de uitvinding.

De onderhavige uitvinding heeft betrekking op een solubilisatie~

" chromatograaf waarin een oplosmiddel bestaande uit een buffermengsel en

geToniseerde micellen door een capillair kan stromen waarvan de beide
einden respectievelijk met de pluskant van een elektrische gelijkspan—
ningsbron en met de minkant daarvan worden verbonden, waarma een mon-
ster in het bovengenoemde capillair wordt ingevoerd; de componenten van
het monster door een combinatie van het ontledingsverschijnsel van het
monster in de bovengenoemde gelonlseerde micellen en capillaire elek-—
troforese werking worden gescheiden, waarbij de componenten van het

monster kwalitatief of kwantitatief worden geanalyseerd.

Achtergrond van de uitvinding.

Fig. 1 toont het principe en de samenstelling van een algemeen be-

kende solubilisatiechromatograaf. 1 is een capillair bestaande uit een

kolom, waarvoor bijvoorbeeld een samengesmolten siliciumdioxide capil-

lair wordt toegepast. 2 en 3 zijnm houders die elk een gemengde oplos-—
sing van een buffermengsel en micellen bevatten. De beide einden van
het capillair 1 zijn afzonderlijk in de Houders gepléatst. Voor de
bovengenoemde micellen, colloide iomen gevormd door ontleding, wordt
bijvoorbeeld natriumdodecylsulfaat (spS) in de bufferoplossing toege-
past. E is een elektrische bron waarvan de pluskant mét een in de hou-
der 2 gedompelde elektrode &4 is verbonden en waarvan de minkant met een
in de houder 3 gedompelde elektrode 5 is verbonden, om tussen de beide
einden van het capillair 1 een spanning aan te leggen. Op het capilair
1 is aan zijn gedeelte nabij de elektrode 5 aan de minkant een detector
6, bijvoorbeeld een ultraviolette spectrofotometer aangebracht.

Zoals getoond in fig. 2 stromen door het capillair 1 twee fasen
van micellen en buffermengsel die een dergelijke samenstelling hebben.
Met andere woorden, wanneer aan het capillair een hoge spanning wordt
aangelegd stroomt als gevolg van elektro—osmosestroming het bovenge-
noemde buffermengsel in de richting van de met A aangegeven pijl. Aan
de andere kant is ontleed SDS (micel) anionisch en heeft, als geﬁblg
van elektroforese, de eigenschappen om zich in een richting naar de
pluskant te verplaatsen welke richting tegengesteld is aan de richting
van de stroming van het buffermengsel. Wanneer echter de verplaatsings-
snelheid van het bovengenoemde buffermengsel groter is dan die van de

micellen als gevolg van elektroforese, komen de SDS-micellen uiteinde-
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1ijk met achterstand ten opzichte van het bovengenoemde buffermengsel
bij de houder 3 aan.

Wanneer aan de zijde van elektrode 4 aan de pluskant een monster
SM wordt geinjecteerd in het capillair 1 waarbinnen een stroming van
deze twee fasen aanwezig is, wordt een component van het monster, welke
in het geheel niet in de bovengenoemde micellen oplosbaar is, door een
elektro-osmosestroom meegevoerd en verplaatst deze zich samen met het
bovengenoemde buffermengsel met zeer grote snelheid naar de zijde van
de elektrode 5 aan de minkant. Aan de andere kant verplaatst zich een
component van het monster welke volledig in de micellen is opgelost met
dezelfde snelheid als die van de micellen, waardoor de aankomst aan de
zijde van houder 3 maximaal wordt vertraagd. Een tussenliggende compo~
nent van het monster, welke slechts in bepaalde mate in de micellen
oplosbaar is, verplaatst zich met een gemiddelde snelheid. Elke compo-
nent van het monster die in het capillair 1 wordt verplaatst heeft
daardoor een retentietijd die overeenkomt met het verschil in de mate
van oplosbaarheid. Daardoor wordt, wanneer de op deze wijze gescheiden
componenten van het monster door een in de uitgangszijde van het capil-
lair 1 aangebrachte detector 6 worden gedetecteerd, een chromatogram
verkregen dat overeenkomt met de mate van oplosbaarheid wvan elke
monstercomponent.

Om echter met een dergelijke inrichting een nauwkeurige analyse
uit te voeren, is het noodzakeliijk om steeds een constante hoeveelheid
van het monster in het capillair 1 in te voeren. Ter verduidelijking,
met de gebruikelijke inrichting zoals getoond in fig. 1 wordt een werk-—
wijze voor het sturen van een hoeveelheid van het in het capillair 1
ingevoerde monster uitgevoerd door een hoogteverschil tussen de houders
2 en 3 aan te brengen en door gebruik te maken van het drukverschil.
Bij deze werkwijze is het echter noodzakelijk om de monsterhouder om-
hoog te brengen om het vereiste drukverschil te bewerkstelligen, het-
geen een lastig karwei is. Bij het omhoog brengen van de monsterhouder
wordt verder het capillair 1 vaak verschoven waardoor de reproduceer=-
baarheid van deze inrichting wordt verlaagd. Hoewel het bovendien nood-
zakelijk is om de hoeveelheid van het ingevoerde monster in overeen—
stemming met het scheidend vermogen van de kolom (het capillair 1) van
een dergelijke inrichting te wijzigen, is het moeilijk om de hoeveel-
heid van het geinjecteerde monster nauwkeurig te sturen en een derge-

lijk proces op de bovengenoemde wijze uit te voeren.
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Samenvatting van de uitvinding.
Het doel van de uitvinding is het verschaffen van een solubilisa-

tiechromatograaf die gemakkelijk te besturen is en waarvan de hoeveel-
heid van het in het bovengenoemde capillair ingevoerde monster gemakke—
lijk te wijzigen is. De samenstelling van een chromatografie-inrichting
volgens de uitvinding wordt gekenmerkt door een driewegverbindingsdeel

waarvan de eerste opening met het bovengencemde capillair is verbonden,

de tweede opening met een buisdeel is verbonden waardoor het bovenge-

noemde oplosmiddel en het monster worden toegevoerd en waarvan de als
een uitstroomopening toegepaste derde opening aan de inlaatzijde van
het bovengenoemde capillair is aangebracht om de inlaat van het capil-
lair in aanraking te brengen met een stroom van een oplossing van het
bovengenoemde oplosmiddel en het monster en om de bovengenoemde oplos—
sing door de derde opening te latem uitstromen uitgezonderd het gedeel-
te dat in het capillair wordt gevoerd; en afzonderlijk aangebrachte
middelen voor het wijzigen van de aanraaktijd vanm het capillair met het
bovengenoemde monster of voor het sturen van de hoeveelheid van het in
capillair gezogen monster om een bepaalde hoeveelheid van het monster
in het capillair in te voeren.

Verdere kenmerken van een chromatografie-inrichting volgens de
uitvinding zijn dat de aanraaktijd van de inlaat van het capillair met
het bovengenoemde monster door het wijzigen van de stroomsnelheid van
het bovengenoemde oplosmiddel wordt gewijzigd of door het wijzigen van
de hoeveelheid van het geinjecteerde monster in de bovengenoemde buizen
waardoor het oplosmiddel en het monster worden toegevoerd.

Nog verdere kenmerken van een chromatografie—inrichting volgens de
uitvinding zijn dat de hoeveelheid van het in het capillair gezogen
monster door het wijzigen van de grootte van de aan de beide einden van
het capillair aangelegde spanning of door het wijzigen van de duur van
de aangelegde spanning wordt gestuurd.

Nog weer verdere kenmerken van een chromatografie—inrichting vol-
gens de uitvinding zijn dat aan het bovengenoemde driewegverbindings-
deel een ultrasone piezoélektrische omzetter is bevestigd om het boven—
genoemde monster door middel van ultrasome trillingen in het capillair
re voeren, waarbij de hoeveelheid vanm het im het capillair gezogen mon-—
ster door het wijzigen van de grootte of de frequentie van de aan de

ultrasone piezoglektrische omzetter aangelegde spanning wordt gestuurd.

Korte beschrijving van de tekeningen.

Fig. 1 is een tekening die het principe en de samenstelling van

8602393




10

15

20

25

30

35

40

een tot op dit moment algemeen bekende solubilisatiechromatograaf
toont.

Fig. 2 is een schematische voorstelling van de werking van de in
fig. 1 getoonde bekende inrichting.

Fig. 3 toont de samenstelling van een uitvoeringsvoorbeeld van een
inrichting volgens de uitvinding.

Fig. &4 isrvergrote dwarsdoorsnede van een belangrijk deel van het
uitvoeringsvoorbeeld van de inrichting volgens de uitvinding zoals ge-
toond in fig. 3.

Fig. 5 (a)-(¢) zijn schematische voorstellingen van de werking van
het uitvoeringsvoorbeeld van de inrichting volgens de uitvinding zoals
getoond in fig. 3.

Fig. 6 toont een samenstelling van een verder uitvoeringsvoorbeeld
van de inrichting volgens de uitvinding.

Fig. 7 toont de samenstelling van nog een verder uitvoeringsvoor-
beeld van de inrichting volgens de uitvinding.

Fig. 8 is een vergrote doorsnede van een belangrijk deel van het
uitvoeringsvoorbeeld van de inrichting volgens de uitvinding zoals ge-
toond in fig. 7.

Fig. 9 (a)-(d) zijn schematische voorstellingen van de werking van
het uitvoeringsvoorbeeld van de inrichting volgens de uitvinding zoals

getoond in fig. 8.

Gedetailleerde beschrijving van de uitvinding.

Fig. 3 toont een samenstelling van een uitvoeringsvoorbeeld van
een inrichting volgens de uitvinding, en fig. 4 toont een vergrote
dwarsdoorsnede van een belangrijk deel van het uitvoeringsvoorbeeld van
de inrichting volgens de uitvinding. In deze figuren zijn elementen die
in hoofdzaak dezelfde zijn als in fig. 1 met dezelfde verwijzingscij-
fers aangegeven en een beschrijving van deze elementen wordt achterwege
gelaten. 7 is een lage-drukpomp voor het vanaf een houder 2 door het
buisdeel 8 naar de stroomafwaartse zijde verzenden van een oplosmiddel
bestaande uit het buffermengsel en micellen, en omvat .toevoermiddelen
voor het oplosmiddel.

S is een in het midden van het buisdeel 8 aangebrachte monsterklep
en is samengesteld uit een zeswegschakelklep S; en een meetlus 83.
Een bepaalde hoeveelheid van het door een monsterinjectiepoort 83 ge-
voerde monster wordt door het omschakelen van klep S; im het buisdeel
8 geinjecteerd. 9 is een buisvormige elektrode die met het eindgedeelte

van het buisdeel 8 is verbonden en eveneens met de pluskant van de
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elektrische bron E is verbonden.

10 is een driewegverbindingsdeel waarvan de eerste opening met het
capillair 1 is verbonden, waarvan de tweede opening met de buisvormige
elektrode 9 door welke het bovengenoemde oplosmiddel en het monster
stromen is verbonden en waarvan de derde opening als uitstroomopening
wordt toegepast. Fig. 4 toont vergroot een dwarsdoorsnede van deze
delen. In fig. & toont 10a het hoofdlichaam van het driewegverbindings—
deel, 10b een klemschroef voor het bevestigen van de buisvormige elek-
trode 9 aan het hoofdlichaam 10a in de tweede opening, 10c een klem-
schroef voor het bevestigen van het capillair 1 aan het hoofdlichaam
10a in de eerste opening, en 10d een klemschroef voor het bevestigen
van een uitstroombuis 11 aan het hoofdlichaam 10a-in de derde opening.

De werking van de op deze wijze samengestelde inrichting'wordt nu
onder verwijzing naar de schematische voorstellingen van fig. 5 be~
schreven. Fig. 5(a) toont de toestand van de inrichting voordat het
monster in het buisdeel 8 wordt geinjecteerd. In deze toestand stroomt
alleen het oplosmiddel bestaande uit het buffermengsel en de micellen
door het buisdeel 8 en wordt het bovengenoemde oplosmiddel gedeeltelijk
door de elektro-osmosestroom en door elektroforese als gevolg van de
door de elektrische bron E aangelegde spanning in het capillair 1 ge-
voerd. Het resterende deel van het oplosmiddel dat niet inm het capil-
lair 1 is gevoerd stroomt door de uitstroombuis 11 weg. '

Wanneer via de monsterklep S een monster in het buisdeel 8 wordt
geinjecteerd, wordt het monster tussen twee delen van het oplosmiddel
opgesloten en vormt een band B zoals getoond in fig. 5(b) waarna het
zich met het door de pomp 7 toegevoerde oplosmiddél verplaatst. Wanneer
de band B in aanraking wordt gebracht met het inlaateinde van het
capillair 1 (fig. 5(¢)) wordt het monster door de elektro—osmosestroom
en door elekt:oforeée in het éapillair 1 gevoerd, waarbij de rest van
het monster dat niet in capillair is gevoerd door de uitstroombuis 11
weg stroomt, zoals in het geval van het bovengenoemde oplosmiddel.

In dit proces is de hoeveelheid van het im het capillair 1 inge-
voerde monster evenredig met de aanraaktijd van het uiteinde van het
capillair 1 met het monster, indien de aangelegde spanning E constant
is. Daardoor is het, wanneer de aanraaktijd gestuurd kan worden, moge—
1ijk om de hoeveelheid van het in het capillair ingevoerde monster te
sturen. 7

Voor dit doel is, in het uitvoeringsvoorbeeld, in een eerste werk-

wijze de snelheid van pomp 7 gewijzigd om de aanraaktijd van de band B

met het uiteinde van het capillair 1 te wijzigen. In een tweede werk-
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wijze is de meetlus Sy van de monsterklep S gewijzigd en is de hoe-
veelheid van het in het buisdeel 8 via de monsterklep S ingevoerde mon-
ster gewijzigd om de breedte van de band B te wijzigen en om de aan-
raaktijd van de band B met het uiteinde van het capillair 1 te wijzi-
gen.

Met de bovengenoemde werkwijze kan op eenvoudige wijze de sturing
en wijziging van de hoeveelheid van het in het capillair 1 ingevoerde
monster worden uitgevoerd en hoeft bovendien het capillair 1 niet bewo-
gen te worden voor het sturen en wijzigen van de ingevoerde hoeveelheid
van het monster, zodat de reproduceerbaarheid van de inrichting niet
wordt geschaad. Voorts kan een analyse worden uitgevoerd zonder vermin-
déring van het rendement van de kolom omdat de optimale hoeveelheid van
het ingebrachte monster in overeenstemming met het scheidend vermogen
van dg kolom kan worden gekozen.

Fig. 6 toont de samenstelling van een verder uitvoeringsvoorbeeld
van de inrichting volgens de uitvinding. In fig. 6 zijn elementen die
in hoofdzaak dezelfde zijn als die in fig. 3 met dezelfde verwijzings-
cijfers aangegeven en de beschrijving van dergelijke elementen wordt
achterwege gelaten. Een deel E', omgeven door een afwisselend lang en
kort gestreepte lijn, is een elektrisch bronelement dat zodaﬁig is op-
gebouwd dat de spanning van de elektrische bron E;' via een stuur-
orgaan E9' aan de beide einden van het capillair l wordt aangelegd.

Wanneer de hoeveelheid van het via de monsterklep S in het buis-

deel 8 geinjecteerde momster comstant is en de stroomsnmelheid van een

-door de pomp 7 toegevoerd oplosmiddel constant is, is de hoeveelheid

van het in het capillair 1 gevoerde monster afhankelijk van de grootte
van de aan de beide einden van het capillair 1 aangelegde spanning of
van de duur van de aangelegde spanning.

In het uitvoeringsvoorbeeld, in een toestand waarin de hoeveelheid
van het via de monsterklep S geinjecteerde monster constant is inge-—
steld en de stroomsnelheid van door de pomp 7 toegevoerd oplosmiddel
constant is ingesteld, wordt de grootte of de duur van de bovengenoemde
aangelegde spanning door het stuurorgaan Eg' gestuurd om de hoeveel-
heid van het in het capillair 1l ingebracht monster te sturen. Met een
dergelijke werkwijze kan bovendien een uitwerking gelijk aan die in het
bovengenoemde uitvoeringsvoorbeeld van de inrichting volgens de uitvin-
ding worden verkregen.

Fig. 7 toont de samenstelling van nog een verder uitvoeringsvoor-
beeld van de inrichting volgens de uitvinding. In fig. 7 zijn elementen

die in hoofdzaak gelijk zijn aan die in de figuren 3 en 7 met dezelfde
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verwijzingscijfers aangegeven en de beschrijving van dergelijke elemen-—
ten wordt achterwege gelaten. Aan 10' zijn ook het buisdeel 9 en een
als uitstroombuis dienende buisvormige elektrode 11' verbonden en
voorts is het capillair 1 met 10' verbonden waarbij het capillair het
bovengenoemde buisdeel onder een rechte hoek snijdt. Een ultrasone
piezoglektrische omzetter 12 is aan dat deel van 10' bevestigd dat
tegenover het inlaateinde van het capillair 1 ligt. 13 is een oscilla-
tor die de ultrasone piezoélektrische omzetter 12 aandrijft en 14 is
een schakelaar die de verbinding van de elektrische bron E met de beide
einden van het capillair l stuurt.

Fig. 8 toont vergroot een aanzicht van de doorsmede van het drie-
wegverbindingsdeel 10'.-In fig. 8 toont 10a' het hoofdlichaamsdeel van
het driewegverbindingsdeel, 10b' een klemschroef voor het bevestigen
van het buisdeel 9 aan het hoofdlichaam 10' in de eerste opening, 10c'
een klemschroef voor het eveneens bevestigen van de als een uitstroom-
buis dienende buisvormige elektrode 11' aan het hoofdlichaam 10" in de
tweede opening en 10d' een klemschroef voor het bevestigen van het
capillair 1 aan het hoofdlichaam 10' in de derde opening.

De werking van de op deze wijze sameﬁgestelde inrichting wordt nu
onder verwijzing naar de schematische voorstellingen van fig. 9 be-
schreven. Fig. 9(a) toont een toestand van de infichting voordat het
monster in het buisdeel 8 wordt geinjecteerd. In deze toestand is scha~
kelaar 14 uitgeschakeld en stroomt het oplosmiddel binnen het drieweg-
verbindingsdeel 10' in de pijlrichting.

Wanneer het monster via de monsterklep S in het buisdeel 8 wordt
geInjecteerd, wordt dit tussen twee delen van het oplosmiddel opgeslo—~
ten en vormt een band B zoals getoond in fig. 9(b), waarna het zich met
de stroom van het oplosmiddel verplaatst. Wanneer de band B bij het in—
laateinde van het capillair 1 aankomt, wordt de ultrasome piezoélektri-
sche omzetter 12 in trilling gebracht om het monster, door in de rich-
ting naar het bovengenoemde inlaateinde uitgezonden ultrasone emergie,
onder dwang in het capillair 1 te injecteren (fig. 9(c)). Wanneer de
hoeveelheid van het via de monsterklep S in het buisdeel 8 geInjecteer-
de monster constant is en de snelheid van het zich in het buisdeel 8
verplaatsende monster constant is, is de hoeveelheid Qan het in het
capillair 1 iﬁgebrachte monster evenredig met de grootte of frequentie
van de aan de ultrasone piezoélektrische omzetter 12 aangelegde wissel~
spanning van de oscillator 13, 7

In het voorbeeld, in een toestand waarin de hoeveelheid van het

via de monsterklep S in het buisdeel geInjecteerde monster constant is
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ingesteld en de stroomsnelheid van het door de pomp 7 toegevoerde op—
losmiddel constant is ingesteld, wordt de hoeveelheid van het in het
capillair 1 ingevoerde monster door het wijzigen van de grootte of fre-
quentie van de aan de ultrasone piezoélektrische omzetter 12 aangelegde
spanning gestuurd.

Nadat de band B de inlaat van het capillair 1 is gepasseerd (fig.
9(d)) wordt de aandrijving van de ultrasone piezoglektrische omzetter
12 stop gezet en wordt schakelaar 14 ingeschakeld om aan de beide ein-
den van het capillair een spanning aan te leggen. De rest van het mon-
ster dat niet in het capillair 1 is ingevoerd stroomt samen met het op—
losmiddel door de uitstroombuis 11 weg.

Het op deze wijze in het capillair 1 ingevoerde monster wordt vol-
gens het bovenbeschreven principe van de solubilisatiechromatografie
gescheiden en met de detector -6 wordt een met de mate van oplosbaarheid
van de componenten van het monster overeenkomend chromatogram verkre-—
gen. In dit uitvoeringsvoorbeeld wordt bovendien een uitwerking gelijk

aan die in het voorgaande uitvoeringsvoorbeeld verkregen.



Conclusies

1. Solubilisatiechromatograaf, met het kenmmerk, dat in deze solu—

bilisatiechromatograaf een oplosmiddel bestaande uit een buffermengsel
5 en geloniseerde micellen door een capillair kan stromen waarﬁan'de bei-
de einden respectievelijk met de pluskant van een elektrisché gelijk—
spanningsbron en met de minkant daarvan worden verbonden, waarna een
monster in het capillair wordt ingevoerd; de componenten van het inge-
voerde monster door een combinatie van het ontledingsverschijnsel van
10 het monster in de bovengenoemde geIoniseerde micellen en capillaire
elektroforese werking worden gescheiden, waarbij een kwalitatieve of
kwantitatieve analyse van componenten van het monster wordt uitgevoerd,
dat een driewegverbindingsdeel is aangebracht waarvan de eerste opening
met het bovengenoemde capillair is verbonden, de tweede opening met een
15 buisdeel voor het toevoeren van het bovengencemde oplosmiddel en het
monster is verbonden, en de als.een uitstroomopening toegepaste derder
opening aan de inlaatzijde van het capillair is aangebracht om de in-
laat van het capillair in aanraking te brengen met een stroom van een
oplossing bestaande uit hét monster en het oplosmiddel en om de niet in
20 het capillair ingevoerde oplossing door de bovengenocemde derde opening 7
te laten uitstromen, waarbij de hoeveelheid van het in het capillair
ingevoerde monster door middelen voor het wijzigen van de aanraaktijd
van het capillair met het monster of door middelen voor het sturen van
cen hoeveelheid van het in het capillair gezogen momnster wordt gestuurd.
25 2. Solubilisatiechromatograaf volgens conclusie 1, met het ken-
merk, dat de aanraaktijd van de inlaat van het bovengenoemde capillair
met het monster door het wijzigén van de stroomsnelheid van het boven-'
genoemde oplosmiddel wordt gewijzigd.
3. So1ubi1isatiechrométograaf volgens conclusie 1, met het ken-
30 merk, dat de aanraaktijd van de inlaat van het bovengenoemde capillair
met het monster door het wijzigen van de hoeveelheid van het in het
bovengenoemde buisdeel geInjecteerde monster wordt gewijzigd.
&. Solubilisatiechromatograaf volgems conclusie 1, met het ken-
merk, dat de hoeveelheid van het in het capillair gezogen momster door
35 het wijzigen van de grootte van de aan de beide einden van het capil-
lair aangelegde spanning wordt gestuurd.
5. Solubilisatiechromatograaf volgens conclusie 1, met het ken-
merk, dat de hoeveelheid van het in het capillair gezogen monster door

het wijzigen van de duur van de aan de beide einden van het capillair

40 aangelegde spanning wordt gestuurd.
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6. Solubilisatiechromatograaf volgens conclusie 1, met het ken-
merk, dat de hoeveelheid van het in het capillair gezogen monster door
het op het bovengenoemde driewegverbindingsdeel aanbrengen van een
ultrasone piezoélektrische omzetter em door het wijzigen van de grootte
van de spanning die de ultrasone piezoélektrische omzetter aandrijft
wordt gestuurd.

7. Solubilisatiechromatograaf volgens conclusie 1, met het ken-
merk, dat de hoeveelheid van het in het capillair gezogen monster door
het op_ het bovengenoemde driewegverbindingsdeel aanbrengen van een
ultrasone piezoélektrische omzetter en door het wijzigen van de fre-
quentie van de wisselspanning die de ultrasone piezoelektrische omzet-

ter aandrijft wordt gestuurd.
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