CESKOSLOVENSKA

' - BOCIALISTICKA pi Y , i
REPUBLIK A ) . :
(19) P s - o w (1) .1
K AUTORSKEMU QSVEDCE
(61) ' : |
(2 s 132 79 I

(21) PV 8743-79

URAD PRO VYNALEZY
{40) Zvefejngno 29 08 80

A OBIEYY (45) Vydéano 15 10 83

(75) '
Autor vyndlezu JANDERA PAVEL ing.CS¢, o
CHURACEK JAROSIAV prof.ing.DrSe., PARDUBICE

(54 za¥izeni pro pFesnou & reprodukovatelnou tvorbu gredientn mobilni fdze
v kapalinové chromatografii

1

Vyndlez se tykd provedeni zabfzent Pro pPesnoun g reprédukova%elnou tvorbu gradientu
mobilnl Pdze v kapalinovd chromatogratii,

Stdle se rozdi¥ujicf aplikace Gdinné vysokotlaké kapalinovs chromatogratie pro ans—
Ifzv slo¥ityeh smésf organickyeh lédtek v primyslovyeh i p¥{rodnich vzoreich 1 v blologic-
kfch materidlech vyiaduji zavddsni techniky gradieniovd elucé pro'analytické délent t3ehto
smdsi, PFL gradientové eluci se kontinudiné (ménd Sasto i'&iakont;nuéln§) mé€n{ slo¥eni mo-
bilni féze v pribdhu vliestniho d8leni. X tomuto ddelu Je t¥eba mit k dispozlci za¥fzend,
které je schopno vytvéfe£ koncentradn{ gradient mobilni féze podle.bfedem zvoleného progra-~
mu. Aby toto zaFizeni tvo¥ilo poiadovénjlgradient mobilnl fdze bﬁesné a reprodukdvate}p&,
musi bft jednak schopno sméovat 8loZky mobilni féze pFesnd v poZadovaném, Sasovd p£6;8n-
ném pomdru, ddvkovat takto p¥ipravenou mobilni £4zi na chromstografickon kolonu za vysoké-
he %laku (a% ndkolika desitek MPe) & d4is kompenzovat odehylky od poiadovaného, Sasovd
proménnéhio slofeni a pritoku mobilni féze, k nim¥ doohdz{ v ddsledku obdemovfeh zmén (konn
trakefl) pPi michdnt riznyeh kapalin 31 roztokd s v diisledku rizné stladitelnesti slodek

mobiln{ fhze pfi pouZivanfch vysokyoh tlacich.

Dosud zndmi a pouffvand zed{zen{ pro ivorbu gradientu mobilni fize p¥i kapalinové
chromatografii lze d¥lit do nékolika skupin. Zatizeni, pouiivaifc{ k tvorbs koncentradnihe
gradientu kombinace n¥koliks vzdjemné spojenfoh uzavienyeh i otevienyeh nddob rozlidndho
tvaru a objeﬁu, obsatmjfcioh Jednotlivé sloZky mobilni féze; pPiden¥ k miseni jednotlivyieh
8lofek a k dopravd smiSend mobilani fdze do chromat?grafickjch kolon se pou¥ivd jako hnaef
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-8ily gravita@e, nelse pou%it pﬁi vyeoxfch tlanieh hé%njoh v moderni kapelinové chromatogra-
f£ii. Poufije-li ge analogické kombinace ndkolika nédob k miaeni mnbilni féze pied vstupem
8o vysokotleks pumpy, ktarﬁ dadévé smidenon mobilnl féai koncentrednim gradientem ne ko-

. lonu, Je jednak znadné omesendi meofnost vybdru gradientd rdznébo tvarw e strmosti s ddle je '

nivofeny gradisnt znaénﬁ‘gepfeﬁnj, 3ednak.vlivem rizué hustoty smSSovanyeh kuﬁalin & jednak

vliivem odchylek tvaru nddob (vétéinau'skleﬂSnjdh)'od~pﬁesnﬁ definevaného géénetrickéhb

| tvara. . I : o : o

Daléi typ zafizeniApre grédienﬁovou eluci pouZivd k tvorbd gradientu smddovéni dvon
kepalin ve vysokotlaké Eésti p¥istroje (US. patant &, 3,446,057; NSR patent &, 1953076, |
Us. patent &, 4,032,445). K Eerpéni kafdé ze slofek mobilef féze je zapot¥ebi zvlddtnihe
vysokotlaxého Serpadls. Pemér pritokd kapalinm ddvkovanych jednoilivymi §erpad1y se méni
s tasem podle po¥adovanéhe progremn pomooi elektroniekého progzamétoru tak, aby suma prito-
ki vEech kspalin Serpenfeh Jednotlivymi Eerpadly bylia konstantni v pribshu gradientotrd
eluce. ZvidSind verientou této skupiny Jsou zabizen pro tvorbu gradientu ve vysokotlakd

- 8hotl phietroje, kterd pquiivadi pouze jediaoho vysokotlakého Zerpadls ddvkujfofho 5eﬁnu
aloZku mobllni{ £ézs, piiéamﬁzdruhé 5lo¥ke mobilni fhze je obsafens ve zvid§tnl amv&ca\épo»‘
jené s timto Zerpedlem. Gradient slofen{ mobilni féze se % tomto p¥ipadd vytvaFi pohoci '
elekironicky progremovenfoh Sasovyoh spinﬁéﬁ, ovlddajicich ventily propoudtdjiei do BndEo-
vacl komirky st¥idavd jednu lloﬁku mobilni féme phimo z Serpadle a druhou slofku ze smySky.
ga¥izond vytvdbe)}iol gradient ve vysokotlaké 8dati p¥istroje. jaon schopna po&le zvoleného

_programu pfesn% $ait rychlossd alekﬁromotoru pohﬁn§jiclch pumpy Eerpajici jednotlivé slof-
ky mmbilni féze, PFL prdel pii vysokyoh tlacich obvykljen v kapalinové ohromatografii viak

miZe dochézet k viznemnim odchylkém tvoFeného koncentradufho gradisntu mobilni Z£dze od po-
jﬁ&éo%ﬁﬂéh@ profilu v ddsledkn rdzaé s%iaéitalnosti jednotlivyeh Serpanych slofek mobilnf

Phua. , S ‘ _

~ Tyto chyby json pétla&eny n daldi skupiny zafizeni, kde se vytyéfi‘gradienz mobilni

Téze v nizkotleké Sdeti pféd vatupem do vysokotlakého derpadle pomosi progremovanyoh Easo=
vych Spina6ﬂ oviddajicich p¥ivodni ventily pro jednotlivé slofky mobilni féze. K migsen{

ttéohxo slofek doohéazi v misfcl komlirce pFed vstupem do vysokotlaké pumpy anebo pfimo ve

vlestni pistové komoﬁe $ét0 pumpy. (US. patenty &, 3, 985 019 a 3,985,021; US. patent 5.

3 917, 531 & US. patent &. 4,018, 685) ' . ‘)

iédné z dosud znimfeh e pouiivenyoh zafizen{ pro tvorbu gradientu mobilni fdze viak
‘n@umgﬁnuje hompenzovat odohylky vytvéreného gradieatn od pofadovendho profilu v dﬁaledku
abjamovych kenirakci p¥i smdSovéni riznfoh kepelin, Tek nap¥. p¥i misen{ methanolu s ‘vodan
v pomdru 4 3 6 jo objem vazniklého roztoku o cos 4 af 5% menSi ne# soudet objemﬁAﬁistyoh
sloZek pied amisenim. Smdsi fo4armathanb1Ipiedaﬁavuji v soudasné dobd snad nejpoufivand)si
mobilnl féze V‘kapalinové ehrbmatosratii & objemové k@ntrakee'v tomto systému pfi gradien-
tové eluci mohon viraznd ovlivnie retendni Easy. B{¥xy i vfiky pikd, cof @e projevi chyba-
mi visledkd, zejndéne pii korelaci dat ziskanjoh pri rﬁzném prﬁbﬁhu sradientu a pEi elucl
8 konstantnim eloZenim mobilni f£ise.



. Vike uvédeuol nevyhodu dosnd uéivanjch zarizenl pro tvorbu gradiewiu mobilni féze
odsﬁranuje a vyhodu vyS8i pPesnosti s reprodukovatelnosti mivent p¥i gredientové eluci

8 sebou pHindd{ predmdtny vynilesz. \

Podﬂtata zafizend pro plesmou s reprodukovatelnou tvorbu gredientu mobilni téze v ke~
. palinové chromatogrefii 8podivd v tom, %e je tvodeno nlzkatlakou programovatelnou tladnon
Jednotkou, naep¥, pistovim Serpadlem, kde kaédj Jeho blok o objemu pistovich komor mex.
0,5 ml je pripojen pPes vstup k zésobniku piislu¥né slo¥ky mobilni fize, pFidems Jjeho vy-
gtup je p¥ipojen Xe. sméSovaci komdree o chjemn 0,005 af 2 wl, kterd je pak s pomos{ kapi-
ldrniho potrudbi o svdtlosti 0,05 aﬁ 2 mn pPipojsne ples rozdélujict &len Jednak ne vatup
vysckotlakého pistového Serpadla s objemem komoxy pistu max., 0,5 nl a podruhé na phspadové
potrubi s vyistinim umisténfm ned drovnd vstupu vysokotlakého cerpadla & 8oudesnd nad G-
rovai rozddlujiciho &lenu, privemé vysokotleakd Serpadlo mobilnd féze Je 8 pomeed vystupu
spojens se za¥izenim pro zaviddni vzorki a dfle g chrnmaﬁograflakou kolonou, & to pFipadnd

Fes pritokové &idlo a p¥es pritokevy tlumib tlakovich rédzd,

Z vihod za¥izeni pro pFesnou a xeprodukovatalncu tvorbu gradienta mabilni féze v ka~
valinové chromatografii lze uvéet a?espou tytos
= Za¥izeni umo¥Ruje presnd & reprodukov&%elné risit dvé 1 vice siofek mobilni Péze ‘podle
poZalovandho, Jasovd proménného vomdru, o
~ P¥i nestavens celkového mneZstvi kapaliny Eeﬁpanéhc nizkotlakjm programovatelnfm derpad~
lem o cca 10 - 20% vyde ne¥ mno¥stvi kspaliny Yerpané vysokntlakym darpadlon nedochdzi
k odehylkdm skutedndho prﬁbéhu gredisntu mobilni fize od pozadovanéhn profllug protoze
p¥ipadné objemové kontrakee p#l misent kapalin jesou kompenaovény tin, Ze vysckotlaké Ser-
padlo md modinest odebiras stdle st ajné maocEs vl mﬁbllni féze o mdnl so po#ze mio¥gtvi ke-
.paliny -odohdzejict &o pFepadu,

- Je-14 vysokotlaks cerpad&o apatreno zpdtnovazebnim kontrolnim sy&fémﬁm nebe zarizenim
pTO elektronickou kompenzaci gtladitelnoatl kapalin p¥i vyBdich tlacich (coz je u vétﬁiny
Serpadel pro kapslinovou chrometografii #pln¥no), nedojde k odehyllkdn skutséného gradientu
mobilni fdze od pofadovaného profilu v ddsledkn stlaitelnosti kapalin, proto¥e k mlsenx
obou kapalin dochdz{ v nizkotlakd Sdstl pristrege,

- Nedochdzi k porufeni poZadovandho profilu gra&lentu pri pritokn mobiln{ fdze od mista
smisen{ a¥ na chromatografickon kolonu. Mrivy objem v této Jdsti za¥izeni je zcela srovna-
telny s oatatnimi b8%né poufivanymi zarlzenlmi pro tvorbu gradientu mobilni féze v kepali-
nové~chromatografii.

- Zarzzeni podle vyndlezu umoinuje soulasné sPlnﬁni vySe uvedenych vyhod, coi se projevd
vysokou p¥esnosti pri reprodukel poZadovansho koncentraKniha gradientu mobilni Pdze, jak
vkazuje typicky prlklad znézorndny na obr. 1 (plnd &dra - skutedny gradient; prerufovand
8dra ~ pozadovany gradient). '

Ze¥dizend pro pPesnou a reprodukevatelnou tvorbu gradientu mobilni fdze v kapalinovs
chromatografil podle vyndlezu Je zndzorn&no na obr. 2 & je tvoieno nizkotlekfm progremove-
telnym Eerpadlem 1, 8 vihodou pistovim s objemem komor pisid max, 0,5 ml, priéemi kaidy

blok 2, 3 p;stu (slespon dva) je na svém vstupa 21, 31 pFipojen k samostatuému zésobniku



4, 5 Jedné ze slo¥ek mobilni féze.

Vistup 22, 32 nizkotlakého prdgramo#atelného Cerpadla 1 je pfipgjen ke améﬁovaci ko=
mirce 6 o objemu 0;005 a¥ 2 ml, kterd je pek s pomoci:kapilérniho potrubi 7 o 5v§tlosti
0,05 8% 2.mm pripojena ples rozaélujici 8len 9 jednak na vstup 81 vyuokotlékého pistovéhe
Eerpadla 8 & objemem komory pistu max. 0,5 ml & podruhé ne piepadové potrubi 10 & vydsté-
nim 11 unistdnym nad drowvni vstupu 81 vysokotlakého Eerpadla 8 a soulesnd nad ﬁrovni 0%~
a8lujfciho Slenu 9.

Ze vystup vyeoxetlekéhé Serpadla 8 je pPipojens ohroﬁatografické kolona_;g'se pafi-
zenim 13 pro néstPik vzorkd, pifpadnd jevmszi Serpedlem 8 a kolohou:lg ddle umisténo &idle
pro m¥feni tlaku a pritokovy tlumid tlekovyich rdzd (nejsou na obr. 2 naznaleny).

Punkoe z&fizeni podle vyndlezu je zFejmi z obxr. 2, kde je smér toku kepaliny znézer—
néa Eipkami, Y zpc&ivé v tom, Ze Jednotlivé kapalné slo¥ky mobilni féza nasdvanéd nizkotla-
kym nxogramgvate]nym Zerpadlem 1 ze zdsobnikd A, 5, p¥{padnd daléich, jsou podle nofadovea=
néhe programa sméSoviny v komirce 6 v ¥ssové proménném pomiru & takto smisend mobilni féze
jeo timto Zerpadlem 1 ddvkovéna kapilérnim potrubin 7 de rczdélujaolho Elenn 9, priéemz
celkovy pritok mobilni £hxe mezi éméﬁbvaci komirikon 6 & rozdSlujicim Slenem 9 je o cca
10 -~ 20% vétﬁi‘gmi pritok moblini féze ddvkovené vysokotlakym Jerpediem 8. ferpadlo 8
nasdvd mobiln{ f£dzi z rezd¥lujiciho &lenu 9, z ného¥ pFebyiednd mobilni féze, jejif mnoZ-
stvi me m§n$ podle velikosti objemoviph kontrake{ pii smdBovdni slofek mobilni fhze, je

odvdtvovdna do pfepedového potrubl 10, jehof vystup 1l je umistdn nad drovni vatupu 81
vysokotlakého Serpadle 8 a soudesnd ned drovni rozdélujicifho flenu 3, aby na vstupu 81
Zerpadla B8 nemohl. vzniknout podilak. Mobiln{ 2dze & piesn§ reprodukovenym koncentradnim
gradientem js ddvkovéng éerpadlem 8 za vysokého tlaku ns chromatogrefickou kolonu 12,

opatrenou zarizenim _g pro hdstPik vzoriu,
PEEDPHEY VYINLALEZU

Za¥{zeni pro pilesnou a reprédukovatelnou'tvorbu gradientu mobilni féze v:kapalinové
chromatografii, vy z n & Eené tinm s Ze je itvoPeno nizkotlakym programovatelnym
pistovym Serpadlem (1), kde keZdy jeho blok (2, 3) o objemu pistovyfoh komor do 0,5 ml -

Je p¥ipojen prel vatup (21, 31) k zdsobniku (4, 5) p¥islufané sloZky mobilnf féze, priéemz
Jeho vystup (22, 32) je pFipojen ke sm&ﬁovaci komirce (6) o objemu 0,005 g% 2 ml, ktexd
Jje pek 8 pomoci képilérniho pot;ubi (7) o avditlosti 0,05 a¥ 2 mm piipojene p¥es rozdélujim
el ¥len (9) jednek na wstup (81l) vysokotlekého pistovéﬂo Zerpadle (8) & objemem komory
pistn de 0,5 ml a.aédnak na piepadové §otrqbi (10) s.vydsténim,(il) umf{sténjm nad ﬁrovﬁi
vatupn (81) vysokotlakého Jerpadle (8) a soudasnd nad drovni rozddlujfcfhoe &lenu (9),
pridem¥ vysokotlaké Serpedlc (8) mobilni féze jé & pomoei v¥stupu (82) spojeno se zabPize-
nim (13) pro néstrik vzorkd a dédle s chrometografickou kolonou (12), p¥ipadnd p¥es prito-
kové cidlo & pies pr&tokovy tlumid tlakovyoh rézii.
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