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Sposéb wykonywania spektrofotometrycznej analizy chromato-
graficznej i urzadzenie do stosowania tego sposobu

1

Przedmiotem wynalazku jest spos6b wykonywa-
nia spektrofotometrycznej analizy chromatogra-
ficznej oraz urzadzenie do stosowania tego sposo-
bu. Wynalazek wykorzystuje bezinercyjny, szybko
przemiatajgcy spektrofotometr, analizujgcy wyciek
z kolumny oraz wykorzystuje uklady wielokanalo-
wej rejestracji bezpo$redniej i ilorazowej a takze
automatycznej optymalizacji obszaru spektralnego,
dzieki czemu mozliwe jest uzyskanie danych chro-
matograficznych i widmowych w spos6b ciagly
i jednoczesny.

Przedmiotem chromatoérafii kolumnowej, z pun-

ktu widzenia pracy badawczej jak i1 zastosowan
praktycznych do analizy jako§ciowej mieszania,
jest poznanie krzywych wymywania badanych sub-
stancji. Krzywg wymywania uzyskuje sie przez za-
rejestrowanie, w funkecji czasu, sygnatlu detektora
kontrolujgcego sklad wycieku z kolumny chroma-
tograficznej. Detektor mierzy jedng z wielko$ci
fizycznych §wiadczacych o obecno$ci substancji
wymywanej z kolumny chromatograficznej. Wiel-
ko§é fizyczna mierzona przez detektor winna byé
proporcjonalna do stezenia badanej substancji lub
byé jednoznaczng funkcjg tego stezenia. Ogélnie,
urzgdzenie wraz z detektorem i sposobem powin-
no dostarczyé maksimum informacji jakosciowe]
i iloSciowej o wymywanych substancjach. De-
tektory stosowane w chromatografach powinny
mieé wysoka czulo§¢ pozwalajgcg wykrywaé ‘mate
iloSci substancji w wycieku, powinny mieé takze
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niski poziom szuméw (zakl6cefi) i malg stalg cza-
sowg w. poréwnaniu z procesem chromatograficz-
nym. Pozadane jest r6wniez, by sposéb detekcji byt
zewnetrzny wzgledem wycieku, dzieki czemu de-
tektor nie ulega starzeniu i nie wymaga regene-
racji.

Dotychczasowe sposoby detekcji sg niespecyficz-
ne i dlatego. nie przekazujg, poza chromatogra-
ficznymi, zadnych dodatkowych informacji o sub-
stancji wymywanej z kolumny. Wiekszosé stoso-
wanych i znanych detektor6w nie spelnia zadowa-
lajaco jednocze$nie tych wszystkich warunkéw.

Ostatnio zanotowano rozw6j sposobéw detekejl
fotoelektrycznej zewnetrznej do ukladu chromato-
graficznego. Znane sg chromatografy wykorzystu-
jace detekcje fotoelektryczng w ukladzie fotome-
tru lub kolorymetru, co pozwala na wyznaczenie

"krzywej wymywania substancji 0 znanym widmie

absorpcji, a zatem z  géry znanym, przydatnym do
detekcji, obszarze spektralnym. Wspomniana wy-

‘zej metoda nie spelnia jednak warunku o dostar-

czeniu w pomiarze dodatkowych infdrmacji.
Dodatkowe informacje o wtasno§ciach substancji
wymywanej z kolumny, na przyklad widmo absor-
pcji, uzyskuje sie dotychczas w osobnym poste-
powaniu, pobierajac kolejne frakcje wycieku z
kolumny chromatograficznej przez zastosowanie
kolektora frakcji. Widma absorpcji tak otrzyma-
nych frakecji mierzy sie stosujgc spektrofotometr.
Pomiar spektrofotometryczny jest w tym przypad-
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ku pomiarem nastgpczym i niecigglym w czasie.
Oznaczenia iloSciowe badanej substancji w dotych-
. czasowych chromatografach wymagaja dodatko-
wych pomiaréw kalibrujgcych.

Dwie substancje uwaza sig¢ za nierozdzielone w
danym ukladzie chromatograficznym, gdy krzywe
wymywania kazdej z nich posiadajg maksimum
w tym samym miejscu chromatogramu. Krzywe
wymywanie cze§ciowo rozdzielonych substancji sa
superpozycjg i o zaistnieniu tego przypadku moz-
na sie przekonaé przez analize matematycznag

" krzywej chromatograficznej, przy pomocy maszy-
ny cyfrowej.

Te problemy w przypadku analizy mieszanin
nieznanych substancji z zastosowaniem niespecy-
ficznej detekcji rozwigzuje sie na drodze empi-
rycznego dobierania warunkéw prowadzenia pro-
cesu chromatograficznego. Ma to na celu znalezie-
nie ukladu chromatograficznego pozwalajacego na
rozdzielenie, w funkecji czasu, tych substancji w
wycieku kolumny. Opisane postepowanie wymaga
jednak znajomos$ci przedmiotu i duzego nakladu
pracy.

Celem wynalazku jest taki sposéb prowadzenia
spektrofotometrycznej analizy chromatograficznej,
ktéry bedzie pozwalal na wykorzystanie ogromnej
ilo§ci jednoczesnych informacji wystepujacych w
trakcie analizy. ’ B

Cel ten osiggniety zostal w sposobie wediug wy-
nalazku przez to, ze uklad ciekly lub gazowy na
wyjéciu kolumny chromatograficznej poddaje sie
cigglej analizie spektrofotometrycznej o drodze
przemiatania widma przewyzszajacym do najmniej
10 razy poléwkowy czas przeplywu pojedynczej
substancji, a otrzymane sygnaly detekcji fotoelek-
trycznej poddaje sie szybkiej automatycznej ana-
lizie w celu wydzielenia sygnaléw sterujacych do-
borem optymalnych wartosci diugo$ci fali odpo-
wiadajacych poszczegdélnym kanalom rejestracji
krzywych chromatograficznych.

Istotg urzadzenia do stosowania sposobu jest to,
ze zawiera ono zesp6l szybkoprzemiatajgcego mo-
nochromatora, z ktérego wigzka §wiatlta prowadzo-
na jest poprzez element rozdwajajacy wigzke i
poprzez uklad badany na detektor fotoelektryczny
zespolu pomiarowego oraz zawiera zesp6t wskaz-
nikowo-sterujgcy i zesp6l optymalizacji i reje-
stracji. Detektor zespolu pomiarowego jest polg-
czony z monitorem widm absorpcji zespolu wskaZz-
nikowego, polaczonego z kolei z ukladem steruja-

cym przemiatania widm. Uklad ten polaczony jest -

natomiast z elementem odchylajgcym lampy, a
takze jest polgczony z ukladem selekcyjnym zes-
potu optymalizacji. Zesp6ét optymalizacji zawiera
wediug wynalazku ukiad automatycznej optymali-
zacji, uklad programujgcy i wielokanalowy reje-
strator, potgczone z ukladem selekcyjnym. Dowol-
ne pary kanaléw sa ponadto polgczone przez uklad
selekecyjny z ukladem ilorazowym, a wyjécie ukla-
du programujacego jest potgczone z wielokanalo-
wym rejestratorem.

Korzy§ciag techniczng, jakg zapewnia wynalazek
jest mozliwo§é prowadzenia jednoczesnego zapisu
chromatograficznego przy kilku réznych dtugo$-

ciach fal §wiatla analizujgcego. Dobér tych diu-
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gosci fal moze zostaé¢ dokonany przez eksperymen-
tatora lub przez automatyczny optymalizator be-
dgcy czeScig urzgdzenia. Inng mozliwoécig wykorzy-
stania wielokanalowej analizy wycieku, niespoty-
kang w dotychczasowych rozwigzaniach, jest reje-
stracja krzywej chromatograficznej wraz z ciaggla
krzywg stosunku (ilorazu) sygnaléw dla dwéch
réznych diugoéci fal §wiatla absorbowanego przez
substancje w wycieku kolumny. Te wlasciwoSci
sposobu i urzgdzenia pozwalajg w znacznie szyb-
szym czasie wykryé, a w wielu przypadkach zana-
lizowaé iloSciowe przypadki nierozdzielonych i
czeSciowo rozdzielonych w procesie chromatogra-
ficznym substancji.

Wynalazek jest przykladowo wyjasniony na ry-
sunku, na ktérym fig. 1 — przedstawia ogélny
schemat urzgdzenia realizujgcego spos6b wykony-
wania spektrofotometrycznej analizy chromatogra-
ficznej wedlug wynalazku, fig. 2 — przedstawia
blokowy schemat elektryczny zespotu IV, z figury

-1, fig. 3 — przykladowe rozwigzanie konstrukcyj-

ne chromatograficznego zespolu pomiarowego, fig.
4 — wykres przebiegu prgdu odchylania, fig. 5 —
wykres czasowego przebiegu elektrycznych sygna-
16w znacznikéw diugosci fali dla wybranych war-
tosci A,..A;, fig. 6 — przedstawia wykres wyjas-
niajacy dzialanie ukladu automatycznej optymali- -
— przedstawia przykilad
chromatogramu uzyskanego sposobem i w urzg-
dzeniu wedlug wynalazku. .

Urzadzenie realizujgce sposéb. spektrofotome-
trycznej analizy chromatograficznej wedlug wy-
nalazku skilada sie z nastepujgcych podstawowych
czesci: z chromatograficznego zespolu pomiarowe-
go, I, z zespolu szybkoprzemiatajgcego monochro-
matora II, z zespolu wskaZnikowo-sterujacego III
oraz z zespolu optymalizacji i rejestracji IV.

Chromatograficzny zesp6! pomiarowy I przykla-
dowo sklada sie z kuwety przeplywowej 1, ko-
lumny chromatograficznej 2, pompy 3, odbieral-
nika 4, detektora fotoelektrycznego 5, ktbérego za-
kres spektralny i czuto§é odpowiada przyjetemu
przedzialowi analizy i mocy promieniowania nan
padajacego, z elementu rozdwajajgcego 6 wigzke
S§wiatla opuszczajgcego monochromator, detektora

4.fotoelektrycznego 7, toru odniesienia oraz kuwety

8 z roztworem odniesienia.

Zesp6t szybkoprzemiatajgcego monochromatora II
sktada sie przyktadowo z ruchomego, punktowego
frédla 9 promieniowania w ukladzie lampy elek-
tronopromieniowej 10, z optycznego ukladu spek-
trograficznego 11 najkorzystniej siatkowego w re-

‘alizacji lustrzanej oraz z elementu odchylajacego

12 .wyznaczajacego ruch punktowego Zrédia 9.

Zesp6t wskaznikowo-sterujacy III wedlug wy-
nalazku sklada sie z monitora widm absorpcji 13
najlepiej dajagcego odwzorowanie typu rastrowego
(telewizyjnego) oraz z ukladu sterujgcego przemia- .
taniem widm 14.

Zesp6l optymalizacji i rejestracji IV zasadniczo
skiada sie z ukladu selekcyjnego 15 polgczonego
ze Zrédlem sygnalu pomiarowego jakim jest de-
tektor 5, Uklad selekcyjny 15 jest ponadto polag-
czony z monitorem widm absorpcji 13, z ukladem
sterujacym przemiataniem widm 14, z ukladem
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automatycznej optymalizacji 16, z ukladem pro-

gramujaeym 17 oraz z wiclokanalowym rejestra-
torem chromatograméw 18. )

Rozwiniety blokowy schemat elektryczny zes-
polu IV przedstawiony jest na fig. 2, gdzie gene-
rator okresowy 19 napiecia liniowo zmieniajgcego
sie jest poljaczony z grupsa (przykladowo 3 kanaly

a, b, ¢) impulsowych komparator6w napiecia 20, te -

za§ polaczone z grupa ukiadéw probkujgcych 21
tworza wspomniany uklad selekeyjny 15, a ukla-
dy prébkujgce 21 polgczone sg z rejestratorem 18
bezposrednio przez lgcznik W,, badZ dla kanaléw
a i b poprzez uklad ilorazowy 22 i 1gcznik W,
z jednym z kanaléw rejestratora 18. Natomiast
ukiad automatycznej optymalizacji 16 powstaje
przez poljczenie amplitudowego dyskryminatora
23 sygnalu Ux,, z ukiadem poszukujgcym 24 oraz
ukladem przechwytujgcym 25.

Przyklad rozwigzania konstrukcyjnego chroma-
tograficznego zespolu pomiarowego I jest przedsta-
wiony na fig. 3, gdzie odpowiednia kolumna chro-
matograficzna 2 stuzaca do rozdzialu badanych
substancji jest polaczona z optyczng kuwetg prze-
plywowa 1 znajdujaca sie w optycznie szczelnej
komorze toru.pomiarowego. Przeplyw cieczy . wy-
mywajacej jest wymuszany pompa 3 a wyciek po
opuszczeniu kuwety 1 jest odbierany przez kali-
browany odbieralnik 4 stuzgcy zarazem do pomia-
ru predko$ci przeplywu. - -

Dzialanie urzadzenia realizujgcego sposéb wy-
konywania spektrofotometrycznej analizy chroma-
tograficznej wedlug wynalazku omé6wiono nizej.

Uklad 14 sterujgcy przemiataniem widmowym
wytwarza okresowy prad liniowo zmieniajacy sie
(wykres na fig. 4), ktéry steruje clement odchy-
lajacy 12 lampy clektronopromieniowej 10. Powo-
duje to odchylanie jej strumicnia elektronowego
i wyznacza ruch punktowego zrédla promieniowa-
nia 9. Kazdemu polozeniu #r6dla 9 odpowiada in-
ne promieniowanie na wyjéciu ukladu spektro-
graficznego 11. Zesp6l II jest wiec takim rodza-
jem monochromatora, w ktérym szybkos§¢ i zakres
przemiatania widmowego jest wyznaczony przebie-
giem pradu 1i,, ukladu 14. Ten sam prad 1i,, jest
przykladany do elementu odchylania (w osl pozio-
mej) w monitorze widm absorpcji 13, wyznacza-
jac jednoznaczny zwigzek osi odwzorowanie na
monitorze z diugoécia fali wytwarzane przez mo-
nochromator.

Wigzka Swiatla opuszczajgca zesp6t II przecho-
dzi do zespolu I, gdzie ulega rozdwojeniu przez
element rozdzielajacy 6 na wiazke odniesienia.
Wiazka pomiarowa przechodzi przez kuwete prze-
plywowa 1 traktu chromatograficznego i pada na
dctektor fotoelektryczny 5, ktéry wytwarza sygnat
elektryczny Ux, proporcjonalny do transmisji jaka
odznacza sie w danym momencie w kuwecie 1.
Sygnalt ten zawiera w sobie informacje widmowe
i chromatograficzne. Okres powtarzania sygnaléw
w widmie absorpcji jest wielokrotnie krétszy od
czasu zmian tego sygnalu wywolanych przebiegiem
procesu chromatograficznego. Sygnat Uy, przeka-
zywany jest do monitora 13, gdzie powoduje w
znany spos6b wyznaczenie na osi pionowej od-
wzorowania (osi A) widma absorpcyjnych na jego
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ekranie. Sygnal Uy, jest ponadto przekazywany
do zespolu 1V. Zgodnie z #g. 3 sygnal Uy, Jest
wprowadzany do grupy ukladbw prébkujacych 21,
ktére w znany spos6b na'swolch wyjsciach wy-
twarzaja sygnaly napiccia (lub pradu) proporcjo-
nalme do chwilowej wartofci Uy, Przykladowo
chwilowa warto$¢ Ux, moZe uyé wytwarzana dla
trzech réiznych wartosci dlugofel fali A, A, Ay a
wybér tych wartoscl okreéla uklad programujacy
17 z trzema niczaleinymi nastawami. W ten spo-
s6b na wyjsciach ukladéw prébkujgcych a, b 1 ¢
zespolu ukladéw prébkujacych 21 otrzymywane
sa krzywe zmian absorpcji wfunkcji czasu, dla
zadanych z géry wartofci Ay, A3, A;, ktére mozna
zarejestrowaé na wielokanalowym rejestratorze
chromatograméw 18. - )

Uklad zespotu optymalizacji i rejestracji IV po-
zwala na otrzymywanie krzywych chromatogra-
ficznych trzech typéw.

Typ pierwszy daje zbiér bezposrednich krzywych
chromatograficznych detekcji spektrofotometrydz-
nej (ré6wny liczbie kanaléw) otrzymywanych dla
statych, z géry znanych i nastawionych w ukla-
dzie programujacym 17, wartosei A,, A;..An, przy
czym wlaczony  jest lacznik W,.

Wyznaczenie wartoSci A odbywa sie przez gru-
pe impulsowych komparator6w napiecia 20, w
ktérych w znany sposOb przez nastawienie pozio-
moéw napiecia stalego w ukladzie programujgcym
17 i por6wnanie ich z sygnalem okresowego, li-
niowego zmieniajacego sie napiecia z ukladu 19,
wytwarzajg sie sygnaly bramkowe A;, A, A; (wWy-
kres fig. 5). Sygnaly te podawane na uklad 21,
otwierajag okresowo wspomniane poszczegélne
uklady prébkujace a, b, c¢. Dzialanie ponadto gru-
py impulsowych komparator6w napiecia 20 od-
bywa sie synchronicznie z okresem przemiatania
widma, dzieki polgczeniu generatora 19 z ukladem
przemiatania widmowego 14. Nastawione wartosci
A, ..\, sg odwzorowywane na monitorze 18, na
tle krzywej widmowej w postaci Iinii znaczniko-
wych, A,, A;, A;. Powstajg one dzieki temu, Ze na
elektrode sterujaca jaskrawoS$cig obrazu w kine-
skopie monitora 13 podawane sg sygnaly bramko-
we wytwarzane w grupie impulsowych kompara-
toré6w napiecia 20. Przykladowy przebieg tych sy-
gnaldbw w postaci napiecia w funkcji czasu, na
wyjSciu grupy komparator6w napiecia 20 w jed-
nym okresie T przemiatania widma, przedstawia
fig. 5.

Typ drugi rejestracji daje, oprécz zbioru bezpo-
§rednich krzywych chromatograficznych detekcji
spektrofotometrycznej, jeszcze dodatkowe w tym
samym czasie krzywe liniowe. Krzywa takg na
jednym z kanal6éw rejestratora 18 otrzymuje sie
przez automatyczne wyznaczenie w.znanym ukla-
dzie ilorazowym , 22 stosunku sygnaléw Uy, dla
dwb6ch kanatéw, przy nastawionych uprzednio war-
tosciach A, i Ay w ukladzie programujgcym 17 1
wlgczeniu lqcznika W, Na znaczenie krzywych ilo-
razowych w analizle chromatograficznej wskaza-
no uprzednio. ‘ ’

Typ trzeci rejestracji polega na automatycznym
znalezieniu optymalnej warto$ci A w sposobie we-
diug wynalazku realizowanym przez uklady zespo-
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u 1V. Uzycie ukiadu programujacego 17 jest wte-
dy zbedne, natomiast wykorzystany - jest  uklad
automatycziicj optymalizacji 16.

Sygnal pomiarowy Uy, wprowadzony zostaje do
amplitudowego dyskryminatora 23, ktory po prrzc-
kroczeniu progu U, jako progu zadzialania (fig. 6),
ksztaltuje sygnal impulsowy. Sygnat impulsowy
jest nastepnie przckazany do clcktronowego ukla-
du przechwytujgeego ‘23 w ktorym za posrednic-
twem wolnozmiennego napigela linfowo rosnace-
go wytwarzancgo przez uklad poszukujacy 24
.przechwycone” zostajc poloienie sygnalu impul-
sowege | wytworzone napigeie sterujgce U, pro-
porcjonalnic do poloienia przechwyconego sygna-
lu impulsowego. Naplecie U, przez wigczenie lqcz-
nika W, mote byé¢ skierowanc do jednego x kom-
paratoré6w np. & { wyznaczyé wartos¢ A, w danym
przypadku odpowladajgcq maksimum  krzywe}
absorpc}i. Automatycznie zoptymalizowana wartodé
Aopt: Jest zobrazowana (jak poprzednio) na moni-
torze 13 w postaci linll znacznikowe) oraz wska-
zywana priez odpowlednio wycechowany wskainik
wychylowy Wi, :

Na fig. 7 prredstawiono zapis typowego chroma-
togramu uzyskanego sposobem i w urzgdzoniu we-
diug wynalazku. Jest to rozdzim? chromategraficz-
ny trzech substancii, z ktérych dwie sg praktyca-
nie nierozdiielone w czasie. Cyfry 1..5 wskazuja
kolejne momenty procesu chromatograficznego na
ckranfe monitora i na tasmie rejestratora. Ozna-
czenia A,..A; wskazulg dlugokci fal, przy ktoérych
prowadzony jest zapls chromatogramu. Na tasmie

przedstawiono zapls z czterech kanaléw i jednq .-

krzywg 1lorazowsg

Sposéb 1 urzqdzenie wedlug wynalazku znajdu-
je zastosowanie gléwnie do analizy zloionych mie-
szanin zwlgqzkéw organicznych w przemysle che-
micznym, farmaceutycznym, spoityweczym, medycy-
nie i blochemil a ponadto w analizie §ladowe).

Zastrzetenia patenfowe

1. Spos6b wykonywania spektrofotometryczne]j
analizy chromatograficznej polegajgcy na spektro-
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fotometrycznej detekcjl substancii w wycleku z
kolumny chromatograficznej | analizie chromato-
graficznc}, zmamienny tym, %c uklad cickly lub
gazowy na wyjéclu kolumny chromatograficznej
poddajc si¢ cigglc] analizie spektrofotometrycznej
o okresie przemiatania widma przewyisiajacym co
najmnic} 10 razy poléwkowy czas przcplywu po-
jedyncze} substanc)i, a otrzymane sygnaly detek-
cji fotoclcktrycznej poddaje sie szybkic} automa-
tycznej analizie w celu wydzielenia sygnalow ste-
rujgcych doborem optymalnych wartodci dlugodci
fali odpowiadajgcych poszczegélnym kanalom re-
jestrac)i krzywych chromatograficznych.

2. Urzadzenic do stosowania sposobu  wedlug
zastrz. 1, skladajgce sig r ukisdu chromatografics-
nego polaczonego z ukladem spektrofotometryex-
nym, snamionne tym, te uklad spektirofotometrycz-
ny ma zespdl szybkoprzemiatajycego monochroma-
tora (H) wspéipracujscego popraez dwuwigzkowsq
komore roboczy z detektorami foloelektirycznymli
(8) i () wspoOlpracujgcymi z holel z zespoleth
wekaznikowo-sterujgeyin (1) orax 3 zespolem
optymalizac) | rejestracji V). ,

3. Urzqdzenie wediug zasirz. 3, asamienns (ym,
2e detektor (8) zespolu pomisrowego (1) polacaony
jest z monitorem (18) widin wbsorpc)i  zespolu

* wskainikowego (1}1), polyczonego s kolei z ukla-

0

40

dem sterujgcym (14) prrzemijatunia widm.

4. Urzgqdzenie wediug zastrz. 2 { 3 anamiesne
tym, ic uklad sterujgcy (14) jest pulgcsony z ele-’
mentem odchylajgcym (13 lampy (18} a takie jest
polaczony z ukladem sclekcyjnym (18) zespolu
optymalizacit (IV). -

5. Urzgdzenie wedlug zastrz. 2, ssamfensis tym,
ie zesp6l optymalizacyi (1¥) zawiera uklad aute-
matyczncj optymalizacii (16), uklad programujgcy
(17) i wiclokanalowy rejestrator (18) polaczone z
ukladem selekcyinym (18).

6. Urzgdzenie wediug zastrz. 2—5, snumienne
tym, 2e dowolne pary kanaldw sy polgczone prrez
uklad selekcyjny (15) z ukladem ilorazowym (17),

- a wyjscie ukladu programujgcego (17) jest polg-

czone z wielokanalowym rejestratoremn (19).
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