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Abstrakt

Prace se zabyva rozborem a ndvrhem elektronického feseni detekce signdlu a mate-
matickych metod vyhodnoceni zdznami vysoce Gcinné kapalinové chromatografie
(dale jen HPLC). Rozbor v soucasné dobé pouzivanych feseni je doplnén popisem
chromatografického systému, ktery byl vyvinut tymem, ve kterém autor disertacni
prace vedl navrh elektronického hardware, je vyhradnim autorem veskerého firm-
ware pifstrojd a vyraznou mérou se podilel i na koncepci a vyhodnocovacich algo-
ritmech nadtfazeného fidiciho a vyhodnocovaciho softwarového systému. Jako pre-
zentace zajimavého feSeni je pak podrobnéji rozebrany dil¢i tkol projektu, kterym
byl ndvrh prevodniku s vysokym rozlisSenim vhodného pro HPLC aplikace. Dal§im
cilem préce je sezndmeni s moZnostmi a souc¢asnymi stavem vyhodnoceni chroma-
tografického zdznamu. Na tomto zdkladé je pak proveden vybér a ndvrh novych
metod a algoritmu zaloZenych na metodidch matematické optimalizace. Pro vybrané
a navrZzené metody a algoritmy je pak pfedloZen rozbor jejich moZné integrace do
budoucich verzi chromatografického fidictho a vyhodnocovaciho systému CHRO-
MuLAN, ktery je Sifen pod otevienou licenci GPL. Prace také strucné popisuje
komunika¢ni protokol uLLAN, ktery byl pravé pro fizeni a sbér dat z chromatogra-
fickych pfistroji navrZen.

Klicova slova: chromatografie, spektrofotometr, analogové-digitdlni pfevodnik



Abstract

The thesis focuses on research and development of high performance liquid chro-
matography (abbreviated HPLC) assays evaluation algorithms, spectrophotometer
electronic design, signal processing and instruments setups control. Analysis of the
currently used solutions is accompanied with description of the chromatographic
system that was developed by a team in which the author of the thesis leads elec-
tronic hardware design, is the sole author of all instruments firmware and signifi-
cantly contributed to the design and evaluation of algorithms superior control and
assay record evaluation. The detailed description of innovative method and fur-
ther design of high resolution analog to digital converter for HPLC applications is
highlighted as one of the interesting and reusable achievements. The thesis pro-
vides introduction into chromatography analytical method as well. The use of mod-
ern methods and algorithms for chromatography assays evaluation is proposed on
that theoretical basis. The possibilities for integration of researched methods into
CHROMuLAN open-source chromatography system are discussed as well as inven-
tion and implementation of communication protocol (ULAN) used for chromato-
graphic apparatus setups control.

Keywords: chromatography, spectrophotometer, analog to digital converter



Hlavni v praci analyzované a reSené ukoly
Prace se zabyva predevS§im podrobnym rozborem a feSenim nasledujicich ukold

1. ndvrh koncepce a implementace analogové digitdlniho pfevodniku, ktery bude
spliiovat specifické pozadavky v aplikaci spektrofotometrického detektoru pro
kapalinovou chromatografii. Jedna se predevs$im o vysoké rozliseni, stabilitu,
moZznost piimého pouZiti pro pomérové méfeni a schopnost zachovat hodnotu
plochy pod kiivkou (integrdl) méfeného signdlu ve vystupnich digitalnich da-
tech.

2. vybér a poté ndvrh vlastniho distribuovaného deterministického algoritmu fi-
zeni pristupu k prenosovému médiu a kompletni vyvoj komunikaéniho pro-
tokolu od struktury datovych ramci aZ po introspekci objektovych datovych
slovnikli vhodny pro fizeni a monitorovani (nejen) sestav chromatografickych
pfistroju.

3. navrh a implementace softwarového prostiedi — chromatografického systému
— pro Tizeni sestav chromatografickych pfistroji a sbér a zpracovani chro-
matografickych zaznamid. K tomuto tématu se vaze i poZzadavek na analyzu,
vybér a otestovdni metod kvantitativntho vyhodnoceni chromatografickych
analyz metodou matematické optimalizace a modelovani pribéhu s vyuZitim
analytickych popisii odezev jednotlivych slozek analyzovanych latek.
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Kapitola 1

Uvod

Préce se zabyv4 rozborem a ndvrhem elektronického feseni detekce signdlu a mate-
matickych metod vyhodnoceni zdznamu vysoce ucinné kapalinové chromatograﬁeﬂ
(dale jen HPLC). Rozbor v soucasné dobé pouZivanych feSeni je doplnén popisem
chromatografického systému, ktery byl vyvinut tymem autora. Dal$im cilem préace
je sezndmeni se s moZnostmi a soucasnym stavem vyhodnoceni chromatografic-
kého zdznamu a nasledny vybér a navrh metod a algoritmi zaloZenych na metodach
matematické optimalizace. Pro vybrané noveé navrzené metody a algoritmy se po-
¢itd s jejich integraci do chromatografického fidictho a vyhodnocovaciho systému
CHROMuLAN, ktery je sifen pod otevienou licenci GPL.

V kapitole 2] je struéné popsan chemicky zdklad chromatografické metody. Dile
jsou stru¢né popsany jednotlivé funkcni celky kapalinového chromatografu. Text
prace si neklade za cil predloZzit hluboce propracovany podrobny popis chromato-
grafické metody. Autor neni odbornikem v oboru analytické chemie a pro konstrukci
detektoru a vyhodnoceni zdznamu jsou vice neZ chemické zakonitosti dilezité fyzi-
kalni optické vlastnosti detekovanych latek a znalosti v oborech elektroniky, fizeni a
procesorové techniky. Matematicky model chromatografického zdznamu je podrob-
néji popsan v kapitole [3]

Kapitola [3| pfedklada podrobnéjsi popis zdkonitosti ovliviiujicich pribéh chro-
matografického zaznamu. Pfedev§im se jednd o popis matematickych modell ode-
zvy jednotlivych sloZek analyzovaného vzorku. Déle jsou specifikovany problémy,
které je potfeba fesit pri kvantitativnim vyhodnoceni chromatografické analyzy.

Kapitola [] se zabyvd béznymi metodami kvalitativniho a kvantitativniho vy-
hodnoceni chromatografického zdznamu. Tyto metody jsou zaloZeny na lokdlnim
vypoctu plochy odezvy jednotlivych detekovanych sloZek a v mnoZstvi ptipadl jsou

IMetody kapalinové chromatografie patii do §ir$i skupiny analytickych a separaénich metod vyu-
Zivajicich ¢asového nebo prostorového rozdéleni latek pred optickym, elektrochemickym nebo jinym
detektorem, ktery neni schopen samostatné od sebe odezvy jednotlivych sloZek rozlisit.



2 Kapitola 1 Uvod

vypocitané hodnoty silné zavislé na volbach uZivatele a charakteru zdznamu.

Moznosti vyhodnoceni zdznamu s vyuZitim modernich optimaliza¢nich metod
jsou rozebrany v kapitole [5] Tyto metody umoZiuji v mnoha pifpadech zcela elimi-
novat vliv vzajemného prekryti odezvy vice slozek a potlacuji vliv Sumu na kvanti-
tativni vyhodnoceni analyz. Kapitola pfindsi také ndvrh a otestovani vlastniho feSeni
problému.

Kapitola[6] obsahuje rozbor poZadovanych vlastnosti a ndvrh obvodového fesent
vysoce citlivého spektrofotometrického detektoru pro kapalinovou chromatografii.
Popisuje mechanické, optické a elektronické prvky pfistroje, jehoZ vyvoje se autor
zicastnil a ktery je v soucasné dobé vyrdbén a provozovan na analytickych i pfed-
nich védeckych pracovistich pracovistich v nékolika zemich svéta. Kapitola se poté
zameétuje na hledan{ a navrh origindlniho feSeni digitalizace signald, které vyhovuje
pozadavkim kladenym na pfistroj.

Kapitola[7]obsahuje pfehled poZadavki na chromatograficky software a jeho ko-
munikaci s pfistroji. Dale seznamuje ¢tenafe s vyvinutym komunika¢nim a softwa-
rovym feSenim pro fizeni chromatografickych systémi a vyhodnoceni chromatogra-
fickych zdznamd. V oblasti vyvoje software se pfedevsim jedna o projekt CHRO-
MuLAN. Diéle je popsan navrh integrace metod popsanych v predchozich kapito-
l4ach do tohoto systému. Kapitola zahrnuje i popis komunikaéniho protokolu uLLAN,
ktery byl pro tuto aplikacni oblast navrZen.

V zavéru je uvedeno zhodnoceni v soucasné dobé dosazenych vysledki a uve-
den ndvrh moZnosti pro dalsi rozsifen{ systému a s nim souvisejicich projektd. Zaveér
téZ piindsi seznam Clend vyvojového tymu, ktefi se podileji na vyvoji jiZ nékolika
generaci chromatografickych pristroju a systému.

1.1 Cile, zaméreni a publikum prace

Text této prace sice podléha poZadavkiim na strukturu disertacni préace, ale piipad-
nému Ctenadfi miZe poslouZit i jako nahled do popisované problematiky z pohledu
Clena tymu, ve kterém se jiz 20 let zabyval vyvojem laboratornich a medicinskych
pistrojii, fizenim a komunikacemi. ReSeni technickych problémii a dosaZeni vy-
bornych parametrl pfi zachovani pfiméfené ceny je Casto vyzvou, kterd vyZaduje
analyzu, vyzkum a ndvrh novych principd a metod. Nékolik takovych feSeni a pro-
blému, které autorovi textu prace ptipadaly zajimavé, je v praci podrobnéji zpraco-
vanych a analyzovanych a i diky pfedloZzeni ndvrhu na zadédni disertacni préce se
dockaly dalsiho rozvoje a predevsim byly 1épe zdokumentované. Pfitom vétSina vy-
sledkl popisovanych feSeni je i piipadnym zajemctim plné pfistupnd v piislusnych
souvisejicich otevienych projektech, a nékteré jiz nasly i uplatnéni v projektech ci-
zich. Seznam témat fazeny podle hodnoceni inovativnosti autorem textu

* nadvrh origindlniho feseni prevodu analogového signédlu na digitalni, ktery
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kombinuje poznatky z nékolika zndmych metod a pfimo svymi vlastnostmi
odpovida pozadavkiim daného pouZiti. Ndpad vznikl béhem diskuze ve firmé
PiKRON mezi autorem textu a Ing. Petrem Porazilem. Autor poté provedl
analyzu a pivodni navrh digitalni ¢dsti zpracovani. Analogova Cdst je spolec-
nym dilem. V rdmci disertacni prace pak byla autorem provedena dal$i po-
drobnd analyza a modelovani. Podrobna analyza problému i navrhu je ndplni

kapitoly [6]

* navrh vlastniho distribuovaného deterministického algoritmu fizeni pristupu
k pfenosovému médiu a kompletni vyvoj komunikaéniho protokolu od struk-
tury datovych ramci aZ po introspekci objektovych datovych slovnikt. Jedna
se o pivodni vyvoj autora pro firmu PiKRON. Projekt byl zvetejnén a v sou-
¢asné dobé na jeho dalsim rozvoji spolupracuji s autorem i uzivatelé a vyvojari
z jinych projektd a firem. V rdmci disertacn{ prace byl nové proveden rozbor
¢asového chovani protokolu a rozsifena dokumentace na strankach projektu.
Soucasné autor pracoval na podpore dalSich vestavnych architektur. Imple-
mentace protokolu byla déle rozSifena o moznost tvorby kombinovanych za-
fizeni. Také byl navrZen a implementovan systém pro pfimé propojovani kon-
figurovatelnych kandlii procesnich dat mezi pfipojenymi zafizenimi. Postup
navrhu a rozbor vlastnosti protokolu jsou soucasti kapitoly

 otevieny chromatografického systtm CHROMuLAN. Projekt byl zalozen
Doc. Jindfichem Jindfichem ve spoluprici s autorem této price. Autor textu
disertacni prace se podilel na ndvrhu struktury dat, implementoval zdkladni
algoritmy pro vyhodnoceni analyz a podilel se na nidvrhu koncepce aplikace
a realizaci propojeni se zafizenimi. V rdmci disertani price autor textu na-
studoval teoreticky zaklad chromatografické analyzy latek a na zdkladé zis-
kanych znalosti a informaci navrhl feSeni, které umoZni presnéjsi zpracovani
zaznamu. Ddle pripravil rozvahu k integraci feSeni do systému CHROMu-

LAN. Teoreticky zdklad je zpracovany v kapitole[5|a moZnosti integrace v ka-
pitole

Tyto podrobnéji rozebrané a zpracovavané oblasti jsou svdzané spoleCnym tématem
(oblasti kapalinova chromatografie a vlastnim vyvojem kompletni sady pfistrojd pro
tuto analytickou oblast) i vzdjemnymi souvislostmi (zdznamy analyz jsou méfené
popisovanym spektrofotometrickym detektorem, data méfeného signdlu jsou do di-
gitilni podoby prevddéna zminénym prevodnikem, fizeni celych sestav pristroji
véetné tohoto detektoru a sbér méfenych dat je mozny diky projektu CHROMu-
LAN a k vlastni komunikaci a propojen{ piistrojti se pouziva vyvinuty komunikacni
protokol uLAN).



4 Kapitola 1 Uvod

1.2 Vztah k souvisejicim pracem

Oblast pfevodu analogového signdlu na digitalni je doménou mnoha védeckych ka-
pacit a tymi. Pfi navrhu a volbé pouzitych principt se vZdy jedna (kdyZ odhlédneme
od ceny feSeni) o urCity kompromis mezi tfemi poZadavky: vysoké rozliSeni (pfes-
nost), vzorkovaci frekvence (pfipadné Sifka pdsma) a energetickd spotieba zapojeni.
Prehled a analyzu riiznych principi prevodu lze nalézt v|Walden| (1999). Realizace
prevodnikii s vysokym rozliSenim (zajimavych pro oblast digitalizace chromatogra-
fickych signald) byla difve zaloZena vétSinou na principu dvoji nebo vicenasobné
integrace. Diky pokroku v teorii signdlt a fizeni se v dne$ni dob& zdjem piesméro-
val pfedev$im na feSeni zaloZend na principu sigma-delta modulédtord a ndsledného
matematického zpracovani. Nevyhodou sigma-delta modulace prvniho fadu je re-
lativné nepfiznivy pomér mezi Sitkou pasma a rozliSenim, ktery v§ak miZe byt ra-
pidné (mnoha fadove) zlepsen pouZzitim modulatord vyssich fadt. Navrhy takovych
prevodnikii s poZadovanymi vlastnostmi jsou jiz velmi dobie propracované Tortosa
et al.| (2008). Pfikladem postupu ndvrhu muze byt napiiklad disertani prace |Qi-
feng| (2007), ktera popisuje navrh rychlého audio prevodniki se sigma-delta modu-
latorem tfetiho fadu. ReSeni pfedloZené autorem je zaloZené na alternativni metodé
a jeho navrh zacal v dobé, kdy jesté sigma-delta pfevodniky vysSich fadd nebyly
béZné. Pfi jeho srovndni s pfehledem a rozborem technologicky dosaZitelnych feSen{
svétové Spicky v|Le et al.|(2005)) by jeho primé zatrazeni sice bylo hluboko pod kiiv-
kou spojujici maximdlni dosahované hodnoty kombinaci vzorkovacich frekvenci a
rozliSenti, ale autor prace je presvédceny, Ze pro dané pouZiti ma stale navrh zdsadni
vyhody. Sigma-delta pfevodniky prvniho fadu vykazuji bud’ vyrazné delsi ¢asové
konstanty nebo jsou spinaci frekvence uvnitt modulatoru prilis vysoké a chvéni ho-
din pfispivd k vzniku Sumu. Obecné vysoky pomér poctu pfepnuti na Cas, za ktery
je dodan jeden nekorelovany vzorek, je fadoveé vysSi nez u navrzené metody a pfi
uvazovani redlnych technologii polovodiovych soucéstek je takovy pfevodnik v ne-
vyhodé€. Zrychleni dosaZeni odezvy zvySenim fddu modulétoru je zdsadni. S fddem
systému pak sice roste rychlost pribliZzeni se k plnému urCeni vstupni hodnoty a
sniZuje se pocet pfepindni na nekorelovany vzorek, av§ak obdobnou mérou roste
vliv redlnych vlastnosti soucastek v integracnim fetézci a nepresnosti v Casech pre-
pindni. Tym autora mé zkuSenosti s nasazenim standardné dostupnych $pickovych
sigma-delta pfevodniku v jinych aplikacich bez specifickych pozadavki v této praci
probiraného pfipadu a i po porovndni s novéjsimi technologiemi je stdle presvédcen,
Ze pro dany typ uloh je navrZené originalni feSeni i pres narocnost vedeni vlastniho
ndvrhu a soucasnou nedostupnost jeho na ¢ip integrované varianty vyhodnéjsi a po-
¢itd s nim i pro budouci generace pristrojt.

V dobé hledani vhodného fidictho a vyhodnocovaciho software pro vyvijenou
sadu chromatografickych pristrojt jiz existovalo mnoZstvi komerénich uzavienych
systémti — ChemStation (Agilent), Chromeleon (Dionex), Clarity (DataApex).
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Ovsem popis v nich pouZitych metod zpracovéni dat byl autorovi prace zcela ne-
dostupny a pravdépodobné ani v té dob¢ tyto systémy podporu pro matematické de-
konvoluéni|Halket et al.|(1999); |[Kong et al.|(2005) zpracovani analyz neobsahovaly.
Pfitom mozZnost presvédcit velké korporace s vlastnimi pfistroji, aby podporovali
¢eského vyrobce nebyla redlnd. Ani Cesky vyvojovy tym DataApex se nemél zdjem
kompletnim fizenim pIné digitalnich sestav nové navrZzenych pristroji zabyvat. Ko-
mercni program PeakFit (Systat Software) jiZ zpracovani na irovni dekonvoluce na-
bizel, ale ani ten nebyl autorovi dostupny. Tymem autora zaloZeny projekt CHRO-
MuLAN byl pravdépodobné prvni plné se zdrojovymi kédy publikovany chroma-
tograficky systém. Podobnou snahu postavit takovy fidici a vyhodnocovaci systém
na kombinaci otevienych nastroji a programii reprezentuje prace |Carr et al.| (20006).
V ni navrZeny piistup ale neni pfili§ uZivatelsky piivétivy. Pro samotnou oblast zpra-
covani dat analyz jiZ v poslednich letech vznikly zajimavé projekty, napf. [Sturm
et al.| (2008) (pfedevs§im pro hmotnostni spektrografii) a disertani prace |[Wenig —
Odermatt| (2010). Vlastnich algoritmt na hledani a prokladani kiivek existuje velké
mnozstvi Bjorck| (1996)) a i jejich implementaci, napf. Matlab nebo (Galassi et al.
véani, které nabizi cestu dal$iho rozvoje projektu. Ten jiZ i v soucasné podobé po
roky slouzi v sestavach s vyvinutymi pfistroji na mnoha védeckych a analytickych
pracovistich.

Komunikac¢nich protokolii pro fidici aplikace existuje velké mnozstvi (CAN,
Profibus, BACnet, Ethernet Powerlink) s riznymi pfistupovymi protokoly. Z otevie-
nych feSeni se jednd napiiklad o Karg| (2010); SYS TEC electronic GmbH]| (2010);
Tran| (2009-2010). Rozbory jejich chovani v redlném cCase jsou opét Castym téma-
tem rtznych praci, napt.[Hanzalek — Capek|(2003). Do redlného navrhu vSech vrstev
véetné implementaci a ovladaci pro vétSinu operacnich systému se vSak jiz pousti
minimum z autorti védeckych praci. V prici je obsaZen rozbor moznosti volby né-
kterého ze standardizovanych feSeni a poté je predvedené, Ze volba vlastniho feSeni
minimélné v dobé vzniku byla nejvyhodnéj$i mozZnosti. Pfitom nékteré vlastnosti
navrzeného feSeni jsou unikdtni i dnes.
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Kapitola 2

Kapalinova chromatografie

V této kapitole je strucné popsan chemicky zdklad chromatografické metody. Prace
je poté ddle zaméfena na specificky druh chromatografie a to na chromatografii ka-
palinovou s optickou detekci, proto jsou do této kapitoly zaclenény i zdkladni in-
formace tykajici se spektrofotometrické detekce latek. Ddle jsou strucné popsdny
jednotlivé funkéni celky kapalinového chromatografu. Uelem této kapitoly viak
neni predloZit hluboce propracovany podrobny popis chromatografické metody. Au-
tor neni odbornikem v oboru analytické chemie a pro konstrukci piistroji jsou vice
neZ chemické zdkonitosti dilezité fyzikalni a optické vlastnosti detekovanych latek.
Rozsahlejsi teoreticky popis chemickych a fyzikdlnich aspekti kolonové chroma-
tografie 1ze nalézt napiiklad v [Novak (1981)); Purnell| (1962). Matematicky model
chromatografického zdznamu pro potieby vyhodnoceni vzorki je podrobnéji po-
pséan v kapitole 3]

2.1 Chromatograficka metoda

Chromatografie patii do Siroké skupiny separacnich (délicich) metod. Tyto metody
slouzi k ziskdvani Cistych latek (separaci latek) nebo umoziuji zvysit selektivitu
a specificnost pfi analyze jednotlivych slozek latky. Zakladni rozdéleni a piiklady

nékterych separa¢nich metod:

1. déleni srdZenim, elektrolyza, destilace, krystalizace, dialyza, extrakce

2. elektromigracni separacni metody

(a) planarni gelova elektroforéza

(b) kapilarni zénova elektroforéza (CE)

3. chromatografie
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(a) plynovd (GC — Gas Chromatography) (adsorpéni a rozdélovaci)
(b) superkritickd fluidni (SFC)
(c) kapalinova (LC — Liquid Chromatography)
* sloupcovd gravitacni
* kolonova (HPLC - High Performance Liquid Chromatography)
adsorpéni, rozdélovaci, gelovd a iontové vyménna
* plandrni (plo$n4)
papirova (PC) a tenkovrstva (TLC)

Tato publikace je zaméfena pfedevsim na vyhodnocovéni a fizeni analytické HPLC.
Presto 1ze metody pro popis a vyhodnoceni chromatografickych zdznamti popiso-
vané a navrhované v dalSich kapitoldch pouzit i pro podobné analytické metody uve-
dené v predchozim seznamu. Jednd se pfedevSim o plynovou chromatografii (GC)
a kapilarni zénovou elektroforézu (CE). Podobné techniky vypoéti 1ze pouZit i pro
vyhodnoceni klasické gelové elektroforézy.

ProtoZe jsou chromatografické metody pouZivany v mnoha oborech, vyskytuje
se mnozstvi pojmu, které jsou typické pro urcitou oblast vyuziti. Obecny popis na
pocatku této kapitoly je t€mito vicendsobnymi terminy ponékud zatizen. Dalsi Casti
jsou jiz zaméfeny na analytickou vétev chromatografie, zabyvajici se kvantitativ-
nim a kvalitativnim méfenim sloZeni smési latek, proto jsou postupné k obecnéj$im
pojmim uvadeény i terminy typické pro analytickou chromatografii.

2.1.1 Zaklad chromatografické metody

Chromatografie je oznaceni skupiny analytickych a separacnich (délicich) metod za-
loZen4 na rozdilech v distribuci a tim i pohyblivosti délenych (analyzovanych) latek
mezi dvé faze, pohyblivou mobilni fazi a nepohyblivou staciondrni fazi. Prvni po-
psané pokusy provedl poc¢itkem dvacdtého stoleti rusky védec Cvét, ktery rozdélil
jednotlivé slozky rostlinnych barviv tak, Ze nechal prochézet jejich roztoky kolo-
nami naplnénymi tuhymi adsorbenty. Jednotlivé barevné sloZky opoustély kolonu
pfi prichodu Cisté kapaliny v Case postupné. Proto byla metoda pojmenovana chro-
matografie (z feckych slov chroma barva a grafein psat). Toto oznaceni je sice pro
mnoho metod patficich do popisované skupiny zavadéjici, presto jiZ nebylo pozdéji
zménéno. Po delsi prestavce byla metoda znovu objevena v tficatych letech a uplat-
nila se v mnoha modifikacich pro stanovovani a déleni sloZek latek, ziskdvani velmi
Cistych latek, monitorovani a fizeni technologickych procesi. V soucasné dobé lze
chromatografické metody délit podle riznych kritérii:

1. povaha mobilni faze: plynové (GC), kapalinova (LC)

2. zpusob provedeni: kolonova (sloupcova), plosna (planarni)
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3. princip separace: rozdélovaci, adsorpéni, iontové viyménnd, gelova
4. pracovniho postupu: eluéni (analytickd), frontdlni, vyméSovaci

5. tucel: analyticka, preparativni

Chromatografickd metoda je vhodnd pro analytické dcely pfedev§im v téch piipa-
dech, kdy je velmi obtiZné sestrojit specificky detektor (senzor) nebo chemicky po-
stup pro piimé stanoveni koncentrace jedné slozky smési. Po rozdéleni smési na
jednotlivé slozky je mozné pouZit detektor (senzor), ktery detekuje pouze soucet
koncentraci analyzovanych sloZek v mobilni f4zi, protoZe jednotlivé sloZky opous-
téji kolonu postupné. Doba, po kterou je urcitd sloZka zdrZena v kolonég, se na-
zyva retenéni Cas. Odezva detektoru na pritomnost detekovanych slozek smési je
od pocatku analyzy (naddvkovani smési) zaznamendvana. Tento zdznam zavislosti
odezvy na retencnim Case se nazyva chromatogram. Odezva jedné oddé€lené slozky
smési odpovidd v chromatogramu vétSinou impulzu s pribéhem bliZicim se prd-
behu hustoty pravdépodobnosti normalniho rozdéleni. Tato odezva jedné slozky je
v chromatografii oznacovana terminem pik (z anglického peakﬂ Zévislost tvaru a
velikosti piku na koncentraci slozky se 1isi pro rizné tfidy detektorl a je podrobnéji
popsédna v odstavci V oborech kapalinové a plynové chromatografie je Casto
plocha odezvy urcité slozky piimo timérnd koncentraci této slozky.

Dal$im podstatnym kladem metody je to, Ze po provedeni jedné analyzy smesi
(vzorku) je mozné vypocitat koncentrace vice slozek analyzované smési (analytl).
Metoda dosahuje nejen vysoké specifi¢nosti stanoveni koncentraci, ale v mnoha pii-
padech i velmi vysoké relativni i absolutni pfesnosti a rozliSitelnosti. Jako piiklad
mnozstvi stanovenych analytt z jedné analyzy 1ze uvést napfiklad stanoveni koncen-
traci aminokyselin v biologickych prepardtech kapalinovou chromatografii, které je
schopné rozlisit okolo 40 analytt. Nékteré analyzy s vyuZitim plynové chromatogra-
fie stanovuji i n€kolik set analytl (napfiklad asi 200 analytti v cigaretovém kouti).

2.1.2 Kolonova chromatografie

Kolonova chromatografie se vyznacuje uzavienim stacionarni faze (sorbentu) do
mechanicky vymezeného prostoru (kolony). Prochazejici mobilni faze (eluent) zpa-
sobuje prichod sloZzek (analyttl) naddvkované smési (vzorku) kolonou. Pfi tomto
postupu se jednotlivé sloZzky smési déli a sloZkdm prislu§né z6ény se rozsituji. Z pro-
storu kolony jsou postupné sloZky vynaSeny mobilni fazi do detektoru nebo jimek.
Tento proces se zazyva eluce a z kolony vystupujici mobilni fize vynésejici slozky

1y geském prekladu Purnell| (1962) je zavedeny termin zéna a ,,peak area® je prekladdno jako
plocha pod zénou nebo vinou. V novéjiich Gesky psanych materidlech|Stulik et al.| (2005); Zykal (1980)
je jiz od této snahy upusténo a je pouzivany pocestély tvar pik.
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se pak nazyva eludt. Stény kolony pfedstavuje vétSinou u LC sklenénd nebo ne-
rezova véalcova nadoba nebo trubice s uzavéry, které udrzuji sorbent ve vnitinim
prostoru a propousteji kapalny eluét. V piipadé GC je pouZita tenka kapilara, nejcas-
téji sklenénd nebo kfemennd s vnitfnim povrchem potaZenym sorbentem a eludt je
v plynné fazi. Urcité mnoZstvi délené latky (smési) je nejdiive dopraveno s mobiln{
fazi na Celo (pfivod) kolony. Pfi prichodu smési kolonou dochazi k postupné se-
paraci (déleni) jednotlivych sloZek smési v disledku rdzné rychlosti jejich postupu
kolonou. Rychlost postupu sloZek smési (analytd) je zdvisld na mnoha faktorech.
Hlavnimi z nich jsou

1. rozdiln4 afinita analytl ke staciondrni fazi

2. riznd distribuce (rozdéleni) jednotlivych analyti mezi staciondrni a mobilni
fazi

3. analyty jsou rozdilné€ zdrZovany (retence) a zpoZd’ovany (retardace)

Vsechny tyto déje jsou déle zdvislé na rychlosti pohybu mobilni fidze kolonou a
na mnoZzstvi dalSich fyzikalnich podminek procesu eluce. Jednd se o teplotu, tlak,
tlakovy spad na kolon€, homogennost sorbentu a jiné vlivy. Na obrdzku 2. 1| graficky
je znazornén prichod dvouslozkové smési kolonou. Vlivy zptisobujici rozdilnost

* eluent

Rt !

Oy O eoe
%%boo oo’
o9

sorbent

O
oo O
5% d analyt

+ eluat

Obrézek 2.1: Prichod smési kolonou

rychlosti postupu slozek 1ze rozdélit do dvou obort. Jednd se o termodynamiku
separace a kinetiku separace.

Termodynamika separace se zabyva vlivy, které ovliviiuji velikost interakce
mezi sorbentem a analytem, zdrZovani (retenci) a zpoZd’ ovéni (retardaci) analytd,
rychlost migrace analytd kolonou, rozdily v reten¢nich Casech (Cas, po ktery je ana-
Iyt zdrzovan v kolon¢) analytl a déleni analytd od sebe navzajem.
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Kinetika separace se zaméfuje na vlivy, které zptisobuji rozsifovani (rozmy-
vani) z6n analytd béhem postupu kolonou, a vlivy ptisobicimi na Sitku pika v chro-
matogramu.

Termodynamika a kinetika separace spolu tizce souviseji a obé dve urcuji, jak
moc se sousedni piky v chromatogramu prekryvaji. Pfi zkoumani prichodu ana-
lytd to odpovida dokonalosti nebo nedokonalosti vzdjemného rozdéleni zén sou-
sednich analyti. Termodynamika i kinetika separace ovliviiuji rozliSeni sousednich
pikt v chromatogramu. Ukolem sestaveni analytického pfedpisu pro stanoveni ur-
citych slozek je nalezeni co nejvhodnéjsich chemickych a fyzikdlnich podminek,
které zaruCuji co nejlepsi rozdéleni sousednich pikl. Vliv termodynamiky i kinetiky
je graficky zndzornén na obrazku [2.2] Obrizek zndzoriiuje ve vodorovném sméru
ziuzeni pikti vhodnéjsi volbou parametrii kinetiky separace a ve svislém sméru moz-
nost oddaleni retencnich Casi pfi zachovani §itky pikt zptisobeného dpravou sa-
motné termodynamiky separace. Vétsinou jsou pfi ndvrhu a zvySovani dcinnosti
separace upravované oba parametry k dosazeni co nejlepsiho vysledku separace a
tuto kombinaci tprav demonstruje prava spodni ukdzka zaznamu piki.

Zzména
kinetiky
_>

Zzména

termodynamikyjk

Obrazek 2.2: Vliv termodynamiky a kinetiky na rozd€len{ pikt

Termodynamiku a kinetiku procesu eluce 1ze ovliviiovat fyzikalnimi a chemic-
kymi podminkami v kolonég. Jedn4 se predevsim o

¢ volbou mobilni faze
* volbou staciondrni faze

* volbou teploty procesu

Vhodné zvolené podminky se bud’ udrzuji po celou dobu procesu neménné nebo se
b&hem procesu eluce méni a pak se takové separacni metody nazyvaji gradientni.
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N2

Hlavnim cilem volby podminek je dosaZeni co nejucinnéjsi separace analytd
na vystupu kolony. Zadany je tedy takovy priibéh separace, kdy jednotlivé analyty
postupné opoustéji kolonu zcela oddélené. Pak je moZzné Cisté latky jimat nebo de-
tekovat s jistotou, Ze nejsou vzajemné znecisténé nebo vysledky urceni koncentraci
vzdjemné ovlivnéné. Vzhledem k tomu, Ze se vSak na nejniZsi drovni jednd o pro-
cesy, které je mozné popsat pouze statistickymi vlastnostmi téchto ndhodnych déjd a
jejich pravdépodobnostni rozloZen{ jsou spojitd a minimélné z jedné strany neohra-
nic¢end (viz kapitola [3)), je moZné se ke stavu dokonalé separace jen do urCité miry
pribliZit.

2.1.3 Klasifikace detektoru

Pro kvantitativni vyhodnoceni namérenych dat je vyhodné rozdélit jednotlivé druhy
detektorti nasledovné

1. detektory reagujici na pifitomnost detekované latky v Cidle

(a) detektory reagujici na absolutni koncentraci detekované latky v pfivade-
ném fluidu

(b) detektory reagujici na relativni koncentraci latky v pfivddéném fluidu
vzhledem k mobilni fazi

(c) detektory reagujici na mnozstvi detekované latky v efektivnim objemu
¢idla

2. detektory reagujici na rychlost pfivodu detekované latky do ¢idla

2.1.4 Odezva detektoru

Z diive uvedeného popisu chromatografické metody vyplyva, Ze nejvhodnéjsi detek-
tor pro chromatografickou analyzu by mél vykazovat pokud moZno shodnou speci-
fickou odezvu na vSechny sloZky méfeného vzorku, protoZe jednotlivé slozky jsou
jiz od sebe separovdny a kolonu opoustéji v rozdilném case.

Pokud jsou specifické odezvy riiznych sloZek fadové rozdilné, lze v nékterych
piipadech neziadouci vliv rozdilt eliminovat riznym nastavenim detektoru pro ca-
sové dseky, kdy lze ptedpokladat prichod riznych slozek do detektoru. V piipadé
kapalinové chromatografie se jedna napiiklad o zménu vinové délky detekéniho pa-
prsku po dobu prichodu latky, kterd vykazuje absorbanci svételného toku pfi roz-
dilné vinové délce. Pti piipravé fyzikdlnich podminek déleni a pfi stanoveni velmi
slozitych smési s vykyvy v retencnich Casech jednotlivych sloZzek je vyhodné u me-
tod s optickou detekci provést méfeni pro dvé nebo i vice vlnovych délek, Casto pak
i cely spektralni rozsah. Z takto ziskanych dat je poté mozné vybrat nejvhodnéjsi
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vlnovou délku pro kvantitativni stanoveni jednotlivych sloZzek méfeného vzorku.
Informace o pribéhu absorbance v zdvislosti na vlnové délce v ur¢itém Case také
umoziuje snadnéji prifadit odezvé slozku, ktera ji zptsobila. Podrobnéji je optické
detekce rozebrana v odstavci

2.1.5 Kapalinova chromatografie

Na zédklad€ uvedeného stru¢ného vysvétleni chromatografické metody se lze jiz za-
meéfit na oblast kapalinové chromatografie a predevsim na pozadavky kladené na
ptistrojové vybaveni a software pro zpracovani ptislusnych chromatografickych z4-
znamul.

Presto, Ze déleni na kolondch protékanych kapalnou mobiln{ fazi ze zasobniku
za puisobeni gravitacn{ sily bylo zndmo dffve neZ vyuziti chromatografické techniky
v plynech, tak se v praxi uplatnilo pozdéji neZ plynovd chromatografie. Stru¢né
shrnuti pficin a dal$iho vyvoje lze najit napiiklad v [Wikipedial (2010). Velkou ne-
vyhodou byl pfedev§im pomaly proces déleni pohdnéného pouze gravitacni silou
a nedostateCna Gcinnost prvotnich sorbentl. Zasadni pfekdzku pak predstavovala
neexistujici technika detekce piitomnosti analytd v malych objemech. V podstaté
jedinou moznosti zistavalo jimani eluentu postupné do vice zdsobnikt v prubéhu
analyzy a poté provedeni analyzy latek v téchto zdsobnicich. Ziskand méfeni pak
byla vynesena jako body elucnich kiivek.

Pivodné nedostatecna kvalita procesu déleni (viz pojem teoretické patro kolony
v odstavci[3.1) byla vyfeSena nalezenim a piipravou novych sorbenti s velikost{ zrna
3 a 10 um. Jedna se predevsim o polarné plsobici silikagel, krystalicky oxid hlinity
i rizné nepolarni staciondrni faze. Tyto materidly jsou obecné porézni, maji velkou
aktivni povrchovou plochu a Ize vybrat i materidly takovych chemickych vlastnosti,
které vyvolaji rozdilnou retenci i u strukturdlni izomeri’ﬂ Nové sorbenty umoZnily
i zvySeni pouZivanych pritokli mobilni faze a zrychleni celého procesu. Stanoveni
odezvy analytti v malych objemech eluentu bylo umoznéno predevsim pokrokem
elektroniky a elektrooptiky v oblasti konstrukce detektorti a zesilen{ signalti. Nejbéz-
néjsi jsou dnes optické detektory, které pouZivaji priatokové cely s vnitinimi objemy
vrozmezi 1 az 10 pl a které sleduji bud’ dtlum svételného toku na jedné nebo vice vl-
novych délkach (spektrofotometricka detekce) nebo zménu indexu lomu. Postupné
v8ak byly vyvinuty i dal§i techniky detekce, naptiklad detekce méftici vodivost kapa-
liny. Asi nejucinnéjsi, ale vyrazné drazsi je pak pouziti hmotnostniho spektrometru
na vystupu kolony kapalinového chromatografu, ktery rozklddd molekuly eluentu
na ionty a dokdZe rozdélit latky podle atomovych hmotnosti. Zpracovani signali
z vétsiny téchto detektord je podobné. Jednd se bud’ o jednoduchy (skaldrni) sig-

2Litky, které maji ve své molekule shodné polty atomi jednotlivych prvki. Tyto litky se jevi
shodné napriklad i pfi analyze hmotnostn{ spektrometrii, kterou je pro to vyhodné kombinovat s chro-
matografickym délenim.
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ndl v ¢ase nebo o spektrdlni zdznam (vektor dat o stovkach aZ tisicovkach poloZek)
v Case.

Zména konstrukce kolony vyZzadovala také zménu dopravy mobilni faze a po-
tiebu prekonat vétsi pritokovy odpor kolony. V soucasné dobé se pouZivaji vyso-
kotlakd ,,bezpulzni* Cerpadla. Napfiklad varianta vysokotlakého cerpadla pro ana-
Iytickou chromatografii z projektu autora je charakterizovand parametry béZného
pritoku od 0.1 do 20 ml/min pfi tlaku 0 az 40 MPa. Typické tlaky se pro béznou
analytickou chromatografii pohybuji okolo 12 MPa.

Kapalinové chromatografie tedy dospé€la v Sedesétych letech minulého stoleti do
stavu vysoké pouZitelnosti a v této vysokotlaké obméné je oznacovand jako HPLC,
tedy vysokotlakd (high pressure), pfipadné vysoce rozliSujici (high performance)
kapalinova chromatografie (liquid chromatography)

V soucasné dobé se jedna o jednu z nejpouZzivanéjSich technik pro analyzu latek
jak v oblasti pfipravy novych, tak i k studiu a vyhleddvani jiZ existujicich biologicky
aktivnich latek slouzicich za zdklad 1éCiv ale i dalSich chemickych, technologickych
a diagnostickych procest a postupti. Napiiklad na chromatografické bazi zaloZena
analyza aminokyselin v krvi umozniuje vyhledani novorozenct s poruchami meta-
bolizmu, kterym je mozné poté substituci chybéjicich latek zajistit normalni zdravy
VyVoj.

2.2 Spektrofotometricka detekce

Nutnym pfedpokladem pro kvantitativni analyzu je vzdjemnd zdvislost naméfenych
dat a mnoZstvi (koncentraci) jednotlivych slozek méfeného vzorku. Pro kvantitativni
méfeni vzorku s nezndmym sloZenim je tfeba nejdiive provést kalibraci (model ode-
zev jednotlivych sloZek). Pokud je tento model na zdkladé kalibracni sady vzorki
se zndmym sloZenim nalezen, je moZné pozdéji vyuzit modelu k pfesnému vyhod-
noceni sloZeni nezndmého méteného vzorku.

K vypocétu matematického modelu odezvy sloZek je nutné pfipravit sérii vzorkd
(standardd) se znamym sloZenim, kterd je navrzena tak, aby co nejlépe pokryvala
oCekavany rozsah koncentraci a sloZeni vyhodnocovaného vzorku. Tato série vzorkl
je poté méfena pristrojem. Ziskand data spolu se zndmymi koncentracemi stan-
dardi slouzi ddle jako trénovaci mnozina (kalibracni data). Na zakladné téchto dat je
mozné uréit matematicky model odezvy pro kazdou slozku. Tento model se vétSinou
sestdva ze soustavy kalibracnich rovnic, proto se zkrdcené nazyva kalibrace.

Poté, co je kalibracni model stanoven, je mozné vypocitat kvantity slozek a
vlastnosti vyhodnocovaného vzorku pokryté sérif standardd. Aby byly vzorky vy-
hodnoceny presné, je nutné provadét vSechna méfeni (vyhodnocovanych vzorki i
standard() na shodném pfistroji a za presn¢ shodnych podminek.

Vyhodou spektrofotometrickych a chromatografickych méfent je, Ze zazname-
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nand data z jednoho méfeni neobsahuji pouze jednu skaldrni hodnotu, ale skladaji
se ze souboru mnoha naméfenych hodnot (dat, analytického zdznamu). Tato vlast-
nost umoziuje pouZziti mensiho mnozstvi standardli neZ pro skalarni métfeni. Zaro-
ven nadbytek méfenych dat miize poslouZit v nékterych piipadech k potlaceni vlivu
Sumu méficich pfistroji. Nevyhodou mnozstvi méfenych dat je vyssi vypocetni na-
rocnost té€chto metod. urcitou nevyhodou chromatografickych metod je delSi doba
nutnd k provedeni jednoho vyhodnoceni.

Dalsi velkou vyhodou spektrofotometrického méfeni koncentrace jednotlivych
sloZek latek je linedrni zdvislost mezi koncentraci a vyhodnocenou optickou ode-
zvou kazdé slozky. Tato vlastnost je pro spektrofotometrické méfeni potvrzena v na-
sledujicim odstavci.

2.2.1 Zakon Beer-Lambertuv

Pokud je vzorek kapaliny umistén do svételného paprsku spektrofotometru o vinové
délce A, dochdzi v kazdé vrstvé kapaliny s urcitou pravdépodobnosti ke stietu fo-
tonu s molekulou latky a pohlcen{ ¢4sti energie ptivodniho vstupujiciho svételného
toku o intenzité ly. Pro kaZdou vrstvu i o tloust'ce d/ Ize intenzitu vystupujiciho

svételného toku /; zapsat jako

L = (1—-¢€) 5, (2.1

kde €] reprezentuje tibytek intenzity na jedné vrstvé pii jednotkové koncentraci
latky. Pro celkovou délku [ reprezentovanou n = [ /d/ vrstvami se pak intenzita pro-
Slého toku I = I, rovna

L = I(l—¢g)" (2.2)

1

I — IO' 10[0g10(1*€i)'m (23)

Vyraz logg (1 - 8//1) /dl pro zjednoduseni nahradime —g; . Pokud naroste koncen-
trace 14tky na hodnotu c tak pravdépodobnost pohlceni (absorbce) fotonu na vrstveé
tloust’ky d/ vzroste. Stejné mnoZstvi prilezitosti ke sraZce jako dfive bude odpovi-
dat vrstvé o tloust'ce dI. = dl/c. Po vycisleni pro l4tku o koncentraci ¢ a tvaze
navrzené substituce

=1y 107" (2.4)

Pti sledovani koncentrace latky je podstatny pouze pomér svételnych tokd (intenzit),
oznacovany jako transmitance T

I
T = 5210*8”'6 (2.5)
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Pro stanoveni koncentraci latek je vhodné definovat fyzikaln{ veli¢inu, kterd je s kon-
centraci latek v linedrni zavislosti. Proto je zaveden logaritmus transmitance

Ay = —logo(T) (2.6)

Ay =¢-l-c 2.7)

Kde A, predstavuje koeficient absorbce optického toku vzorkem (zkracené absor-
banci) pro vlnovou délku 4, g, je absorb¢ni koeficient latky (slozky) pti dané vinové
délce A, I je délka chodu paprsku vzorkem a c¢ je koncentrace vzorku. Absorbeni
koeficient je rozdilny pro riizné materialy, ale pro vybranou slozku pfi dané vinové
délce je konstantni. Pritom pfidan{ urcité koncentrace jiné latky si Ize predstavit jako
vloZeni dalSich samostatnych vrstev do svételného toku, coZ se projevi soucinem
obou transmitanci, to je souctem logaritmi — absorbanci.

Bylo tedy ovéfeno, Ze méfena absorbance vzorku umisténého do svételného pa-
prsku spektrofotometru je pfimo imérné koncentracim jednotlivych sloZek ndsobe-
nym jejich absorbénimi koeficienty.

2.3 Komponenty kapalinového chromatografu
Kapalinovy chromatograf se skldda z téchto casti Wikipedia (2010):

* zafizeni pro uchovavani a transport mobilni faze (vysokotlaké cerpadlo)
* zafizeni pro ddvkovani vzorku
* zafizeni pro separaci latek (chromatografickd kolona, termostat kolony)

* zafizeni pro detekci latek popf. sbéraC frakei

Kapalinovy chromatograf miiZze mit samoziejmé fadu obmén, nékteré komponenty
Ize vyfadit nebo naopak pfidat. Pfi isokratické eluci je mobilni fize vedena ze z4-
sobniku mobilni faze do vysokotlakého Cerpadla nebo pfi gradientové eluci se pfi-
vadéné proudy ze dvou nebo vice zdsobnikli misi podle programu ve sméSovaci,
ktery je zafazeny pfed nebo za vysokotlakym cerpadlem. Odplynéni mobilni faze
se provadi v odplytiovaci (degasser). Ddle je mobilni fize vedena pies zafizeni pro
davkovani vzorku do chromatografické kolony, ktera je pfimo spojena s detektorem,
za n&jZ miZe byt na vystupu zarazen jesté sbéraC jednotlivych frakei. Z detektoru
mizZe byt signdl veden bud’ do integratoru a zapisovace nebo dnes Casté&ji do datové
stanice s tiskdrnou. Tolik tedy fika definice z ¢eské Wikipedie.

Typicka chromatografickd sestava urcend pro analytické pouZiti vysokotlaké ka-
palinové chromatografie (HPLC) se pak sestava z funkCnich jednotek vyobrazenych
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na schematickém obrazku [2.3] Mobiln{ féze je nasdvand z jednoho nebo vice za-
sobnikl (Zﬂ Vice zasobnikl se pouzivad tehdy, kdyz je pozadované fizeni eluce
zménami sloZeni mobiln{ faze. Zmén je pak moZné docilit bud’ jednoduchym piepi-
nanim v ¢ase, nebo je mozné prepindni ventild (3) synchronizovat s cykly nasdvani
Cerpadla a docilit tak libovolného procentudlniho zastoupeni sloZek mobilni fize
v zavislosti na ¢ase od zacatku analyzy. Takovému postupu se fika gradientni eluce
a pfi pouZiti michéni sloZek pred sdnim Cerpadla (4) (na strané nizkého tlaku) se ven-
tily nazyvaji gradientni. Alternativné je mozné pouZzit dvé (nékdy i vice Cerpadel) a
sméSovat sloZky na strané vysokého tlaku. Koncentrace se pak fidi zménou poméru
pritokt mezi Cerpadly. Vysokotlaké Cerpadlo je vybaveno dvéma Cerpacimi hlavami
v paralelnim nebo sériovém zapojeni a soubéhem pohybui pisti je zaruceno, Ze mo-
bilni faze bude doddvana nepferusované (s minimalnimi tlakovymi pulzacemi). Do
toku mobilni faze je potieba vloZit pfesné odméreny objem analyzovaného vzorku.
Toho se nejcastéji dosahuje tak, Ze je analyzovany vzorek (1) zaveden do ddvkovaci
smycky (10) o definovaném objemu. K presunu vzorku do smycky muze byt pou-
zZito napfiklad naséti pfes smycku stfikackou (9) nebo vytlaceni vzorku ze stifkacky
pfimo do injekéniho vstupu ddvkovaciho ventilu (8). V mnoha piipadech je manu-
alni ddvkovéni nahrazeno ddvkovacem automatickym, ktery postupné zpracovava
sekvenci ve vialkach pfipravenych vzorkd a stara se o jejich postupné zavadéni do
davkovaci smycky. Prepnutim ddvkovaci ventilu (8) je pak objem ddvkovaci smycky
vloZen do toku mobilni fize a vstupuje s ni do kolony (11). Zde dochdzi za kont-
rolovanych podminek k procesu eluce. Kolona je pak obvykle udrZovana na urcité
teploté termostatem kolony. Eluent s rozdélenymi analyty pak vychdzi z kolony do
detektoru. V pifipadé vztahujicim se k této praci se jedna o spektrofotometr umozinu-
jici volbu pouZité vlnové délky v oblasti viditelného a ultrafialového svétla (UV-VIS
spectrophotometer). Svételny svazek o vinové délce vybrané monochromatorem pak
v optické cele (6) (také oznaCované kyveta) prochdzi prostorem vyplnénym proté-
kajicim eluentem, ktery absorbuje urcitou ¢ast svételného toku. Tato zmeéna se pre-
vadi fotodetektorem na elektricky signdl, ktery se déle logaritmuje, zaznamendv4 a
zpracovava. Vystup z celé sestavy (12) je pak veden bud’ do odpadni nddoby nebo
sbérace frakei, ktery mize urcité vybrané slozky/analyty oddélovat a uchovavat pro
dalsi analyzy nebo jiné vyuZziti.

Na obrazku [2.4]je pak moZné pozorovat vyse popsané komponenty na obdobné
sestavené varianté¢ chromatografické sestavy LC 5000, na jejimZ vyvoji se autor
textu ve firmé¢ PiKRON s.r.o podstatnou mérou podilel. Ve stojanku nahote jsou
umistény zdsobni nddoby s mobilni fazi, pod nimi je umistén automaticky davkovac
se zasobnikem na 40 vzorkl (L.CS 5040), dile nasleduje vysokotlaké Cerpadlo s gra-

37zasobniky jsou vétsinou umistény nad saci trovni Cerpadla, aby se zamezilo vzniku bublinek,
které mohou vznikat z plynt rozpusSténych v kapaliné pisobenim podtlaku sajiciho sloupec kapaliny
vzhiru.
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Obrézek 2.3: Schematicky diagram kapalinového chromatografu se spektrofotome-
trickym detektorem

dientovym programem (LCP 5020), termostat kolon (LCT 5100). Vespod sestavy se
pak nachdzi spektrofotometricky detektor LCD 5000. Inovativni feSeni digitalizace
signdlu v tomto piistroji je nastinéno v kapitole[6] Na nosi¢i vpravo je mozné umistit
dalsi netermostatované kolony a manudlni ddvkovaci ventil, pfipadné dalsi ptepinaci
ventily pro vybér zarazené kolony. Na monitoru vpravo je patrné zpracovani chro-
matografické analyzy v systtmu CHROMuLAN, jehoz struny popis a architektura
jsou rozebrény v kapitole[7]
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Obrazek 2.4: Kapalinovy chromatograf LC 5000
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Kapitola 3

Vlastnosti chromatografického
Zaznamu

Tato kapitola predklada podrobnéjsi popis zakonitosti ovliviiujicich pribéh chroma-
tografického zdznamu. PfedevSim se jednd o popis matematickych modeli odezvy
jednotlivych sloZek analyzovaného vzorku. Déle jsou specifikovany problémy, které
je potieba resit pfi kvantitativnim vyhodnoceni chromatografické analyzy.

3.1 Separace analytu a jeji model

Pro tdcely této prace je predevsim podstatné jaké pribéhy signali — elucnich kiivek
— bude potieba zpracovavat a jakymi matemetickymi pribéhy je 1ze popsat. Vlastni
chemickd podstata déji a mozZnosti jejich ovliviiovani pro dosazeni poZadovanych
parametrl separace analytl jsou ukoly, kterymi se zabyva obor analytické chemie.
Tato prace se jiz omezuje jen na vlastni detekéni fetéZec a zpracovani redlnych vy-
sledkt analyz, ve kterych se Casto ani dostate¢né miry separace nepodaii dosahnout

vev s
vvvvvv

2N s

béhu odezvy jednoho analytu. Naslefujici odstavce pfinasi jen zakladni ozfejmeni
jiZ obecné pouZivaného modelu a jejich obsah je pouze populdrné informativni pre-
hled, ktery vychazi z materiald k prednaskdm Katedry analytické chemie Univesity
Karlovy |Stulik et al.| (2005) a daliich dostupnych publikaci Zykal (1980); Purnell
(1962).

Jak bylo obecné vysvétleno v odstavci zakladnimi déji probihajicimi na
kolong jsou retardace a retence analytli. Pfesun analyti do stacionarni (adsorpce)
a zpét do mobilni faze (desorpce) je d€j zavisly na mnoha okolnostech prostredi
v koloné. Rychlost pohybu v mobilnf fazi pak z4visi na rychlosti # dané vrstvy. Pro-
toze se vSak déji pri pruchodu latek kolonou tykaji velkych mnoZstvich molekul,

21
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Ize jejich pribéh a vysledeky popsat jediné statisticky. Pro ticel popisu je zaveden
retardacni faktor R;, ktery piedstavuje pomér doby, kterou potiebuje pro prichod
kolonou délky L molekula mobilni faze, ku dob¢, kterou k prichodu potfebuje mo-
lekula analytu i.

tm t}’ﬂ
R =1 _ 3.1
Yttt G-

kde #; je celkova doba priichodu molekuly analytu i kolonou, #, je doba, kterou
potiebuje molekula mobilni fize na prichod kolonou a odpovidd i dobé stravené
molekulou analytu v mobilni fizi. Rozdil ¢asii pak molekula analytu stravi jednot-
livymi zachycenimi ve fazi staciondrni #; ;. Pravdépodobnosti pfesunil analytii mezi
stacionarni a mobilni fazi jsou dané ustavenim chemické rovnovahy v kazdém obje-
movém elementu kolony. Distribuce pravdépodobnosti piechodt je nejlépe popsana
Poissonovym rozdélenim.

Do nalezeni dostate¢né presného modelu prubéhu eluce s uvazovanim postup-
ného pfesunu jednotlivych sloZzek naddvkovaného vzorku prostorem kolony bylo
v minulosti nainvestovano velké usili. K pribliZzeni je moZné dojit napfiklad dis-
kontinudlnim modelem, ktery rozdéli kolonu na urcité dseky (patra kolony) a zvast’
vySetiuje kroky ustaveni rovnovahy a posun mezi patry. Dal§im je kontinudlni pra-
tokovy model, ktery uvazuje spojité rozloZeni koncentaci i proudéni mobilni faze
v elementarnich pritokovych vrstvach v pérech stacionarni faze atd. Soucasné me-
tody po zapocitani proudéni, latkového transportu v proudu i pfesunti mezi staci-
ondrni a mobilni fazi pak dokdZi s dostateCnou piesnosti popsat postup a rozklad
pivodné pravodhlé z6ny analytu vnesené do proudu nosné kapaliny — mobilni faze.
Zona se tedy kontinudlné rozSifuje a zaobluje, proto relativni vliv difdze postupné
nartstd ve srovnani s konvekci, ktera pomérné brzy dospéje do stacionarniho stavu.
Jak je popsano i v|Stulik — Barek| (2007), koncentraéni profil analytu postupné pie-
chdzi od pravoihlého rozdé€leni pres binomické a Poissonovo rozdéleni az k normal-
nimu, gaussovskému rozdéleni. Pro dalsi tivahy je podsatny pravé tento mnohona-
sobné potvrzeny vysledek, ke ketrému se bliZ{ jak empirickd pozorovani tak i pro
dostatecnou délku kolony teoretické modely. Pritom délky kolony, pro které nedo-
chdzi k ptfechodu Poissonova rozdéleni na gaussovské v praxi nemaji velky vyznam,
protoZe ucinnost déleni je u nich zcela nedostatecna.

Z vyse uvedenych divoda tedy bude uvazovana zakladni odezva jedné slozky
analytu ve tvaru gaussovského piku a pro popis odezvy analytu i lze pak popsat
casem vyskytu maxima odezvy. Pro gaussovsky pik je zdroveini ¢as maxima ode-
zvy rovny stfedni hodnoté rozdéleni odezvy v Case. Druhym parametrem je smé-
rodatnd odchylkou rozloZeni odezvy okolo tohoto stfedu. Obvykld parametrizace
jednoho piku je pak bez uvddéni indexu analytu vyobrazena na obrazku 3.1} kde tg ;
je retencni Cas odpovidajici maximu a zdroven stfedu odezvy. Maximdlni hodnota
odezvy (vy3ka piku od zdkladny) je znadena h. Sitku piku pak uréuje smérodatnd
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Obrazek 3.1: Zakladni parametry gaussovského piku

odchylka pribéhu odezvy o;. Ta je vSak Casto z diivodti moZnosti jednodussiho pii-
mého odméfeni nahrazena $itkou w v poloviné vysky piku &, pro kterou plati

w; = 20:V/2In2 (3.2)

piipadné je nékdy uvaZovand Sitka v zdkladné piku wj, ; = 40;. Pii srovnani s rovnici
[3.1a dvahami vztahujicimi se k jedné molekule je moZné tyto tivahy nahradit vztahy
pro $ifeni stfedu zony analytu a ¢ ; odpovida stfednimu #; pro molekulu. Pro mobilni
fazi pak Cas prichodu 3, odpovida t,,, z vySe uvedeného vztahu. Pro nékteré tcely je
vhodné definovat i redukovany retenéni (eluéni) Cas g, ; = g ; — ty, ktery odpovida
L.

Vzhledem k podstaté déjii zaloZenych na ustavovani rovnovidhy na jednotlivych
patrech kolony dochézi shodné vSechny teorie k zavéru, Ze i pro rozdilné latky s rtiz-
nymi retencnimi Casy tg ; je pomér $iiky pikd ku reten¢nimu Casu pfi neménych vé;j-
Sich podminkéch (pfiblizné) konstantni. Tento poznatek pak vedl k zavedeni definice
teoretického patra kolony H a rozdéleni délky kolony L na n takovychto pater.

== 33

n=4 (3.3)
Zptisobu teoretického odvozeni a podloZeni této skutecnosti je vice. Pro dalsi
vypocty je vSak plné postacujici definice teoretického patra podle [Purnell (1962)
jako rozptylu analytu na jednotkovou délku kolony. Pocet teoretickych pater kolony
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pak odpovida poméru délky kolony ku délce jednoho patra a zdroven miiZe byt po-
Cet pater snadno urcen z poméru rozptylu Giz a druhé mocniny retencniho Casu #g ;
zanamenané odezvy analytu

Y fhi
n=R1_ 1680 (3.4)
0; Wp.i

Tato nejCastéji pouzivana forma dobie vyhovuje béZznym piipadim, kdy jsou re-
tenéni Casy analytd vyrazné del$i nez doba prichodu mobilni faze kolonou. Pro
mald zpoZdéni analyti predev$im v oblasti plynové chromatografie se Castéji po-
uziva efektivniho poctu teoretickych pater vychézejiciho z redukovaného elu¢niho
(retencniho) Casu

t;e 2 tlle 2
Nef = 62 :16Wb’i2 3.5
L 1—|—k,' 2
Hs=—= 3.6
— ( ki > G0

kde k; znaci kapacitni pomér, ktery je definovany jako pomér mnozstvi analytu i ve
staciondrni a mobilni fazi.
tRi = (1 —|—ki)lM (3.7)

Na zédkladé téchto vztahd je pak jiZ mozné definovat a porovnavat dosazenou tcin-
nost déleni dvou analyti, predpovidat zmény dcinnosti déleni pro zmény délky ko-
lony a porovndvat vliv riznych dal$ich zasaht do pribéhu déleni. Pro dcely hod-
noceni kvality chemickych separaci obecné (ne jen na koloné) je zaveden separacni
faktor ¢ j, ktery hodnoti miru zvySeni koncentace slozky (analytu) i a potlaCeni zne-
¢isténi slozkou j po provedeni jednoho cyklu separacev ur€itém objemu. V piipadé
kolon je mozné ho urcit jako pomér kapacitnich poméri dvou slozek (analyti)

o="-1 (3.8)

V Zykal (1980) jsou pak pro gaussovské tvary piki odvozeny vztahy potiebné pro
dosazeni urcité miry rozliSeni dvou litek s riznymi retencnimi ¢asy. Mira rozliSen{
analytil R; ; je definovand vztahem

IR j — IR,

R, =—2—— 3.9
T (Wit wp ) /2 G2

a za predpokladu g ;/wp j = tg i/wp; to je stalosti vysky efektivniho patra H,y lze
rozliSeni spocitat jako
a—1
R; ;= “agq Vel (3.10)
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Pro dosaZeni urcité miry separace pak vychdzi potiebnd délka kolony pocitand po-
¢tem efektivnich teoretickych pater jako

Rija\*
ner = 16 (oﬁl) (3.11)

Z téchto vypoctl je pak mozZzné pii znalosti vlastnosti latek a tabulkovych parame-
trii riznych sorbentl (staciondrnich fazi) a rozpoustédel (mobilnich faz{) navrhnout
potiebné parametry kolony (primér, délku) a dalsi tak, aby bylo mozné urcita sta-
noveni provést.

Presto neni nikdy moZné dosahnout 100% rozdéleni analytd, nékdy by i pofi-
zeni nejlépe vyhovujici kolony bylo velmi ndkladné a pro nékteré kombinace vice
nez dvou analytd neni ani mozné provést analyzu s dostateCnou ucinnosti separace
ve vyhovujicim Case. Proto se analyzy a pribéh eluce urychluje a fidi i zménami
koncentrace sloZzek mobiln{ faze, zmé&nami teploty kolony atd. VSechny tyto vlivy
pak maji vliv i na tvar méfenych pikid a v mnoha pfipadech je potieba stanovit kon-
centrace sloZek, které nejsou rozdéleny dokonale. Zdkladnimi, v praxi nejcastéji
pouZivanymi postupy se ddle zabyvé kapitola[dl Pfehledem a ndvrhem metod zalo-
zenych na matematickych modelech se zabyva kapitola 5]

3.2 Matematické modely piku

V naésledujicich odstavcich jsou podrobné popsany rizné prubéhy pikli a matema-
ticky popis funkci, které t€émto pribéhim odpovidaji. Soucdasti popisu je i strucné
teoretické vysvétleni jevi, které definuji konkrétni pribéhy pikd. Pfesto, Ze v mnoha
pripadech je stupeinl shody vhodné vybraného modelu piku s redlnymi daty velmi vy-
soky, je nutné nezapomenout na to, Ze se jednd pouze o aproximace velmi sloZitych
déji. Tyto déje se Fidi mechanickymi, chemickymi a kvantovymi zdkony, jejichZ
pusobeni se vzajemné ovliviiuje.

Daéle popsané pribéhy pikt vyskytujici se v béZznych chromatografickych za-
znamech jsou rozsifeny i o dal$i znamé priibéhy pikt z oblasti spektrofotometrie a
atomové hmotnostni spektrografie. Toto rozsiteni je vyhodné z n¢kolika diivoda:

* mnoZstvi z déle popisovanych matematickych metod je pouZzitelné i pro tyto
obory

* v nékterych piipadech mohou dalsi zatim neuvazované vlivy vést k modifi-
kaci pribéht chromatografickych pikti a mize byt vyhodné aproximovat pik

vvvvvv

* v oboru kapalinové chromatografie je ve vétsiné piipadech pouzita spektrofo-
tometrickd detekce, kterd mize umoZzniovat proméfeni optického spektra pro
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jeden retencnf as nebo pfi pouziti Diode Array detektorl je moZné zazname-
nat prub€hy spektra po celou dobu analyzy

¢ detek¢ni techniky se nékdy i kombinuji, naptiklad se v kapalinové chromato-
grafii pouZiva kombinace spektrofotometrického detektoru pro urceni kvan-
tity sloZek a atomové hmotnostni spektrografie pro nalezeni vzorce chemické
latky odpovidajici dané sloZce

* nesymetrické/negaussovské tvary piki se skute¢né bézné v zdznamech mére-
nych kapalinové i plynové chromatografii vyskytuji a ¢asto jsou zpisobeny
pouzitim nelinearnich pribéht teplotnich nebo koncentracnich gradientt pii-
padné prepinanim mobilni faze

* ipfi vyhodnocovani analyz z ndmi navrZenych chromatografickych pfistroji a
predevsim analyzéatoru aminokyselin se potfeba hledat 1épe odpovidajici pri-
be&hy pro namérend data vyskytla

3.2.1 Volba parametrizace modela piku

Z popisu vzniku tvaru pikii v odstavci[3.1]se jako pfirozend volba jednoho parametru
jevi pouZiti stfedni hodnoty (ddle oznaCované jako x7), kterd v piipadé chromato-
grafického zdznamu odpovid4 retenénimu Casu analytu g ;. Volba druhého a dalSich
parametrti pro negaussovska rozdéleni je jiz narocnéjsi. Pro gaussovsky pik je pak
potieba zvolit dalsi dva parametry. V uvahu pfichazi vyska piku A, plocha odezvy S,
smérodatnd odchylka o; nebo polosite piku w.

Pro pouziti plochy odezvy S hovoii skutecnost, Ze tato plocha je vlastné poza-
dovanym vystupem zpracovani. Plocha se rovnd integralu jednotlivych pfispévki
prochazejiciho analytu, jehoZ okamzitd koncentrace je linearné svdzand s méfenym
signdlem jak je tfeba pro absorbanéni méfené ukdzano v odstavci Pfitom cel-
kové mnozstvi vystupniho analytu je pro dany vzorek neménné i ptfi zménach pod-
minek na koloné, zméné rozptylu a deformaci tvaru piku. OvSem tento parametr md
nékolik zdsadnich nevyhod. Pro nékteré uvazované pribéhy pikd je jeho vypocet re-
lativn€ ndrocny a tim vice jsou pak komplikované tvary jejich parcidlnich derivaci.
To pak komplikuje jejich vyuZiti v optimalizacnich algoritmech. Pfi itera¢nich po-
stupech je plocha silné zavisld na zménach dal$ich parametrd a konvergence vypoctu
se i pres pocatecni snahu o jeho vyuziti ukdzala jako problematicka.

Vyska maxima odezvy h je zfetelné viditelny parametr. Vzhledem k tomu, Ze
ptipadné vzajemné prekryvy pikll jsou nejvetsi v okrajovych oblastech, tak je to pa-
rametr, ktery je dostatené nezavisly na malych zménach parametrd okolnich pikd.
Zarovenn v mnoha klasickych metodach se Casto po kalibraci pouZivd i k vypoctu
koncentrace vyuzivd pouze vySka maxima. Divodem volby tohoto parametru je



3.2 Matematické modely pikl 27

jeho malé ovlivnéni okolnimi piky. Jednd se o feSeni jednoduché a suboptimalni,
ale pro analyzy se stabilnimi reten¢nimi Casy obvykle dosahuje dobrych vysledka.

Smérodatnd odchylka o je pak dal§im ze zdkladnich a relativné nezdvislych pa-
rametrt gaussovského piku. PotiZ s timto parametrem nastava pii prechodu k jinym,
nesymetrickym prib&htim piki, u kterych je Casto vypocet rozptylu (smérodatné od-
chylky) z analytického vyjadfeni komplikovany. Pfitom nejcastéjsi predpokladany
postup vyhodnoceni je v prvni fizi nahrazeni priibéhu skupinami gaussovskych piki
a az v zavérecné fazi, kdy se zvyrazni oblasti, které gaussovské piky nepokryvaji
s dostateCnou presnosti, je potieba hledat lepsi reprezentaci konkrétnich problema-
tickych pikd. Pritom je vhodné nalézt takovou parametrizaci, kterd i pfi zméné mate-
matického modelu priblizné zachova predchozi tvar, jehoz ziskanf jiZ stdlo mnozstvi
iteraci a ptipadné vzdaleni se vysledku povede i k zbyte¢nym zméndm v dalSich pa-
rametrech.

Na zédkladé vySe provedenych tvah a po odzkouSeni nékolika riznych parame-
trizaci byla nakonec zvolena parametrizace vySkou maxima # a Sitkou piku v polo-
viné jeho vySky w. Tento parametr je i pro komplikované tvary pikl snadno urcitelny
a pro Zadny z uvazovanych modelli nepiedstavovalo jeho pouziti vyraznéjsi kompli-
kace. Nevyhodou je, Ze nema pfimy fyzikalni/analyticky vyznam srovnatelny tfeba
se 0, jenZ je jednoznacné svdzand s teoretickymi patry kolony. Na druhou stranu
prepocet na o je pro gaussovsky pik jen zdleZitosti ndsobeni konstantou a pro jiné
pribéhy je platnost jeho fyzikalniho vyznamu sporna.

3.2.2 Gaussovsky pik

Jedna se o nejCastéji uvazovany pribéh pro jevy zplisobené stochastickymi procesy.
Tomuto pribéhu se velmi Casto bliz{ jak chromatografické piky tak piky ze spektro-
fotometrickych méfeni.

Tento pribéh je Casty pro spektrofotometrickd méfeni, kdy jednotlivé piky od-
povidaji spektrdlnim Cardm prvkl a molekul obsaZzenych v smési. Molekuly jsou
v neustdlém neuspofddaném pohybu. Pfi vzdjemnych srazkach dochdzi k naruseni
a drobnym odchylkdm v hodnotich energie odpovidajici elektrontim ve vnéjsich
vrstvach atomd. Tyto zmény a pohyby jsou ndhodné a maji za nasledek rozsiteni
pribéhu spektralnich Car. Dal$im z jevi, ktery také rozsifuje spektralni Cary je Do-
ppleriv efekt. Pfedev§im u plynnych latek pfevladaji tyto ptiCiny rozsifeni Car a
v téchto pripadech odpovida vysledny pribéh piku pribéhu Gausidnu.

Matematicky popis gaussovského pribéhu ve sméru osy x miZe byt zapsan na-
sledujici rovnici

x=xr )2

F(x) = he (5 (3.12)

kde x7 je souradnice x vrcholu piku, / je vyska vrcholu piku nad zakladnou a w je
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polosite piku (Sitka piku v poloviné vysky). Tento mirné modifikovany zéapis pri-
beéhu gausidnu ma tu vyhodu, Ze jednotlivé parametry funkce lze snadno odméfrit

z grafu pribéhu. Vliv parametru w na gaussovsky pribéh piku lze vidét na obrazku
3.2
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Obrézek 3.2: Priibéh gaussovského piku

Pfi porovnani gaussovského piku s dile popsanym lorenzovskym pribéhem,
ktery je také Casty u spektrofotometrickych méfeni, je patrné, Ze gaussovsky pik
ma mensi intenzitu v okrajovych oblastech a vétsi intenzitu v centralni ¢asti nez
lorenzovsky pik.

3.2.3 Lorenzovsky pik

Tento pribéh piku nejlépe odpovida pribéhu intenzity spektralnich Car pfi spektro-
fotometrickych méfenich za té podminky, Ze vliv neusporddaného pohybu molekul
je zanedbatelny. Po pocatecni excitaci fotonem neni energetickd hladina excitova-
ného stavu urCena presné, urCitd nejistota zdstava v excitaéni odezvé. V zavislosti
na dobé, po kterou molekula zdstdva v excitovaném stavu, je ovlivnéna $itka piku.
Pokud doba setrvani v excitovaném stavu dosahne frekvence prechod, je rozsiren{
vyrazné vétsi, ale jeho pribéh zlstdva stdle lorenzovsky. Pro parametry zvolené
shodné s rovnici gaussovského pribehu lze lorenzovsky pribéh zapsat v nasleduji-
cim tvaru.

fX)=——F— (3.13)
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kde xr je opét soufadnice x vrcholu piku, % je vyska vrcholu piku nad zdkladnou a
w je polosite piku.
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Obrazek 3.3: Priib¢h lorenzovského piku

3.24 Logaritmicky gaussovsky pik

Tento pribéh miiZe byt pouzit k modelovani seSikmenych (nesymetrickych) spek-
trdlnich Car a pikid. Pfesto, Ze se gaussovsky prubéh piku Casto shoduje se zjed-
nodusenym modelem pikli chromatografickych metod, jsou pribéhy piki redlnych
chromatogramd mnohem komplikovanéjsi, protoze zavisi na mnoha déjich jako je
difuze a podobné chemické procesy. Pribéhy miiZze dile ovlivnit volba kolony a
detektoru. Tyto vlivy mohou zpdsobit, Ze jsou piky asymetrické, na jednu stranu
protaZené. Stav, kdy je odezva piku rozmyta za oblast pfedpoklddaného gaussov-
ského pribehu, je nazyvan ,,chvostovani®. ProtaZeni vSak nékdy miZe i predbihat
maximum piku. Sklon strmé vétve piku miZe byt velmi vysoky a to jak pro piipad
zpozd’ovani tak pro pfipad predbihdni téZisté oproti maximu piki. Tyto pribéhy
pikti mohou byt ¢asto s ispéchem modelovany logaritmicky gaussovskym priibé-
hem. Nevyhodou této volby je ovSem, Ze parametry nalezeného modelu pribéhu
nelze pouZit pro zjisténi parametrd difuzniho procesu. Pak je nutné zvolit jiny mo-
del pribéhu.

Pfi uvazovani shodné parametrizace jako pro gaussovsky pik 1ze rovnici logarit-
micky gaussovského priibéhu zapsat nasledovné

x—x 2_ :
ot (=2
£(x) = he (3.14)
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kde p je pomér polositek.
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Obrazek 3.4: Pribéh logaritmicky gaussovského piku

Funkci podle rovnice nelze pro p = 1 vyhodnotit. Pribéh funkce se vSak
pro p — 1 blizi gaussovskému priibé¢hu definovanému rovnici Toto tvrzeni lze
potvrdit vypoctem limity funkce v bodé p = 1. Pro tento vypocet je potfeba nejdiive

vyjadfit limitu vyrazu
(x—xr)(p%-1)
In (V"P +1

Inp

v p — 1. Vyraz lze prepsat do tvaru

(5 (0-3) 1)

Inp

Vyraz <p — %) nabyva pro p = 1 hodnoty 0. Z toho je ziejmé, Ze se argument
pfirozeného logaritmu v Citateli i jmenovateli vyrazu bliZi hodnoté 1 a oba logaritmy

1ze nahradit prvnimi ¢leny Taylorovy fady, log(x) — x — 1. Vyraz se zjednodusi na

()C:‘;\’T) (P—%>+1_1
p—1

Prvni ¢len Taylorova rozvoje vyrazu (p - %) vbodé 1 je (2p —2) a cely vyraz tedy

(x—xT)

w

nabyva pro p = 1 hodnoty 2 . Po dosazeni této hodnoty do funkce logaritmicky
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gaussovského priibéhu piechézi funkce pro p = 1 do tvaru shodného s coz
dokazuje pGvodni tvrzeni.
he—zun(z)(“’%)2

3.2.5 Voightova funkce piku

Vlastni pribéh intenzity spektrdlni ¢ary je lorenzovsky (viz [3.2.3)), ale ptisobenim
dal$ich vlivii dochézi k jesté vétsimu rozsifovani pribehu. Mezi tyto vlivy patii na-
piiklad Doppleriv efekt a srazky molekul. Na rozsifeni zaznamenaného pribéhu
ma také vliv konstrukce spektrofotometru, svételného zdroje a monochromatoru.
Podstatny vliv miiZe mit i vzduch a 0z6n nachazejici se v optické cesté spektrofoto-
metru. Tento slozity pribéh piku je oznaCovan pojmem Voightv pribéh. Pribéh je
konvoluci Gausidnu a Lorenzidnu (viz a odpovida skute¢nému priibéhu
spektralnich Car prevazné vétsiny interakci. Lorenzovsky pribéh by mél odpovidat
interakcim kapalin, ale vétSina systémil obsahuje vice svétlo absorbujicich latek a
izotopl, coZ md za nasledek slozitéjsi pribéhy, které 1ze vétSinou také dobie apro-
ximovat Voightovym prib&éhem. Matematicky zapis pribéhu je definovan podilem
dvou integralii
I ’ﬁzd §

w2+ %*Z
fl) = ——

—o° w472

PP 2 N

kde h je vyska, xr je poloha piku, w, je gaussovska Siika a w; je lorenzovska Siika.

Tento pribéh je natolik slozity, Ze nemutize byt analyticky vyjadien a je nutné ho
aproximovat. VoightGv pribéh ma umisténo vice plochy v okrajovych ¢astech nez
gaussovsky pribéh, ale ne zase tolik, kolik ma lorenzovsky pribéh.

3.2.6 SmiSeny lorenzovsko-gaussovsky pik

ProtoZe numerické vypocty obsahujici Voightdv pribéh jsou velmi naro¢né a ana-
lyticky nejsou vypocty s timto pribéhem fesitelné, pouzivaji se aproximace tohoto
pribéhu. Nejcastéjsi dva pouzivané pribéhy jsou lorenzovsko-gaussovsky a Pearso-
ndv prubéh. Ackoliv tyto pribéhy neodpovidaji aproximovanému pribéhu presné,
umoziuji fadove snizit vypocetni ndrocnost hledani analytické aproximace zmeére-
ného spektra. Vyhodou lorenzovsko-gaussovského priibéhu je to, Ze ziskané para-
metry odpovidaji prispévkim gaussovského a lorenzovského rozsiteni spektralnich
¢ar. Jsou-li zndmy modely zdrojd rozsiten{ Car, 1ze z téchto parametrti vypocitat pri-
béh vlastnich spektralnich car méfené latky. Matematicky je pribéh definovan va-
Zenym primérem gaussovského a lorenzovského priubéhu. Parametr M udava véhu
lorenzovského priibéhu, hodnota 1 — M urCuje vahu gaussovského pribeéhu. Vliv
parametru M je demonstrovan na obrézku [3.5]
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Obréizek 3.5: Smiseny lorenzovsko-gaussovsky pik

3.2.7 Pearsonuv pik typu VII

Tento pribéh je aproximaci Voightova pribéhu spektrdlni ¢ary. Nevyhodou je, ze
parametry prib&éhu nemaji zddny vztah k fyzikdlnimu modelu rozsiteni spektraln{
Cary. To znamend, Ze tento pribéh mize byt pouzit k modelovani pribéhu piku, ale
ziskané parametry nejsou v Zddném vztahu k procesu rozsifeni spektrlni ¢ary. Na
druhé strané tento pribéh aproximuje velmi dobfe VoightGv pribéh pro primérné
hodnoty parametrii. Pro parametr M bliZici se k 1 se Pearsontiv pribéh bliZi k Lo-
renzoveé pribéhu a pro nekonecnou hodnotu parametru se pribeh blizi Gausidnu.

Priib¢h 1ze zapsat nasledujici funkcei

h

2 M
14 <2(x—xr) W2(]/M>—l> ]

kde mimo bézné parametry xy (poloha vrcholu piku), i (vyska vrcholu piku) a w
(polositka piku), pfibyl parametr M vyjadiujici pearsonovu §itku. V1iv parametru M
je zobrazen na obrazku [3.6]

fx) =
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Obrézek 3.6: Paersoniv pribéh typu VII
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Kapitola 4

Konvencni metody vyhodnoceni
chromatografického zaznamu

Tato kapitola predklada velmi strucny Gvod a piehled bézné uzivanych metod kvali-
tativniho a kvantitativniho vyhodnoceni chromatografického zdznamu. Tyto metody
jsou zalozeny na piimém urceni ploch odezev jednotlivych detekovanych slozek
(pikt). Je ukdzano, Ze pro dobie rozdélené analyty dava tento postup velmi presné
vysledky. Ale v pfipadech, kdy se odezvy (piky) prekryvaji nebo jsou superpono-
vané na Casove zavisly pribéh chemického pozadi (drift, gradientni zména mobilni
faze), zavisi vypocitané hodnoty silné na volbach uzivatele.

4.1 Kvantitativni vyhodnoceni analyzy

V odstavci [2.2.1] je odvozeno pro pifpad spektrofotometrické detekce, jak zvolit
veli¢inu (v tomto pfipadé absorbanci), kterd je linedrné zdvisld na koncentraci pro-
tékajiciho analytu. Pro takto zvolenou veli¢inu je pak mozné urcit celkové mnozstvi
(hmotnost atd.) sledované l4tky (analytu) i v analyzovaném vzorku sledovinim jeji
okam?Zité koncentrace v eludtu ¢;(z).

Vi= [el)-oa @.1)

kde Q bude uvazované jako objemovy pritok eludtu detektorem a je shodny s pri-
tokem mobiln{ faze Cerpadlem.

Pro ptipad spektrofotometrického méfeni I1ze podle rovnice 2.7 odezvu piepsat
pii znalosti optické délky pritocné cely a znamou hodnotu absorb¢niho koeficientu

35
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dané litky (g, ;) jako

o [Aun)

io= [T ou 42)
_ 0

W“Lq;/“@w 4.3)

ProtoZe obecné mobilni faze také predstavuje urcité pozadi, mél by byt absorbcni
koeficient nahrazen rozdilem koeficientl latky a pozadi. ProtoZe vSak presné urcen{
vSech parametrl rovnice pro dosaZeni absolutniho charakteru méfeni neni vétsi-
nou mozné, pouzivaji se méfeni pomérova, kdy se nejdiive zndimym vzorkem (ana-
Iyticky standard, zkrdcené standard) urci velikost odezvy na zndmou koncentraci.
Proto jsou veSkeré konstanty ve vyrazu.3|nahrazeny jednim parametrem k;. Zaro-
ven i ddvkovani vzorku a standardu na kolonu je shodné, pouziva se stejna davkovaci
smycka, je mozné vynechat i prepoCty mezi objemem vzorku a koncentraci analytu
ve vzorku a psat pro koncentraci dané latky (analytu) v ptivodnim analyzovaném
vzorku jednoduSe

q:m/hmw (4.4)

Pokud jsou tedy hodnoty konstant k; pro jednotlivé analyty (sloZky) ur€eny (obvykle
s vyuzitim standardi) a jsou znamé nebo podle odezev standardd urCené retenéni
Casy jednotlivych analytl (Tz,; viz , staci spravé pfifadit analyty k jednotlivym
kvalitné rozdélenym pikim a provést numerickou integraci plochy pod kazdym pi-
kem. Jedna se o prfipad, ktery je pro dva piky A a B ilustrovany na obrazku 4.1|jako
moznost (a). Na obrdzku nejsou zdmérné uvedeny veliciny ani jednotky. Tato tloha
nenfi totiZ specifickd pouze pro pfipad kapalinové chromatografie (LC). Svisld osa
predstavuje odezvu (pro LC absorbance), vodorovna predstavuje rozd€leni analytd.
Pro LC se jedna o Cas, pfi optickych spektralnich stanoveni o vlnové délky u hmot-
nostni spektrografie o atomarni hmotnost.

Jak v8ak bylo jiz diive vysvétleno, v moha pripadech neni mozné (nebo je velmi
nakladné) takto Gc¢inného déleni analytd dosdhnout. Zaroven se v analyzach uplat-
nuje i pfidavek pribéhu chemického pozadi (oznacované téZ nulova linie). Vyhod-
noceni analyz v programech nabiz{ modelovani odezvy pozadi pod piky pfimymi
useky nulové linie. VZdy je moznost usek zakotvit na body zdznamu okolo skupiny
pikd, nékdy je mozné i protahovat nulovou linii vodorovné od zvoleného bodu pied
nebo za skupinou pikd. Piky Casto nejsou rozd€leny bez prekryvu. Bézné feseni této
situace je znazornéné na obrazku 4.1|jako moznost (b). Piky se rozdé€li v oblasti mi-
nima signalu. Pokud se piky prekryvaji jen malo a jejich vzdjemné poméry se mezi
riznymi analyzovanymi vzorky méni relativné mdlo, je i pfi zanedbani vzdjemného
ovlivnéni ploch mezi analyty celkova pfesnost stanoveni vyhovujici. Pfipad (c) zné-
zorfiuje situaci, kdy hodnota chemického pozadi v ¢ase linedrng roste (drift). Reseni
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Obrézek 4.1: Rozdéleni plochy sousednich piki

vyuZzivajici numerické integrace signdlu a rozdéleni pikt svislici v minimu vSak
zasadnim zpisobem selhava v piipadé velkého prekryvu a rozdilu ve vyskach (plo-
chéch) pikd. Problém je dobfe patrny na ilustraénim piipadu (d). Programy obvykle
nabizeji volbu pro vyhodnoceni piku na chvosté. Pocita se s tim, Ze v dané oblasti
vétsiho piku jiZ jeho rameno v ubihd po pifimce a mensi pik (na ilustraci A) narasta
z tohoto ramena. Pokud se méni plocha piku B mezi analyzami pouze v malé mite
a i rozsah zmén plochy A je v urCitych mezich, tak l1ze feSeni ilustrované pripadem
(e) povaZovat za schiidné a to i v piipadé plisobeni driftu, piipad (f).

Obecné vsak predchozi rozebirana feSeni nejsou systémova a nelze od nich oce-
kavat zaruCené vysledky pfi vétSich zménach pomérl koncentraci analytt a prekry-
vani pikt. Proto je tfeba hledat jind feSeni zaloZzend na modernim matematickém mo-
delovan{i priibéhu zdznamu, kterd jsou analyzovand a navrZend v kapitole |5} Uréité
stoji za porovnani vysledky urceni ploch a rozdéleni prekryvajicich se pikl podle
takto navrzeného postupu predvedené na redlné analyze (obrdzky S postupy
ilustrovanymi v pfedchozim odstavci na pribézich sloZzenych z idedlnich tvart piki
(obrazek {.1)). Na prvni pohled je jasné, Ze spravnost pfifazeni ploch k jednotlivym
analytim je podle postupu v kapitole [5|fadové presnéjsi a pfitom zavislost na roz-
hodovani uZivatele mezi pouZzitim pripadu d) a e) je zcela eliminovana.
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4.2 Vyuziti analytickych standardia

Jak bylo ukdzdno v pfedchozim odstavci, moZnost pfimého absolutniho méfeni kon-
centraci jednotlivych latek je vlivem problematického tabulkového urceni konstant
k; pouZivana sporadicky. Je tedy potieba chromatografickou sestavu pro nésledné
méfeni pozadovanych vzorkl nakalibrovat, to znamena pouZit analytickych stan-
dardd, vzorkt obsahujicich zndmd mnozstvi Cistych analyzovanych latek. Existuji
vSak 1 dal$i podobné kalibracni postupy, které mohou proces stanoveni zpfesnit.
V nékolika dalSich odstavcich jsou tyto mozZnosti vyjmenované spolu se vztahy,
které byly autorem textu a Doc. Jindfichem implementovéany v programu CHRO-
MuL AN. Vztahy jsou predloZeny ve tvaru a symbolice, kterd pifimo odpovida uzi-
vatelskému rozhrani programu a pojmenovini proménnych a metod v kédu. Po-
drobnéjsi popis lze nalézt v uzivatelském manualu [PiKRON] (2002) k vyhodnoco-
vani analyz programem CHROMuLAN, ktery pro uZivatele piistroji AAA 400 a
LC 5000 pripravil Ing. Petr Porazil.

4.2.1 Vyhodnoceni bez standardu

YV s

Jedna se o nejjednodussi zplisob vyhodnoceni, kdy je po integraci odezvy analytu
uréena plocha piku Area. Ta je poté vydélena uZivatelem zjisténou/zadanou mirou
odezvy detektoru na konkrétn{ latku. Pfi porovnéni se vztahem 4.4 tedy Area odpo-
vid4 integrdlu A, (¢) a Response odpovida k; ~ 1/g, ;. Ve vztazich v programu za-
mérné jednotky rozmérd nevystupuji, protoze stejny postup lze pouzit v zcela odlis-
nych fyzikdlnich piipadech. Vysledkem vztahu je tedy jen hodnota bezrozmérného
mnoZstvi Amount. UZivatel miiZe jeSté volit koeficient pro nasobeni kazdého piku
UsrPeakCoef a déle konstanty Factor, MutiplyFactor a DivideFactor definované
v metodé€ spolecné pro vSechny piky dané analyzy. Typicky DivideFactor predsta-
vuje napiiklad mnoZstvi piivodniho vzorku, ze kterého byly analyzované latky pii-
pravou vyluhovéany do urc¢itého mnoZstvi (MutiplyFactor) rozpoustédla, ze kterého
byl jiZ konstantni objem ddvkovdn na kolonu. Pokud nejsou tyto dalsi koeficienty
pouZzivané, jsou vSechny nastaveny na hodnotu 1.
Vypocet pak pro kazdy pik (analyt) probiha podle vzorce

A MutiplyFact
Amount = — U yrPeakCoef - Factor - 2Py actor

4.5
Response DivideFactor (4.5)

4.2.2 Vnéjsi standard

Vyhodnoceni s vnéj§im standardem se pouZivd, pokud mdme standardni vzorek se
znamym obsahem jednotlivych sloZek. Nejdfive je analyzovan vzorek standardu,
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pro ktery jsou zndmé koncentrace jednotlivych analyt UZivatel do metody stan-
dardu nebo piimo k jednotlivym nalezenym pikiim dopiSe znamé hodnoty koncen-
traci/mnoZstvi latek ve standardu Amountg,. Z téchto informaci Ize urcit koeficient
zavislosti odezvy Response

Areag MutiplyFactor;
_ATelsd -UsrPeakCoef, - Factorg, - u l_p y_GCt0Tsid (4.6)
Amounty, DivideFactorg,

Response =

Poté jsou jiZz méfeny vlastni vzorky k analyze. Pfi jejich vyhodnoceni je v me-
todé povolena volba Cal.Standard a ptitazeny soubor s jeho analyzou. Hodnoty
Response jsou pak ze souboru standardu pro jednotlivé piky prekopirované do vy-
hodnocované analyzy. Dal$i vypocet jiz vypadd shodné s predchozim piipadem.
Hodnota Response jiz vSak nepatii mezi uZivatelské konstanty.

A MutiplyFact
Amount = ——%__ . UsrPeakCoe f - Factor - Auttpiyractor

— (4.7)
Response DivideFactor

4.2.3 Vnitrni standard

V nékterych pfipadech je se vzorkem pfed ddvkovdnim manipulovdno takovym
zpusobem (fedéni, destilace, louhovani atd.), Ze je velmi problematické urcit, jaké
mnoZstvi piivodniho vzorku odpovidd ddvkovanému objemu. Re$enim je pfidat pre-
dem zndmé mnoZstvi urcité (ve vzorku neobsazené) latky piimo k pocateCnimu zna-
mému celkovému mnoZstvi vzorku. Pokud dalsi fedici a jiné procesy maji stejny
vliv na koncentraci pfidané latky jako na koncentrace ostatnich analytd, je mozné
vliv tohoto fedéni na konecné vysledky vyloucit tak, Ze je zméfeny vliv fedéni na
slozku se zndmym plivodnim mnozstvim Amount;s. V programu je pak vybrany pik
oznacen volbou Internalstandard. Potom pfi zpracovani analyzy dojde k vypoctu
hodnoty Factor.

Amount;s - Response;;  DivideFactor

Factor = . :
Areajs - UsrPeakCoef;s MutiplyFactor

Tato hodnota je pak pouZita ve vypoctu mnozstvi vSech ostatnich analytd, ktery se
jiz dale provadi podle shodného vzorce, jako v piipadé bez standardu

A MutiplyFact
Amount = ——=_ -UsrPeakCoef - Factor - M
Response DivideFactor

I Takovy vzorek se pripravi tieba navazkou jednotlivych latek z &istych chemikalif a jejich rozpus-
ténim v odméfeném mnozZstvi rozpoustédla
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4.2.4 Vnéjsii vnitini standard

Yo

Vypocet s vnéj§im i vnitinim standardem je kombinaci dvou pfedchozich zplisobd
vyhodnocent, probiha podle nasledujicich vzorci:

A MutiplyFact
Amount = ——%__. UsrPeakCoef - Factor - M
Response DivideFactor

kde se Factor vypocte jako

Amount;s - Response;;  DivideFactor
Areajs - UsrPeakCoef;; MutiplyFactor

Factor =

a Response se vypocte ze standardu

Areagy MutiplyFactorgy

Response = -UsrPeakCoefy, - Factorg, -

Amount g DivideFactorgy



Kapitola 5

Moderni matematické metody pro
vyhodnoceni analyz

Tato kapitola se ze zaméfuje na moZnosti vyhodnoceni chromatografického zdznamu
s vyuZitim modernich optimaliza¢nich metod. Tyto metody umoZiiuji v mnoha pfi-
padech zcela eliminovat vliv vzajemného piekryti odezvy vice slozek a potlacuji
vliv Sumu a chemického pozadi na kvantitativni vyhodnoceni analyz. Nejdfive jsou
analyzovany pozadované funkce a kroky takového vyhodnoceni. Ty jsou postupné
dopliiované o algoritmy, které je pro feSeni tlohy pouZivaji. Nalezeni matematic-
kého modelu a jeho parametrti, ktery by se shodoval s naméfenymi daty, je idealni
feSeni, kterému se vsak Ize jen do urcité miry pribliZit. Pro hledan{ tohoto pfibliZzeni
je potieba vyuZzivat nelinedrni optimaliza¢ni metody matematického modelu celého
méfeného signdlu. Pro urychleni jejich konvergence je vhodné doplnit modely pikt
(popsané v[3.2) i o jejich analytické derivace. Tyto vypocty byly provedeny a vy-
sledky jsou prezentované v odstavci Rizné metody byly otestovany jednak s vy-
uzitim dostupnych néstroji a knihoven a také byl navrZen relativné jednoduchy, ale
zakladnim poZadavkim vyhovujici soubor skripti v prostfedi Matlab s grafickym
rozhranim pfit_ui. Skripty predevsim slouZzi k otestovani algoritmd, u kterych se
uvazuje o jejich mozné integraci do chromatografického syst¢ému CHROMuLAN.
MoZnosti integrace jsou rozebrany v odstavci Na konci kapitoly je pak de-
monstrované feSeni s vyuZitim navrzeného postupu na redlné analyze aminokyselin.

5.1 Rozbor problému

Ukolem zpracovani zdznamu pro téely uréeni kvalitativniho i kvantitativniho za-
stoupeni analytd v ptivodnim naddvkovaném vzorku je vlastné transformace vy-
stupni informace z procesu eluce na vstupni podminky tohoto procesu. Hleddme
feSen{ inverzniho problému k popisu procesu eluce (popsany v [3.1I), ktery md za

41
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nésledek vznik detekovaného signdlu obsahujictho superponované odezvy jednotli-
vych sloZek analytd (viz[3). ProtoZe i analyza dopfedného procesu vlastni eluce je
Casto dilezita a nastaveni jejich parametr tak, aby byla separace co nejucinnéjsi, je
ddlezité a v mnoha pripadech je potfeba vybrat vhodné parametry bez dlouhého tes-
tovéni a spotfeby nékdy i extrémné ndkladnych latek a rozpoustédel, proto existuje
i mnozstvi softwarovych nastroji, které umoziuji modelovat proces eluce a ziskat
pro dané parametry predpoklddanou odezvu (eluéni kiivku). Jednim z takovych né-
stroju je tieba rozsiteni LC-MSsim [Schulz-Trieglaff et al.| (2008) projektu OpenMS
Sturm et al.| (2008)) slouZicitho k zpracovani chromatografickych zdznami a spekter
hmotnostniho spektrofotometru. Projekt LC-MSsim tedy miZe poslouzit jako zdroj
cennych informaci a také i pro pripravu modelovych dat pro feSeni inverzniho pro-
blému.

Vzhledem k nedeterministické/statistické podstaté déji se vSak problém urceni
analytd a jejich koncentraci komplikuje. Ddle na proces piisobi mnozstvi faktorii a
vlivi, které neni mozné jednoduse popsat. Vysledny signdl je tedy zatizen Sumem a
dal$imi odchylkami, které se v modelech nevyskytuji nebo se do nich pfiddvaji opét

Vv

pouze jako Sum. Hlavni pri¢iny a odchylky méfeného signalu od modelu tedy jsou

* chemicky Sum dany charakterem procesu eluce

e Sum zpusobeny proudénim kapaliny v mérné optické cele (moznd i dopple-
rovsky efekt, mikrobublinky atd)

* Sum dany vlastnostmi a technologif fotodetektoru (zvany téZ temny proud)

* nelinearita dand vlastnostmi fotodetektoru nebo nedodrZenim pfesnych pod-
minek (napf. poZadavek na stabilizaci napéti na jeho vystupu)

* Sum dany vedenim velmi slabého signélu do zesilovace v detektoru

* Sum ve vlastnim zesilovacim stupni (zdsadni je napiiklad Sum vysokoohmo-
vych odpori ve zpétné vazbé operacniho zesilovace)

* Sumy, nelinearita a ofsety pfislusejici k technologii pfevodu signalu do digi-
talniho tvaru

* Sum a drift zptisobeny dosazenim limitu moZné stabilizace zdrojt svétla, vysky-
tem ozénu v optické cesté, tepelnou roztaznosti monochrométoru a dalsich
mechanickych dilli, kterd se projevi vlivem zahtivani pfistroje po zapnuti i
diky ¢astému pouziti piistrojd v prostorech bez piesné stabilizace teploty

e Sum Ccasto s periodickym charakterem zplisobeny nerovnomérnosti Cerpan{
mobilni faze. I u sebekvalitnéjsiho kontinudlni vysokotlakého Cerpadla do-
chazi k urCitym tlakovym pulzacim pfi predavani vytlaku z jednoho pistu na
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druhy, stejné tak zpé&tné ventily projevuji urcité nedokonalosti (mechanicky
a softwarovy navrh nasSich Cerpadel a Caste¢ného potlaceni téchto projevi je
zdaleka mimo rozsah této price).

o drifty a nékdy i zlomy v pribéhu zakladové linie (chemického pozadi), na
které se se odezvy analytii superponuji. Casto jsou zptisobené nepifesnostmi
v michéan{i slozek mobilni faze, zménami koncentraci mobilni faze v pribéhu
analyzy, zdmérnymi zménami teploty kolony nebo omezenou mirou jeji sta-
bilizace.

Vv s

* pii vyssich koncentracich nékterych analytd miZe dochdzet i k vzdjemnému
ovlivnéni béhem procesu eluce, kdy se napriklad jedna latka vaZe na ndpli
kolony a vytésiuje latku jinou

* pravdépodobné i mnoho dalSich vlivi, které nejsou autorovi této prace znamé

Z vySe uvedeného tedy vyplyvd, Ze feSeni inverzniho problému nebude nikdy Cisté
analytické a bude vzdy vyzadovat ur¢ité kompromisy.

Z teorie popisujici teoreticka patra kolony a tvrzeni, Ze jejich poCet zlstava pfi-
blizné konstantni i pro analyty vystupujici ve velmi rozdilnych casech vyplyva, ze
Cas analyzy béZzi spiSe v logaritmickych soufadnicich. Zarovei se v mnoha pfipa-
dech projevi i vliv zmén mobilni faze a vzdjemného ovlivnéni elu¢nich procest
jednotlivych analytl. Z téchto pfi€in nelze v mnoha piipadech pocitat s Cisté gaus-
sovskym prabéhem piki, proto je potfeba umoznit i priblizeni realit¢ minimalné
pouzitim modelti logaritmicko-gaussovskych piki.

Predpokladejme tedy, Ze zdznam odpovidad superponovanym zdkladnim ode-
zvam piki na urCitém pribéhu zdkladni linie. Je tedy mozné bud’ fesit ulohy hle-
déani pribéhu zdkladni linie a kombinace pikl spolecné a nebo zpracovani rozdelit
do dvou samostatnych krokti. Vzhledem k tomu, Ze pii chromatografické analyze
(na rozdil od hmotnostnich spekter) se vétSinou i b€hem analyzy vyskytuje mnoz-
stvi oblasti, kde je pfispévek dostatecné vzdalenych okolnich piki maly, pouZiva
se vétsinou rozdéleni zpracovani na krok hledani parametrd modelu nulové linie a
teprve po odecteni jejtho prispévku se vysetiujf oblasti pikii. V odstavci[5.1.2budou
nastinény i moznosti kombinovaného pfistupu.

Protoze je zpracovavany signdl zatiZen velkym mnoZstvim rtiznych Sumi a mi-
nimalné nékteré dals$i matematické postupy jsou jeho pfitomnosti ovlivnény, je po-
treba zvazit moZnosti potlaceni jeho vlivu. ProtoZe je to vétSinou prvni krok ve zpra-
covéani, bude popsan v nasledujicim odstavci této kapitoly. Déle bude nasledovat jiz
zminéné hleddni modelu pozadi (5.1.2)), poté vyhleddni pozic nesoucich zndmky
piitomnosti jednotlivych pika (5.1.3)) a nakonec uréeni parametrt jednotlivych piki

G.L4).
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Predem je potfeba upozornit, Ze tento relativné narocny piistup nenf nutné apli-
kovat, pokud se jedna typicky o dé€leni jen né€kolika analyt s velmi dobrym rozdé-
lenim, neni nutné aplikovat. AvSak v okamziku, kdy se odezvy analytti pfekr}’/vajﬂ
tak pokud 1ze predpokladat vyrazné&jsi zmény poméru jejich vysek (ploch) mezi riz-
nymi stanovenimi, tak Zadny z postupli popsanych v Kapitole ] nepfindsi presn&jsi
(uspokojivé) vysledky. Pokud je tedy potieba takové analyzy zpracovavat, tak je
potfeba zde popsanym naro¢néj$im postupim vénovat.

5.1.1 Sum signélu a rozvaha nad potladenim jeho vlivu

Vliv Sumu lze potlacit mnoha metodami. Klasické metody jsou postaveny na roz-
boru frekvenci odpovidajicim Sumu a uziteném signdlu. Mnoho zdroji v piedcho-
zim odstavci uvazovanych Sumd prispiva k signdlu predevSim na vysSich frekven-
cich nez je méfeny signal. Nejjednodussi technika na odstranéni Sumu je tedy pouziti
béZzného filtru typu dolni propust. Vysledny signdl tedy potom bude ddn konvoluci
odezvy filtru s naméfenym signdlem. Aplikace filtru tedy bude mit vliv na pribéhy
(funkce modelti) pikd, které budou dale vyhledavané. Pokud bude tato zména vy-
razné&jsi, bude analytické vyjadieni vysledného pribéhu komplikované;jsi. Pritom jiz
samotnd smés gausidnl a i uvazovanych slozitéjsich funkci ¢ini tlohu dostateéné
obtiZnou. Pfimé pouZiti filtru bez dalsi rozvahy je tedy moZné pouze v piipade vel-
kého odstupu frekvenci méfenych pribéhd od Sumu.

Pokud uvazime, Ze signdl vnika aplikaci mnozstvi procesu, jejichz odezva odpo-
vid4 normalnimu rozdé€len{ (gausidnu) tak pfichdzi v tivahu vyuziti filtrace konvoluc{
s gausidnem s polosifi volenou uvnitf intervalu mezi frekvenci Sumu a predpoklada-
nou polositi hledanych pikd. Vyhodou tohoto feSeni je, Ze se charakter pribéht pikd
gaussovského tvaru nezméni. Pouze dojde k zméné parametrl — sniZeni vysky a se-
¢teni polositi (smérodatnych odchylek). To sice povede k zvétSeni miry prekryvu
pikt, ale vzhledem k tomu, Ze jiz pfi pouziti téchto sloZitéjsich metod s feSenim
této komplikace v dalSich krocich musime pocitat, tak tato volba nepfindsi kvalita-
tivni zménu problému. Na takto filtrovaném signdlu pak lze provést déle popsané
kroky a pripadné na konci vyhodnoceni pfepocitat parametry nalezenych odezev
analytt (pikt) tak, Ze je umélé zvétSeni polosite nakonec odectené a vyska prislusné
upravend. AvSak vzhledem k tomu, Ze koncentrace analytl jsou podle uvazovaného
pfimo imérné plochdm pod jednotlivymi piky a k zméndm ploch pii konvoluci
s gausidnem o jednotkové plose nedochdzi, tak neni pro hlavni pouZiti vysledki
vypodti potieba provadét z4dné tpravy. Casto je jako dalsi pomocny vysledek 74-
dany vypocet velikosti teoretickych pater kolony a pokud nemad byt tento vysledek
ovlivnén uvazovanou filtraci tak je potfeba pied jeho vypoctem velikosti pirepocitat
na parametry pred provedenim filtrace. PouZiti této metody neni striktné analyticky

'Vétsinou je prekryv uvaZovany, pokud je rozdil retennich East mensi neZ 4 a7 66, to je priblizng
1.5 az 2.5 polosite okolnich piku.
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spravné pro jiné nez gaussovské modely piki, ale vznikl4 chyba je mald, protoZe i
pribéhy téchto modeld se ve velké vétsiné pripadd gausidnu v piipadé kapalinové
chromatografie blizi.

Dalsi celkem zajimavou tvahou je, Ze vlastni vypocet plochy pod kiivkou in-
tegruje relativné velké mnozstvi vzorkl, takze i pii pouZiti klasickych metod vy-
hodnoceni i nad nefiltrovanym signdlem dochazi ke klasickému potlaceni relativni
chyby souctem vice vzorki méfeni, u kterych vlastni signdlovy Sum povaZujeme
za Sum s normdalnim rozdélenim. Z toho plyne Ze je moZné pouZit i vyrazné filtro-
vany zdznam analyzy pro vyhleddvani pocatkt a konci oblasti jednotlivych odezev
pikt a pro odecteni vlivu pozadi (nulové linie), ale vlastni numerickou integraci pak
provadét nad pltivodnim zdznamem s je$té vyraznéji (v ptivodni mife) oddélenymi
piky. Tento postup pouzivd i program CHROMuLAN pfi klasickém vyhodnoceni
zaznamu numerickou integraci pro automatické hledani nulové linie a integracnich
znacek.

Pti pouziti optimalizaénich technik pro hledani parametri pikti popsané v dal-
Sich odstavcich je také moZno pracovat se signdlem ptivodnim (véetné Sumu) a ne-
chat vyhledani prub€hu na pouzitém optimalizaénim algoritmu. VySe popisovand
filtrace ma tedy hlavn€ vyznam pro predpiipravu signalu pro vyhledani priibéhu che-
mického pozadi a nalezeni oblasti nebo predpokladanych vrchold hledanych piku.

VEtsi problémy predstavuje periodicky (korelovany) Sum zpisobeny tfeba ne-
rovnomeérnosti ¢erpani mobilni faze vlivem prebirdni a nastupu vytlaku mezi pisty
cerpadla. Tento problém by bylo moZné fesit naptiklad hleddnim modelu/aproximace
téchto pribéhd v oblasti nulové linie (bez piki) a nasledujicim protaZenim a ode-
Ctenim aproximovanych pribéhd i v oblastech pod piky. Ale vzhledem k tomu, Ze
nen{ jisty aditivni charakter tohoto signdlu (nemusi ptsobit jen chemickou cestou,
ale i zménami pritoku optickou celou nebo jeji urcitou deformaci), tak by si ovéfeni
pouzitelnosti této myslenky vyzadovalo samostatny vyzkum a testovani, které jsou
nad rdmcem této préce a snad i potieb vétSiny nasazeni uvazovaného chromatogra-
fického systému.

5.1.2 Vliv prabéhu chemického pozadi

Obecné do této kategorie jsou zahrnuty vSechny pomalé zmény v signdlu, které
nelze prifadit odezvam analytd, to je hledanym pikdm. V této fazi vyhodnoceni neni
znamo, které Casti zaznamu jsou (méritelné/vyraznéji) ovlivnény odezvami analyty,
a které odpovidaji samotnému pozadi. Proto je tieba alesponi v pocatecni fazi zpra-
covani provést klasifikaci zaznamenanych vzorkl dat analyzy na body odpovidajici
oblastem vyskytu pikd a oblasti odpovidajici pozadi (obecné oznacovanému jako
nulova linie, anglicky baseline).

Zcela nejjednodussim feSenim je hledat oblasti s malym sklonem nebo zménou
signdlu. Toto feSeni vSak nepfinasi kvalitni vysledky. Pokud nejsou béhem analyzy
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provadény skokové zmény parametrii (mobilni faze, teploty, prutoku atd.), 1ze pred-
pokladat, Ze modelem pozadi bude hladka kiivka. Podle zvolené miry pozadované
shody modelu s priitbéhem signilu mimo piky lze volit aproximaci polynomem ur-
c¢itého fadu. Bud’ jednim, nebo nékolika tfeba ve formé spline funkci. Stile zde ale
zUstava problém nalezeni téch bodu, ze kterych se jejich parametry budou pocitat.

Za predpokladu, Ze vlastni odezvy analytd jsou vyrazné kratsi nezZ zmény sklonu
kiivky reprezentujici pozadi, 1ze vyloucit z mnoZiny vzorkt odpovidajicich pre-
vazné nulové linii vSechny dseky, kde druhd derivace (diference) kfivky (zdznamu)
prekracuje urcitou hodnotu. Pokud jsou poté dseky reprezentujici nulovou linii jesté
o uréitou rezervu z obou stran zkraceny, je jiz vétS§inou mnozina vzorkd zdznamu pro
urceni nulové linie dostatecné presné urcena a je mozné provést aproximaci téchto
vzorkid polynomem s vyuZzitim metody nejmensich ¢tvercl. Pfi tomto feSen{ je pak
mozné pokracovat uréenim pozic pikd a nalezenim jejich parametrti. Pokud nen{
shoda mezi modelem a zdznamem jiZ dostatecn4, lze se bud’ vratit ke kroku hledani
zakladové linie s tim, Ze jsou jiZ od zacdtku pfimo vylouceny oblasti odpovidajici
do té doby nalezenym pikiim, nebo je mozné pridat parametricky model nulové linie
do celkového optimalizovaného problému a pokracovat spolecnym hleddnim vSech
parametru.

Dalsi moznosti, kterd v nékterych pripadech dava lepsi vysledky, neZ uvedena
metoda druhé derivace, je metoda kterd postupné vylucuje vzorky s nejvetsi od-
chylkou od modelu nulové linie. Tato metoda vede k dobrym vysledkim piedevs$im
tehdy, kdyZ je pfedem zndmé, Ze se v zdznamu objevuji jen ,,pozitivni* piky, to je
piky nad nulovou linii a odebiraji se tedy jen vzorky, které se nachdzeji déle, nez je
dana urcitd vzdalenost nad jiZ odhadnutym pribéhem nulové linie. Pokud 1ze oceka-
vat i zdporné pl’kyﬂ je potfeba odebirat i vice vzdalené vzorky pod predpokladanou
kiivkou nulové linie a obecné spolehlivost algoritmu je niZ$i. V obou piipadech se
kroky algoritmu opakuji bud’ s postupnym zmensovanim vzdélenosti pro odebirani
vzorkid nebo s vyuZitim setiidéni vzorkl podle vzdalenosti a odebirdnim uréitého
poctu. Pro zbyvajici vzorky se vZdy znovu ur¢i aproximace pribéhu nulové linie.
Pii zvolené mife shody pribéhu se zbyvajicimi vzorky se postup zastavi. Tento al-
goritmus Ize s vyhodou pouZit po prvnim odebrani vzorkd metodou sledovani druhé
derivace.

Po vyhledani modelu nulové linie pak typicky nésleduje jeji odecteni od za-
znamu a do dalStho zpracovéni se pfeddvaji jen data, u kterych se predpoklada, ze
odpovidaji kombinaci odezev piki.

274porné piky se vyskytuji celkem b&Zn& napfiklad pii pouZiti rozpoustédla s v&tsim dtlumem

svételného toku nez pfislusi nékterym analytim.
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5.1.3 Vyhledani umisténi odezev analyti

Pokud je vysledek separace analytd uspokojivy, tak 1ze vyhledat vrcholy piki repre-
zentované maximy signdlu. Pokud nenf signél dostatecné filtrovany, je potieba vy-
brat na urcitém okol{ jen jedno maximum. Tento postup vSak nevede k spolehlivym
vysledkim v pfipadé, Ze 1ze oCekdvat potiebu ureni analytu, ktery se v nékterych
méfenych chemickych vzorcich (ddvkach) vyskytuje ve velmi malych koncentracich
a pritom retencni Cas jeho odezvy je blizky néjakému analytu s vyrazné€jsi odezvou.
Problémovy analyt se napiiklad vyskytuje na chvostu vétsiho piku na prvni pohled
jen jako mirnd zména jeho sklonu. Pak jednoduché uréeni podle vrcholt pikt se-
lhava.

rence) zdznamu odezev. Umisténi a odhady retencnich Cast piki se pak umisti do
priseciki sestupnych prichodu tfeti derivace (diference) zpracovavaného signalu
s osou x (nulovou hodnotou). Pfitom se se uvazuji jen ty priseciky, kde sklon tfeti
derivace prekroci urcitou hodnotu. Tato metoda je dobie popsand a demonstrovand
v|0’Haver| (2001}).

Pii postupném priddvani modeld pikii do modelu celkové odezvy je potieba
kontrolovat, jestli stale jest¢ model umoZiuje ureni jednoznacného vysledku. Po-
kud nékteré funkce nejsou vzdjemné linedrné nezavislé, pak béh algoritmu v kroku
z nasledujiciho odstavce muZe kolem feSeni oscilovat nebo jinak degradovat. Pri pfi-
davani modelu pikd 1ze jejich vzdjemnou nezavislost kontrolovat vypocCtem wron-
skidnu funkci popisujicich pribéhy pikd. Pokud nevychézi tento determinant deri-
vaci funkci nulovy, tak je ovéfena hypotéza nezdvislosti. Pokud vyjde nula, neni
sice zcela jisté, Ze neni potieba dalsi model piku pfidat, ale riziko zdvislosti je vy-
soké a s priddnim modelu je vhodné pockat az do doby, kdy se v dalSim kroku
pii ur€ovani/zpresiovani parametrit modelti dospéje k ustdlenému stavu feSeni. Pak
je mozné na rozdil modelu a naméfeného signdlu opét aplikovat postup popsany
v tomto odstavci, pfidat do celkového modelu dalsi polozku a poté po ovéfeni neza-
vislosti s vyuzitim wronskianu pokracovat opét v hledani parametrti modelu. VyuZiti
wronskidnu je popsané v |Koinis et al.| (1991).

5.1.4 Urceni parametri modelu a kvantitativniho sloZeni analytu

Pokud je alespori pfedbéZzné nalezena smés funkci tvofici odhad modelu pribéhu
signdlu, tak je jiz mozné pouZit matematicky i algoritmicky velmi dobie propraco-
vané optimalizacni metody. NejCastéji se pouZivaji metody zaloZené na metodach
minimalizace nejmensich ¢tvercli odchylek modelu od signalu. Jedna se predevsim
o metody Levenberg—Marquardt, trust-region-reflective, Gauss-Newton.

Vyhledani rtiznych postupti fesSeni problémil nelinearnich piipadii nejmensich
Ctvercd je mozné napiiklad v |Bjorck (1996) a v|O’Neill| (1971)). Pro dcely vlastniho
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vyuZziti téchto metod v testovacim prototypu pfit_ui byla vyuZita funkce , Isqcurvefit*
z prostfedi Matlab, ktera potfebné metody nabizi. Problém nalezeni parametrd x
funkce F takovych, aby se tato funkce co nejvice pfiblizila naméfené odezvé ydata
v bodech (pro zdznam analyzy Casech) xdata, je presné tim algoritmem, ktery je pro
feSeni dlohy potfebaﬂ

min ||F (x,xdata) —ydata”% = min E (F (x,xdata;) — ydata;)* (5.1)
X X .
4

Vyuziti této funkce pfi zndmych (v pfedchozim kroku predbézné estimovanych)
funcich jednotlivych piki je vysloven& piimocaré. ReSeny problém je viak relativné
velky (tfeba i desetitisice bodd) a rychlost konvergence k ustidlenému vysledku ne-
musi byt dostatecnd. ProtoZze se jednd o problém silné nelinedrni, neni ani zcela
vylouceno uvéznuti v nékterém lokdlnim minimu nebo oscilace. AvSak pfi dobie
provedeném predchozim kroku vyhledani pocatecnich aproximaci odezev pikd a pii
obCasném ohlid4n{ linedrni nezévislosti jednotlivych hledanych funkci, se tyto pro-
blémy bézné nevyskytuji.

Vypocetni narocnost jednotlivych iteracnich kroki je vSak vysokd, protoZe op-
timalizovand funkce F je zavisld na parametrech vSech hledanych pikd. Vzhledem
k tomu, Ze pouZité optimalizani metody jsou postavené na gradientnich principech
nebo je alespon znalost gradientl urychluje, pfedstavuje numerické hledani gra-
dientd funkce F zédsadni Cast zat€Ze. Zaroven pri optimalizaci i stovky parametri
(b€Zné se jedna napiiklad o 30 pikii po minimélné 3 parametrech) tak je volba pies-
nosti pro numericky odhad derivaci funkce F podle jednotlivych parametrd velmi
komplikovand. Vzhledem k vlastnostem scitani ¢iselnych hodnot reprezentovanych
v plovouci fddové a obecné setkavani se velky a velmi malych hodnot v pribéhu
vypoctu miize vlivem zaokrouhlovani Casto dojit i k paradoxnim vysledkiim nebo
vystupu nulové hodnoty ve vSech bodech pro odhad parcidlni derivace (diference)
podle nékterého parametru. Proto byly modely pribéeht piki rozsitené o analyticky
uréené vyrazy pro prvni a druhé parcidlni derivace podle jednotlivych parametrd.
Tyto doplnéné modely pikl pak umoziuji analyticky vypocet hodnoty Jakobidnu a
Hessidnu sloZzeného modelu odezev pro aktudlni stav napocitanych parametrd v da-
ném optimalizanim kroku algoritmu. Znalost Hessidnu pak umoZiuje vyuZit mo-
difikované rychlejsi metody optimalizace neZ je zdkladni Levenberg—Marquardtiiv
algoritmus. Takové metody jsou napiiklad neimplementované v knihovné AGLIB
Bochkanov|(2010). Zaroven byl otestovan vliv volby parametrii na rychlost a ispés-
nost optimaliza¢nich algoritmt v pfipadech, kdy byly uvazované rizné mozZnosti
parametrizace piku.

V prvnim pfibliZeni v pfedchozim kroku [5.1.3]se vétsinou nepodafi nalézt kan-
didity pro pro volbu jinych, nez gaussovskych pribéhi. Opravu volby je mozné

3Pi minimalizaci lze pouZit i jiné normy ne? kvadratické, napiiklad normy p = 1, coz vede na
linedrn{ programovdani.
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provést v pripade, Ze se feSeni ustdli a vysledny nalezeny pribéeh stile jesté dobie
neodpovida pribéhu zaznamu. Lze si pfedstavit mnoZstvi algoritmt pro rozhodo-
vani mezi pridinim dal$iho piku a zménou modelu nékterého z piki, ale v ramci
svoji prace jsem tento problém uspokojivé nevyresil a zatim ponechdvam tuto volbu
typu predpoklddanych odezev na zvédZeni uZivatele.

5.2 Analytické modely prubéhu piku a jejich derivaci

Jak bylo vysvétleno v odstavci[5.1.4] je vyhodné doplnit modely priib&hi piki analy-
tickymi vztahy pro vypocty derivaci. Je velmi pravdépodobné, Ze uréeni vztaht pro
parcidlni derivace uvazovanych kiivek jizZ provedlo mnoho matematikd, ale autor
této prace na vztahy pro rtizné parametrizace prubéhi v dobé€ analyzy problému ne-
narazil, proto se timto problémem zabyval podrobéji vysledky vypoctd jsou soucasti
navrzené metody. Ve vSech pfipadech se vlastné jedna jen o mechanické provedeni
derivovani podle jednotlivych parametri funkce. Pro tyto tcely existuje mnozstvi
programi (Derive, Maple, Matlab Symbolic Toolbox, atd). Posledni zminény byl
ptizvany na pomoc. Ukdzalo se vSak, Ze pro vétSinu vypocti derivaci predev§im
slozitéjsich pribéht piki (viz byly vysledné vyrazy Casto velmi komplikované
a symbolicky systém nebyl schopen jejich zjednoduseni. Nékteré tvary ne jen, Ze
nebyly minimélni, ale i pro ur¢ité kombinace parametrii neddvaly konecné feseni.
Nakonec bylo urceni derivaci provadéno kombinaci a porovnadvanim ru¢niho a po-
¢itacového pristupu s ohliddnim problematickych kombinaci parametrd. Vysledky
pak byly testované proti plné strojové nalezenym vyrazim a v souladu s teorii vy-
chézela (né€kdy i mirné prekvapivé) zjednoduseni téchto rozdild jako nuly. Pro vy-
brané paramterizace vSech uvazovanych prabéht piki pak byly nalezeny i derivace
druhé. Nalezené vysledky pak byly integrované do skriptu ,,pfit_fncs.m* poskytuji-
ciho seznam modelt pribéhd pikd pro testovaci ndstroj pfit_ui. V soucasné podobé
skript poskytuje v tabulce uvedené modely pikd. Pfitom symboly pouZité pro
jednotlivé parametry jsou shodné se zavedenim modeli pikd v V nésledujicich
odstavcich jsou pro nékteré z uvedenych prubéhd a parametrizaci i vysledky uve-
dené v Citelné forme. Vysledky jinych vypocti jsou vsak natolik nepiehledné, Ze je
ma smysl zpracovavat dale jen na strojové trovni a nejsou v textu prace uvedeny.
Autor rad poskytne pripadnym zajemciim kompletni sadu vSech nalezenych vztaht
véetné implementovanych ndstroju.

Pro zajisténi moznosti zdmény rtiznych modelt pikd bez velkého vlivu na vy-
sledny pribéh a vzdéleni se od jiZ dosazené shody modelu a méfenych dat pak byl
zvolen pfepocet na spolecné (uzivatelsky zddané a dobte sledovatelné) parametry S,

u, w.
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Oznacenf ‘ Text (angl.) ‘ Parametry ‘ Max. der.
gaus Gaussian Peak h, u,w 2
gaus] Another Gaussian Peak h,u, o 2
gaus2 Yet Another Gaussian Peak S, U, o 1
loggaus Log Gaussian Peak h,u,w,p |1
loggaus1 Another Log Gaussian Peak h,u,o,o |2
pearson’ Pearson’s Peak h, u,wM | 2
lorentz Lorentz’s Peak h, u, w 2
mixlorgaus | Mixed Lorentz’s Gaussian Peak | A, u, wM | 2

Tabulka 5.1: Modely prabéhi pikli poskytované ze skriptu ,,pfit_fnes.m* nastroji
pfit_ui

5.2.1 Analyticky popis gaussovského piku

Vysledky vypoctd derivaci pro gaussovsky pik v parametrizaci vyska h, stfed u,
polosife w zvolené jako vhodné pro zpracovédni v popisu

S (5.2)
32 = (5.3)
aa!yl = Shv;(x_u)eﬂn(z)(xwg)z »
;yv ) Shv;(x_“)ze‘”“(z)“;*z‘)z (5.5)

Tato parametrizace nevykazovala vliv zhorSeni béhu optimaliza¢ni dlohy.

5.2.2 Alternativni popis gaussovského piku

Parametrizace vyska h, stied y, smérodatna odchylka o.

(=p)?

y = he 207 (5.6)
dy _%

o= e (5.7)
0 1 _=w?

ﬁ = h?(x—,u)e 202 (5.8)
d 1 _ew?

% = hg(x—,u)ze 252 (5.9

Chovanim ekvivalentni predchozi parametrizaci.
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5.2.3 Treti parametrizace gaussovského piku

Parametrizace plocha S, stfed u, smérodatnd odchylka o.

(p)?
y = %;e—zs“z (5.10)
2
Iy _ V21 (5.11)
oh ~ 2Jxs
dy W2 1 _w)?

a‘u mﬁ(x—u)e 252 (512)

2 )2
o W21 (o p ) (5.13)
s ~ 2/ast\ &

Parametrizace je sice ldkava pfimym ur¢enim Zddané plochy odezvy, ale velké vza-
jemné ovlivnéni derivaci podle parametru S a 4 vede k horsi rychlosti konvergence
mnou testovanych optimalizacnich algoritmii.

5.2.4 Analyticky popis logaritmicky gaussovského piku

Logaritmicky gaussovsky pik je v tomto pfipad€ parametrizovany podle definice

v[3.2.4] tedy vyska h, stfed u, polosite w a pomér polositek p.
N (- (p%-1

’1,112((2,,)> hlz(“ p(f )+1>

y = he (5.14)

Jak je i v definici modelu ukédzané, piipad p — 1 vede k pfechodu na Cisté gaussov-
sky pik

(=)?
y = he M5 (5.15)
Vztah pro vypocet parcidlni derivace podle vysky pak je
dy g’ (w)p(fizl) +1>
Derivace podle umisténi stfedu
ay _ M@ (p7—1), f-p (i) ) (5.17)
I wpIn*(p) pw '

~1 (=) (p?-1
<(x—u)(P2—1)+1> ()

pw
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Derivace podle polosite

J hin(4) (p*—1 - -1
9y _ M(x—,u)ln (=) (p )—i—l . (5.18)
Iw w2 pln*(p) pw
“1 ) o G0 (e?-1)
— 2 — 1 - n In ( w +1
((x w (o )+1> [l p
pow
Nakonec prichazi ke slovu derivace podle poméru polosiek
@) o 0(P7-1) )
21 —n—ln <w+1
9y _ 2In@)h ") b (5.19)

ow  pln’(

)’
(pl 2( ) +1> —pln(p)ln((x_“z)(v’:z_l) +1>
—u

( - u;<5—1>>(< —ui)g—ml)l

Z délky vyrazu je na prvni pohled vidét, Ze néco ,,neni v poradku*. Zaroven vyraz
vede pro hodnotu p — 1vypoctu logaritmu z nulové hodnoty. VySetfenim vypoctu
limitn{ hodnoty v tomto bod¢ vSak bylo mozné vyraz zjednodusit na

p) —u)? i mee-?
ﬁ =8hIn(2) & W;i) e (5.20)

Tento tvar je tedy v ddle popsanych néstrojich pouzivany pro hodnoty parametru p
pohybujici se v okoli bodu 1. Presto tato parametrizace pfi testech vykazovala po-
tize v konvergenci k ustdlenym hodnotam. Z té€chto diivodt byla autorem navrZena
parametrizace alternativni.

5.2.5 Alternativni popis logaritmicky gaussovského piku

Navrzend parametrizace vyuZiva vysku h, stied u, smérodatnou odchylku ¢ a para-
metr @, ktery urcitym zptsobem reprezentuje vzdalenost pocatku pocitani logarit-
mického Casu od stiedu piku

I ((x—pa+1)

y=he  20%? (5.21)
Pro umisténi pocatku do stiedu piku @ — 0 pak pik prechazi na gaussovsky prubéh

_ =w?

y=he 2o (5.22)
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Pro parcialni derivaci podle vysky pak plati

d I (—po+1)
o= Cide (5.23)
derivace podle umisténi stfedu
d h (ot
4 =——In(x—p)o+l)e e ((x—/.z)a)+l)_] (5.24)

u oo

derivace podle smérodatné odchylky ($itky piku)

dy h 5 _ I (-po+)
7" oiar In“(x—p)w+1)e  20%7 (5.25)
Derivace podle parametru @
dy h _n?((x-motl)
2~ (e e e (5.26)
n(r—po+1)  x—p
0] (x—p)o+1

Tato derivace vSak opét v oblasti blizké gaussovskému probéhu (@ — 0) vykazuje
problémy, ale je moZné ji nahradit limitni hodnotou
dy h
oo 202

3 _ew?

(x—u) e 22 (5.27)

5.3 Testovaci nastroj pro vyhledani a urceni parametru pika

S vyuzitim nékterych technik popsanych v predchozich odstavcich byla navrzena
sada skripti v prostiedi Matlab, kterd umoziiuje testovani nékterych postupi. Pre-
devsim se jedna o vlastni provadéni optimalizaéni dlohy vyhledani hodnot parame-
trd pikd. Néstroj pfit_ui (peak fitting user interface tool) dale obsahuje zdkladni
algoritmy pro vyhledani nulové linie s vyuZitim pfedfiltrovani signdlu a pro auto-
matické pocate¢ni nalezeni pravdépodobnych umisténi a vySek piku. Prostiedi (viz
obrézek[5.1)) pak umoziiuje odebirat i pfiddvat dal$i modely piki, editovat jejich pa-
rametry a typ funkce. Nasledné je mozné cely problém s vyuzitim znalosti analytic-
kého vypoctu derivaci/gradientu hledané funkce predat do standardni optimalizacn{
funkce ,Isqcurvefit* nabizené prostiedim Matlab. V prostiedi pfit_ui je pak mozné
sledovat a porovndvat vysledky, ukladat a nacitat data vcetné urCenych parametrii a
typt pikd. Ndstroj umoziuje i pripravit pribéh ze zadanych parametri piki a poté
sledovat, do jaké miry dokdZz{ algoritmy z pribéhu parametry urcit.

Na sérii obrazk a[5.4]je demonstrované pouZiti ndstroje na redlné ana-
lIyze aminokyselin provedené na piistroji AAA 400 fizeném chromatografickym sys-
témem CHROMuLAN. Pro demonstraci metody byl vybrany tento zdznam z né-
sledujicich divodu
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Obrazek 5.1: Nastroj pfit_ui pro vyhledavani parametri piku

* chromatografickd analyza aminokyselin ninhydrinovou metodou umoZiiuje

rozlisit velké mnozstvi aminokyselin, je tedy potfeba zpracovavat velké mnoz-
stvi piki.

* zdznam obsahuje relativné velké mnozstvi dat. Napfiklad tento testovaci za-

znam obsahuje pres 5000 vzorka (pfiblizné 2 hodiny zaznamu)

béhem analyzy se vyuZiva zmén sloZeni mobilni faze, coZ ma za nésledek
deformované tvary piki. Je tedy duleZité modelovat nékteré Casti zdznamu
s vyuzitim negaussovskych pribéhut piki.

protoZe je analyti (aminokyselin) velké mnoZstvi, je velmi problematické
proces eluce nastavit tak, aby k Zddnym prekryviim nedochdzelo, proto ma
smysl uvaZovat o vyuZiti relativné sloZité matematické metody pro zpfesnéni
vysledkt analyzy.

jednd se o aplikaci pfistroje vyvinutého firmou PiKRON a fizeného systémem
CHROMUuLAN. Integrace navrzené metody zpracovani miize tedy zkvalitnit
a zpresnit stanoveni ve vice jak 50 laboratorich v oblasti zdravotnictvi a zeme-
délstvi v Ceské republice i v zahraniti, které tyto sestavy vyrabéné a doddvané
firmou INGOS pouZivaji.
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Obrazek 5.2: Nezpracovand data zdznamu analyzy aminokyselin

Na obrézcich je vidét, jak jsou surova data nejdiive predzpracovand jednim z algo-
ritmd pro nalezeni a odeCtent priibéhu chemického pozadi (kapitola[5.1.2), poté jsou
vyhledané odhady pozic a pocatecni parametry jednotlivych pika (kapitola|5.1.3) a
nakonec je provedena optimalizace. Vysoka mira shody nalezeného modelu (apro-
ximace) s ptivodnim signdlem je dobfe patrnd z detailniho zobrazeni vysledku na
obrézku Carkované je zobrazen prib&h modelu, ktery pro skupinu prvnich dvou
prekryvajicich se pikd zcela splyva s pvodnimi daty. V oblasti druhé skupiny je jiz
v oblasti mezi piky patrny rozdil. Je ovS§em natolik maly, Ze neni moZné rozhod-
nout, jestli se jednd o dalsi neidentifikovanou odezvu nebo pouze vliv kolisin{ tlaku
na koloné. Dile je patrné, Ze pribéh samotného prvniho piku v detailu (pik 2 s re-
tennim casem 1000.95 s) je natolik nesymetricky, Ze bylo potfeba pouZit modelu
logaritmicky-gaussovského piku. V tabulce jsou vypsané pouzité modely pri-
béhu pikd (,,gaus“ a ,,Joggaus1“ z tabulky a urCené Ciselné hodnoty parametri
vSech nalezenych pikd.

Vlastni uréeni chemickych sloZek nebylo pfi tomto testovan{ algoritmi s chemi-
kem feseno, protoZe pro posouzeni algoritmi ma predev§im vyznam kvalita shody
nalezeného modelu s pivodnim zdznamem. Zajemci z oblasti chemie, ktef{ by chtéli
o pouzité chemické metodice tohoto stanoveni védét vice, mohou nalézt a chemicky
popis s postupem vyhodnoceni v systtmu CHROMuLAN v manuélech firmy IN-
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Obrazek 5.3: Data a aproximace po vyhleddni a odecteni nulové linie a vyhledan{
pika

GOS k pristroji AAA 400. V piipadé jesté hlubstho zdjmu se Ize obriétit pfimo na
autora postupu chemického stanoveni ZMBD chemika Vaclava Havlicka.
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Obrazek 5.4: Detail néstrojem pfit_ui vyhledanych piku
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Pik | Ret. ¢as Plocha | Funkce | Parametry nalezenych funkci
Tri[s] | S[AUs] Vyska h | Stied 4 | wnebo o ®
1| 41638 9.1326 | loggausl | 0.3287 | 416.38 10.69 | 0.024965
2 | 1000.95 | 12.2332 | loggausl | 0.2032 | 1000.95 22.52 | 0.015917
3| 1082.47 5.0782 | loggausl | 0.1093 | 1082.47 18.44 | 0.005065
41 1251.65 5.0610 | loggausl | 0.1190 | 1251.65 16.69 | 0.010749
5| 1344.69 6.4817 | loggausl | 0.1483 | 1344.69 17.40 | 0.003428
6 | 1700.26 5.1884 | gaus 0.0821 | 1700.26 59.31
7 | 2286.67 6.4584 | gaus 0.1174 | 2286.67 51.64
8 | 2451.68 4.4071 | gaus 0.0765 | 2451.68 54.07
9 | 2972.77 6.3826 | loggausl | 0.1550 | 2972.77 14.95 | 0.028898
10 | 3035.54 | 7.4708 | loggausl | 0.1796 | 3035.54 16.42 | 0.008565
11 | 3299.28 | 10.4993 | loggausl | 0.2568 | 3299.28 16.22 | 0.006301
12 | 3408.10 | 7.8122 | loggausl | 0.1755 | 3408.10 17.63 | 0.006462
13 | 3522.55 | 10.3453 | loggausl | 0.1966 | 3522.55 20.85 | 0.005302
14 | 3937.29 | 12.7619 | gaus 0.2352 | 3937.29 50.96
15 | 4045.69 | 10.0336 | gaus 0.1741 | 4045.69 54.11
16 | 4400.71 9.2933 | gaus 0.2319 | 4400.71 37.64
17 | 4495.29 9.9359 | gaus 0.2650 | 4495.29 35.21
18 | 4830.41 5.0927 | loggausl | 0.0923 | 4830.41 21.25 | 0.012373

Tabulka 5.2: Parametry nalezenych pikd




Kapitola 6

Navrh spektrofotometrického
detektoru pro HPLC

V této kapitole je predloZen rozbor poZadovanych vlastnosti a ndvrh obvodového
feSeni vysoce citlivého spektrofotometrického detektoru pro kapalinovou chroma-
tografii. Popisované feseni pribliZuje mechanické, optické a elektronické prvky pii-
stroje LCD 5000 vyvinutého ve firmé PiKRON s.r.0.. Autor se na vyvoji podilel
v pozici hlavniho ndvrhéafe software a koncepce elektronického hardware. Vyroba
pristroje byla licencovana spole¢nosti INGOS s.r.0, kterd také zajist'uje jeho prode;.
Pfistroj je v soucasné dobé jiZ vice let vyrdbén a provozovany na analytickych a
védeckych pracovistich v nékolika zemich svéta.

Spektrofotometricky detektor LCD 5000 navazuje na dlouhou tradici firmy PIKRON
ajejich vyvojara s vyvojem piistroji pro kapalinovou chromatografii. Presto, Ze byl
ndvrh mechanické, optické i elektronické casti proveden nové od zacétku, tak byly
pfi vyvoji vyuZity zkuSenosti s pfedchozim uspéSné dokoncenym spektrofotomet-
rem LCD 4000, ktery tym zacal vyvijet jesté v dobé, kdy byl k vyvoji povolan do
podniku Laboratorni pfistroje Praha a jehoZ vyvoj byl po odkoupeni projektu do-
koncen jiz v rezii firmy PiKRON. Z predchoziho navrhu software byly prevzaty
jiz diive autorem této prace naprogramované rutiny pro vlastni vypocty logaritmu
a osvédcend vrstva pro komunikaci mezi pfistroji tLLAN. Zvoleny vsak byl moder-
néjsi fidici mikrokontrolér a i uZivatelské rozhrani bylo véetné knihoven pro definici
vstupnich poli bylo naprogramovano nové. Stejné tak k dale popsané koncepci AD
prevodniku bylo potieba navrhnou nové feSenf filtrovani a zpracovéni signélu.

6.1 Opticka koncepce spektrofotometru LCD 5000

Vlastni optickd koncepce pristroje vychdzi ze standardniho usporddani spektrofo-
tometrického detektoru, které bylo popsané v odstavci [2.2] Pfistroj je pro pokryti

59
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celého poZadovaného rozsahu vinovych délek (190 az 700 nm) vybaven dvéma své-
telnymi zdroji. Na schematickém obrédzku optického uspofddani [6.1] je znazornény
béh svételnych paprski piistrojem. Pfi pouZiti v oblasti 190 aZ 370 nm se vyuZiva
deuteriové vybojky (1), pro delsi vinové délky je k dispozici klasicka halogenova
Zarovka (4). Pro potlaceni ruSivého vlivu zbytkového svétla o kratSich vinovych
délkach pri praci v oblasti vys$Sich vinovych délek miiZe byt svétlo Zarovky oSetfeno
filtrem (3). Vzhledem k velmi strmému poklesu vyzafovani Zirovky v oblasti vl-
novych délek pod 400 nm je vSak vliv druhého fadu odrazu na holografické mfizce
zanedbatelny a proto nenf filtr pii vyrobé osazovany. Sluovaci polopropustné zr-
catko (2) zajist'uje sméfovani paprskl z obou zdroji svétla na vstupni cocku (5),
kterd soustfed’uje svételny tok na vstupni $térbinu monochromatoru (6). Hologra-

Vv

fickd mfizka (13) pak rozklada spojité spektrum svételného zdroje do jednotlivych

vv

smért. V piistroji je pouzita korigovana konkavni holograficka mfizka od firmy Karl
ZEISS. Mfizka byla vybrana tak, aby zarucovala malou polosifi spektra v okol{ vy-
brané vinové délky na vystupu monochromatoru. Specidlné nasvicend a poté leptana
miizka (korigovand miizka) zajist'uje, Ze rozbihajici se svazek paprski ze vstupni
Stérbiny je pro libovolné natoceni (v uvaZzovaném rozsahu) mfizky vzdy zaostfen na
vstupni clonu optické cely (kyvety), kterd je na obrazku oznacena (11). Podrobny
ndkres kyvety je pak vidét na obrdzku [6.2] Intenzita svétla na vystupu kyvety je
méfena diodovym fotodetektorem umisténym v piilozné desce kyvety (12). ProtoZe
zajisténi stability intenzity svételnych zdroji nutné k méfenim v oblasti 107> Au
je neredlné, pouziva se pomérového meéteni. Cist svételného toku pied prichodem
kyvetou je oddélena polopropustnym zrciatkem (9), které na kyvetu sméfuje jen Cast
svételného toku. Neodklonény svételny svazek prochazi vystupni clonou reference
(8), ktera je také ve vzdalenosti odpovidajici projekci vstupni Stérbiny pies hologra-
fickou mﬁ’iklﬂ Intenzita referencniho svazku je poté mérena optickym detektorem
(7) stejného typu jako je pouZit ve vétvi mérné.

Aby bylo moZné pracovat i s vinovymi délkami v oblasti ultrafialového zafent,
musi byt veskeré CoCky a prichozi zrcatka vyrobena z kvalitniho kifemenného skla,
které zaruCuje malé svételné ztraty i na kratkych vinovych délkach okolo 200nm.
Optickou celou (kyvetou — obrazek [6.2)) protékd smés mobilni fize a postupné elu-
ovanych méfenych analyti. ProtoZe index lomu prochézejicich latek se mize mé-
nit v relativné Sirokém rozsahu a pripadnd kolize (odraz) ¢asti mérného svételného
svazku se sténou kyvety vede k degradaci pfesnosti méteni, byla snaha navrhnout
optiku kyvety tak, aby se ve vnitfnim méficim prostoru kyvety (5) paprsky svazku
pochézejiciho z monochromatoru (1) ptes clonu v podloZce (2) mirné sbihaly. Toho
je docileno kombinaci vstupnich ¢ocek kyvety (4). Zaroveii je pro zamezeni moz-
nosti kolize se sténami vnitfni prostor kyvety navrZen kuzelového tvaru tak, aby od

IPozitd holografickd miizka je schopné projekce proto, Ze vlastni prouzky odrazovych plogek jsou
vytvoreny na konkdvnim kulovém zdkladu.
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Obrazek 6.1: Optické schéma spektrofotometrického detektoru LCD 5000
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svazku se vzdalenosti od vstupni cocky ustupoval. Vystupni cocka pak proslé svétlo
sméruje na aktivni ¢ast optické diody (fotodetektoru).
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Obréizek 6.2: Optickd cela detektoru LCD 5000

Fotodiody predstavuji jeden z kritickych prvki celého méficiho fetézce. Musi
spliiovat pozadavky na potfebnou velikost vstupni aktivni optické plochy, vysokou
citlivost, malé hladiny Sumti a velmi maly temny proud. Proto byly vybrany vyrobky
svétové jedniCky v oboru — firmy Hamamatsu Photonics — zaloZené na technologii
PIN. Pro zajisténi linearity méfeni jsou diody zapojeny jako proudové zdroje, kdy
ndsledné pfipojeny operacni zesilovat udrzuje hodnotu rozdilového napéti mezi vy-
stupy diody na nule.
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6.2 Strucny popis konstrukce LCD 5000

/////

vzaty z informaci pouZitych pro pfipravu uZivatelského manudlu k piistroji LCD 5000
INGOS| (2006). Podrobna analyza pozadavku a vlastni postup konstrukce AD pie-
vodniku je podrobné popsany v [6.3] AD pfevodnik byl pro popis vybrany proto, Ze
se jednd o autorem prace a jeho kolegy navrZené inovativni feSeni a jeho parametry
jsou jednim z kritickych faktord, ktery definuje citlivost a stabilitu celého méticiho
fetézce.

6.2.1 Mechanicka konstrukce

Mechanicky je detektor konstruovén tak, aby poskytoval co nejveétsi moznosti pri
malém rozméru. Pfi konstrukci byl bran ohled téZ na co nejlepsi servisovatelnost.
Mechanika detektoru se skladd z téchto ¢asti: skiiii, celni panel, monochromator,
mechanizmus nastaveni vinové délky.

Skifn je duralovd a je konstruovand tak, aby byla co nejleh¢i pfi zachovdni ma-
ximaln{ tuhosti.

Pfedni panel je tvofen standardnim plastovym vyliskem stejné, jako je tomu
u dalsich pfistrojii PIKRON této generace (Cerpadlo, ddvkovac, atd.).

Monochromadtor svou robustni konstrukci zajiSt'uje vysokou stabilitu méticiho
systému.

Mechanismus nastavovani vinové délky je pohdnén krokovym motorem, ktery
ota¢i mikrometrickym Sroubem. Matka mikrometrického Sroubu posouva packu spo-
jenou s mfiZzkou. Tento mechanizmus vytvafi funkci arcsin. Tato funkce je potieba,
aby prevod mezi kroky motoru a vlnovou délkou byl linedrni. Spojeni krokového
motoru a mikrometrického Sroubu zajist'uje presné nastaveni vlnové délky s pies-
nosti lep$i neZ +1 nm a reprodukovatelnost nastaveni +0.1 nm.

6.2.2 Elektronika detektoru

Elektronika detektoru je navrZena s vyuZitim modernich postupti. Navrh je opti-
malizovan tak, aby byla zajiSténa vysoka stabilita a spolehlivost celého pfistroje.
Elektroniku je moZno rozdélit na tyto ¢asti: impulzni sit'ovy zdroj, zdroje napajeni
pro vybojku a Zarovku, fidici jednotka, kldvesnice a disple;.

Vstupni napéti impulzniho sit’ ového zdroje mtize byt v rozsahu 110 az 230V, 50
az 60 Hz. Vystupni napéti je 24 V. VSechny ostatni elektronické bloky jsou navrzeny
pro napdjeni 24 V.

Zdroj napéti pro zZarovku je impulzni menic se vstupnim napétim 24 V a vystup-
nim 5.3 V 2 A. Zdroj pro vybojku se skldda z dvou ¢4sti, vlastniho zdroje a pomoc-
ného zdroje pro Zhaveni. Vlastni zdroj je proudovy 100 nebo 150 mA, maximalni
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napéti je 100 V. Zdroj pro Zhaveni je napét'ovy 6 nebo 10V 2 A. Pfi zapalovéni se
pouziva vyssi napéti, pii provozu je vybojka prizhavovand niz§im napétim. Zdroje
jsou fizeny fidici jednotkou.

Ridici jednotka zaji§t uje fizeni celého piistroje, jejim zdkladem je procesor Si-
emens 80C517. K procesoru je pfipojeno 32kB paméti EPROM a 32kB paméti
RAM. A/D prevodnik je az 24 bitovy, vlastni konstrukce. Pfevodnik pracuje rych-
losti 25 vzorkt za sekundu.

Klavesnice zahrnuje 36 tlacitek, nékteré jsou doplnény indikacni led diodou.
Displej je znakovy LCD displej s fadi¢em a podsvétlenim, ktery zobrazuje dva fadky
po 16 znacich.

6.2.3 Zastavba pristroje

Rozméry a zastavba sloZeného pfistroje je dobie viditelnd po odmontovani horniho
krytu. Cely piistroj md rozméry 240 x 130 x 400 mm. Sitka 240 mm je dand do-
stupnym plastovym celem a i ostatni rozméry jsou omezené volbou zistavbovych
parametrt celé vyvijené rodiny chromatografickych pfistroji firmy PiIKRON. Z ob-
rdzku |6.3|je patrné, Ze mira vyplnéni prostoru, umisténi, ndvrhu a vestavby jednotli-
vych komponent znamenala mnoZstvi predstavivosti a planovani. I veskeré elektro-
nické komponenty byly navrhovany tak, aby kritické délky vedeni signdlt byly co
nejmensi.

Deuteriova vybojka (1) je umisténa v zadnim sniZeném (za prostor moduldrni
sestavy piistroji vytaZzeném) krytu tak, aby bylo teplo z chladice vybojky dobre od-
vadéné proudénim okolniho vzduchu. I druhy svételny zdroj — halogenové Zdrovka
v télese (4) — je umistén tak, Ze je chlazen pfedevS§im do prostoru za pfistrojem.
Zdroje svétla jsou k bloku vstupniho slucovace pfipevnény pies teflonové desticky
tak, aby se co nejvice zamezilo prestupu tepla a dilataci optiky. Patrny je i buni-
¢inovou ucpavkou chranény pruduch pro odvod ozénu, ktery vznika ve vzduchu
prosviceném kratkymi vinovymi délkami zafeni deuteriové vybojky. Vlastni napa-
jeci zdroje pro halogenovou Zarovku a vybojku (2 a 3) jsou také umisténé v zadni
Casti. Presto, Ze se jednd o zdroje pulzni s relativné dobrou Gc¢innosti, tak jsou je-
jich vykonové prvky namontované na chladi¢ vystupujici opét do oblasti zadniho
krytu. Deska zdroje pro deuteriovou vybojku (3) nese i druhy stupeii linedrni prou-
dové stabilizace, ktery téz potfebuje odvod tepla. Vlastni sit’ovy pulzni zdroj (5) je
namontovany na bo¢ni vyztuhu a dno tak, aby opét bylo teplo pokud moZno odva-
déné do krytu pfistroje. Svétlo ze zdroji svétla vstupuje do monochromatoru pres
vstupni Stérbinu, kterd se nachdzi na prechodu vstupniho tubusu do téla monochro-
matoru priblizné v oblasti znacky (6). Monochromdtor nese loZiska mikrometric-
kého Sroubu. Deska snimact polohy (7) pro ureni referencnich poloh nastaveni
vlnové délky snimd znacku otacky Sroubu v kombinaci s optickymi zdvorami, které
snimaji kédované otvory na vrtané desticce pripevnéné k voziku s matkou Sroubu.
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Obrazek 6.3: Zastavba celého pfistroje LCD 5000

Vv

Vozik pak pfes raménko nastavuje poZadovany thel natoeni holografické miizky
uvniti monochromdtoru. Na spojeni raménka s osou otdceni miizky ukazuje Sipka
(8). Krokovy motor (10) pro volbu vinové délky je neseny osou mikrometrického
Sroubu a pomocné raménko vymezuje pouze axidlni rotacni stupenl jeho volnosti
vic¢i monochromdtoru, ¢imZ jsou vyfeSené problémy se souososti pohonu a lozi-
sek mikromentrického Sroubu. Vlastni optickd cela (kyveta) a diodové fotodetek-
tory se nachdzeji v prostoru pfistupném dvitky z boku pristroje. Tento prostor je od
vnitiniho prostoru pfistroje odd€leny krytem (9). Na jeho levé strané je patrny tri-
boelektricky kabel, ktery vychazi s fotodetektoru na referencnim vystupnim svazku
monochromatoru. K prostoru kyvety je co nejblize umisténa deska s elektronikou
analogové Casti zpracovani signdlt (12). Tato deska nese plechovym krytem od-
stinénou vstupni sekci zesileni signalli, ve které jsou pifimo na teflonové desticce
umistény zdsuvky koaxidlnich konektorti. Zapojené pfichozi zastréky na koncich
kabelil jsou na obrazku patrné. Ddle je na ni realizované obvodové zapojeni zajis-
t'ujici veskeré funkce AD prevodniku pracujici s analogovymi signdly. Do digitaln{
¢asti pristroje jiZz vede pouze propojovaci plochy kablik, kterym je jiz veskerd infor-
mace o vstupnim pomérovém signdlu mérné a referencni vétve prendsend ve formé
digitalniho ¢asového vystupu modulétoru. Digitalni ¢ast zpracovani signdlu je sou-
stredénd na levé z dvojice na sebe namontovanych desek hlavni elektroniky (11). Na
této desce se nachazi hlavni fidici mikrokontrolér, obvod FPGA, paméti a dalsi ob-
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vody. Druhd deska je odstinénd plechovou oddélovaci desti¢kou a nese galvanicky
oddéleny zdroj z napéti 24 V na 5V pro digitalni ¢ast pristroje, samostatny podii-
zeny mikrokontrolér pro nastavovani vinovych délek a dalsi stabilizovany zdroj pro
pfipravu napdjeni analogové Casti pristroje.

6.3 Analogové digitalni prevodnik

Prevodnik analogového signdlu na signal digitalni je jednim z kli¢ovych prvkd, které
urcuji vyslednou pfesnost a rozliSovaci schopnost HPLC detektoru. NavrZena kon-
cepce detektoru predpoklada prevod analogového signdlu na digitalni pred jeho lo-
garitmovéanim a to také zvySuje poZadavky na kvalitu pfevodniku. V ndsledujicich
odstavcich jsou nejdiive tyto pozadavky specifikovany. Déle jsou uvedeny rtizné
uvazované moznosti feSeni problému. Protoze Zddné z béZznych feSeni AD pifevod-
nikti nebylo vyhodnoceno jako vyhovujici poZadavkim, byl autory navrZen netra-
di¢ni princip analogové-digitdlniho pfevodniku, ktery je popsdn v odstavci
DosaZené vysledky jsou prezentovany v dal$im odstavci.

6.3.1 Pozadavky na AD prevodnik

Absorban¢ni méfeni ma specifické pozadavky na AD prevodnik. U vétSiny méfi-
cich aplikaci AD pfevodniku je poZadovédno vysoké rozliSeni pfedev§im pro malé
hodnoty vstupniho signalu. Pfi hodnot4ch vstupniho signélu bliZictho se vstupnimu
rozsahu pfevodniku je mozné mirné slevit z pozadavkd na absolutni presnost pie-
vodniku, protoZe relativni pfesnost méfené hodnoty s rostouci hodnotou digitdlniho
vystupu automaticky roste. Proto je u béZnych pievodnikd kladen pfi ndvrhu diraz
na pomér signdlu ku Sumu a tim i na co nejmensi Sum pro signdly blizké nule. Z4-
roven je mozné pii pozadavku na méfeni signald mensich nez je zakladni rozsah
AD ptevodniku uvazovat o prepindni zesileni vstupniho zesilovace, pfipadné vstupu
modulatoru u sigma-delta AD pfevodnikt. Pro piimy pfevod intenzity svétla u ab-
sorbanénich méfeni je situace vyrazné komplikovanéjsi.

Z chromatografickymi analytiky poZadovanych vlastnosti detektoru jsou pro né-
vrh AD prevodniku nejpodstatnéjsi vystupni rozliSeni, Sum drift a rozsah v absor-
bancnich jednotkdch (AU) a dale schopnost pfesné vyhodnotit plochu rychlych dz-
kych pikt. Kazdy z té€chto pozadavki je nutné presnéji analyzovat.

Vysoké rozliseni je potfeba predevsim pro detekci velmi nizkych koncentraci
latek. V mnoha piipadech neni moZné koncentraci zvysit zvétSenim davkovaného
mnoZzstvi, protoZe analyzované latky je nedostatek, nebo by pfi zvySeni davky doslo
k zhorSeni déleni na koloné. V mnoha pripadech se jedna o zpracovani vzacného
materidlu, jehoZ cena je vysokd (latka je syntetizovdna s nizkou vytéZnosti Casto
z velmi drahych komponent), nebo je materidl ve vétSim mnozstvi t€Zko dostupny
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(napiiklad biologicky materil). Pozadované rozliden je minimélné 1-107> AU pre-
devsim pro malé hodnoty vystupniho logaritmovaného signdlu. S timto idajem tizce
souvisi poZadavek na nizkou hodnotu $umu pod trovni 1-107 AU. Dile je poZa-
dovan nizky drift celého méficiho systému pod trovni 5-10~* AU/h. Opét je tieba
upozornit, Ze se jednd o poZadavek na cely systém vcetné optické ¢4sti, kyvety mo-
nochromatoru, zdroje svétla i vlivu teploty, vnitfni atmosféry a UV zafenim gene-
rovaného ozénu. Zéaroven je potfeba upozornit, Ze se jednd o poZadavky na signél
za logaritmdtorem a po odecteni referencni (nulové) hodnoty. UvaZované malé hod-
noty tedy znamenaji velikou pfesnost a stabilitu pfedev§im pfi velkych hodnotich
pavodniho signdlu pied logaritmem.

Meéfici rozsah je poZadovan predevsim v pripadech, kdy detektor slouZi pro mo-
nitorovani separaci a syntézy, kdy jiZ nemusi byt kladeny tak vysoké poZadavky na
rozlieni. Pfesto jsou mozné piipady, kdy je nutné kontrolovat nepatrnd mnozstvi
necistot vedle velmi velké koncentrace jinych latek. Z tohoto pohledu vyplyva po-
Zadavek na vysokou dynamiku méfeni. Pro navrh prevodu signdlu byl uvazovany
poZadovany méfici rozsah minimdlné —1 AU aZ +2 AU.

Rychlost pfevodu je parametr, ktery je uZivateli definovan velmi mlhavé. Pro
béZnou analytickou HPLC chromatografii 1ze uvazovat piky s polosiii od desetiny
minuty do nékolika minut. Mikrokolonovd HPLC muze pracovat s piky s polosii{
od 1sekundy. Pokud by byl detektor pouZivdn pro vyhodnoceni kapilarni zénové
elektroforézy, jsou uvazované sitky piki jesté mensi.

Nyni je nutné tyto praktické poZadavky na cely detektor prevést na poZadavky
na vlastnosti samotného AD pfevodniku. Praktické poZadavky na rozsah a rozliSen{
se tykaji vystupu v AU. Jedna se tedy o hodnotu za logaritmatorem a odectenim
referencni nulové hodnoty. ProtoZe sestrojeni optického zdroje, monochrométoru a
dal$ich prvkd s poZadovanou stabilitou a maximalnim driftem by bylo extrémné na-
ro¢né, je pouZzit systém dvoupaprskovy s referenéni a mérnou vétvi. Z toho vyplyva,
Ze je nutné pred vlastnim logaritmovanim (jedna se o desitkovy logaritmus) pro-
vést vypocet poméru signalu z ¢idla mérné a referencni vétvé. PoZadované rozliSeni
pomeérového signdlu je dano nésledujicimi vztahy

Un

A)[AU] = —logg <U> 6.1

kde U, /U, je pomér vystupniho napéti vstupnich zesilova¢i mérné a referenéni
vétve a dile bude oznacovan R,,,,.

R,y = 107 (6.2)
ARy +Rpy = 107(A1+AA/1)
AR,, = 10"W+M)_p

AR, = 10~ @+A2)_109~4 6.3)
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na obrazku je graficky zndzornén priibé¢h pozadovaného absolutniho rozliseni
pres oblast od 0 do 3 AU pro uvaZovanou minimdlni piesnost 1- 107> AU. Zaporné
hodnoty absorbance nejsou uvazovany, protoZe se vyskytuji pouze jako dasledek
provedeni nulovani absorbance v dobé, kdy je v kyvet€ svétlo vice absorbujici latka,
nezZ je latka pfitomnd v urcitych okamzicich analyzy (jednd se o negativni piky).
Redlné zaporné hodnoty AU by mohly odpovidat jediné chemoluminiscenénim nebo
radioluminiscencnim latkdm, které se v praxi nevyskytuji. Hodnoty az do 3 AU jsou
uvazovany opét pro pripady, kdy je detektor vynulovan za pfitomnosti svétlo vice
absorbujicich latek v kyveté.

-5
107107107

AA
Obrézek 6.4: Zavislost poZadavku na pfesnost poméru R, na absorbanci

Pokud bude uvaZzovan pomér R,,, = 1 za odpovidajici plnému rozsahu AD pre-
vodniku, 1ze po vyhodnoceni pfevracené hodnoty AR, pfiblizné€ urcit potfebny po-
Cet rozliSitelnych drovni pfevodniku a tim i minimélni pocet biti. Vysledky jsou
uvedeny v tabulce Z tabulky je patrné, Ze ndroky na rozliSeni AD pfevodniku
jsou velmi vysoké. Dodrzeni poZadavku na rozlideni 1- 107> pfi vynulovéni detek-
toru za pritomnosti latky s asorbanci 1 AU a dal§iho relativniho nartistu absorbance
béhem analyzy o 2 AU by bylo nutné pouZit pfevodnik s rozliSenim 26 bitd. Dosa-
Zeni takového rozliSeni je prakticky velmi téZko realizovatelné. Jak bylo uvedeno
diive, je vysoké rozliSeni absorbance dileZité predevsim pro malé hodnoty vystup-
niho signdlu, proto je mozné povaZovat uvedeny piipad 1+ 2 AU za mezni. Zaroven
pfi detekci velmi vysokého piku bude relativni piesnost urceni jeho plochy velmi
dobra i pfi niz§im rozliSeni méfeni absorbance. Proto lze povazovat 22 bitovy pre-
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Hodnota A, [AU] ‘ Potfebny pocet drovni | Pocet bitt ADC

0 4.343-10% 14.4
1 4.343-10° 18.7
2 4.343-10° 22.1
2.5 1.373-107 23.7
3 4.343-107 254

Tabulka 6.1: Nutny pocet bitli AD prevodniku pro rozligeni 1-107> AU

vodnik za dostacujici. Zaroven je mozné pristoupit k uré¢itému kompromisu, kdy je
podle podminek konkrétni analyzy moZné provést volbu mezi rychlosti odezvy pfe-
vodniku a jeho rozliSenim. Velmi tizké piky koncentruji vétsi mnozstvi latky do krat-
§tho ¢asového dseku, tim je koncentrace v kyveté vyssi a je pro tyto piipady moZné
pripustit niZsi rozliSeni AD prevodniku. UZivatel vétSinou provadi volbu mezi rozli-
Senim a rychlosti odezvy na detektoru nastavenim ¢asové konstanty.

Rychlost pfevodu AD pievodniku je nutné vyhodnotit z poZadavku na mini-
malni Sitku analyzovanych pikt a z pozadované piesnosti vypoctu plochy pikt. Pro
konven¢ni metody vypoctu plochy pikl se uvadi, Ze pik je dostateCné popsan, po-
kud jeho pribéh obsahuje alesporni 30 vzorki. Pro §itku pikt okolo 1 sekundy by se
tedy jednalo o frekvenci vzorkovani 30 Hz. Pfi pouZiti modernich metod popsanych
v kapitole [5|jsou teoreticky ndroky na pocet bodd pribéhu piku mensi. Podstatnym
problémem kladoucim specifické ndroky na AD ptevodnik, je poZadavek presného
méfeni a vypoctu plochy z pribéhu absorbance, tedy nikoliv hodnoty prevadéného
poméru signald R,,,. Z tohoto pozadavku vyplyva, Ze neni pro méfeni plochy tzkych
pikl pfipustné pouzit AD prevodnik, jehoZ doba odezvy na rychlou velkou zménu
signélu je dlouhd. Divodem je nésledujici nerovnost

*Zloglo mri 7510&0( ZRmrl>

Na druhé strané pfi méfeni velmi malych signald pfechézi vztah[6.1na vyraz A; =
1/In(10) - (1 — Ry ), kdy miZe byt vyhodné pouZit ¢astecnou integraci (filtraci) sig-
nélu jiZ pfed logaritmatorem.

6.3.2 Prehled moznych reSeni AD prevodu

Tradi¢né pouZivany vztah pro vypocet dosaZitelného pomé&ru efektivni hodnoty uZi-
teCného signdlu k Sumu, ktery je uvadén v mnoZstvi prament (napiiklad v (Oppe-
nheim et al. (1999)); Dattorro| (1999)) )

s A?)2
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kde pomér S/N znali pomér efektivni hodnoty uZite¢ného signélu k Sumu v dB, L,,,,
je pomér prevzorkovani AD prevodniku, B je bitové rozlisSeni AD prevodniku a A je
amplituda méfeného signilu brand relativné k rozsahu AD prevodniku.

6.3.3 Navrh vlastniho AD prevodniku na miru

Z4dny dostupny prevodnik se nezdél byt pfi navrhu detektoru zcela vyhovujici. Au-
tofi zdroven jiZ méli zkuSenosti s ndvrhem vlatniho pfevodniku s dvoji integraci,
ktery byl pouZivan v pfedchozi generaci HPLC detektori, proto se rozhodli pro-
vést vlastni navrh, ktery v prvni fadé bere na zietel poZadavky HPLC detektoru a a7
v druhé fadé se zabyva obecnymi poZadavky na AD pievodnik.

Zakladni pozadavky podle dilezitosti jsou

1. primarni pfevedeny digitaln{ signal musi byt mozné filtrovat pies vice vzorkd
tak, aby s délkou filtru deterministicky nartstalo rozliSeni pfevodniku

2. jiz primdrni pfevod musi mit integracni charakter pro veskery spojity vstupni
signal a Sum

3. pfevodnik musi byt maximalné linedrn{ a vystup musi byt striktné monotén{

4. prevodnik musi maximdlné potlacit vliv nestability svételného zdroje na mé-
feny signdl, tim Ze jiZ prvni stupén bude prevadét pomér mérné vétve ke vétvi
referencni a bude dostatecné rychle akceptovat zmény referencniho signalu
(fadove se muzZe jednat o zmény s frekveni az stovek Hz)

5. prevodnik musi vykazovat velmi dobrou teplotni stabilitu a dlouhodobou sta-
bilitu nulové hodnoty

6. prevodnik musi poskytovat v nejrychlej$im reZimu minimdlné korelované vzorky
na frekvenci 25 Hz

7. pro nekorelované vzorky s frekvenci 1 Hz musi byt rozliSeni alespori 22 bitd

s ¥z

8. konstrukce prevodniku musi co nejvice oddélit rusivy vliv digitdlni ¢asti na
¢ast analogovou

9. prevodnik musi byt realizovatelny z dostupnych soucastek

Prvni pozadavek odpovida vlastnostem moduldtoru sigma-delta AD prevodnikd.
Rozdil mezi skute¢nou hodnotou vstupniho signilu a hodnotou prevedenou kvan-
titizérem je v kazdé periodé moduldtoru sumovan a priddn k hodnoté pfivadéné
v dal$i period€. Druhy pozadavek ovSem vylucuje pouziti obvodu sample-and-hold
na vstupu prevodniku. Tim odpadd moZnost pouZit sériové vyrabéné sigma-delta



70 Kapitola 6 Navrh spektrofotometrického detektoru pro HPLC

AD ptevodniky, které s modulaéni frekvenci provadéji pfevod vstupniho napéti na
naboj a poté realizuji jeho secteni s minulou chybovou hodnotou, komparaci a ode-
¢teni ndbojového kvanta. Je sice mozZné, Ze by tuto vlastnost bylo mozné ziskat
pridanim aktivniho nebo pasivniho filtru na vstup AD prevodniku, ale to by mohlo
byt v rozporu s dal§imi poZadavky. Idedlnim AD pfevodnikem pro splnéni poZa-
davku 2), by byl prevodnik napéti frekvence, kery 1ze zkonstruovat tak, Ze provadi
trvale integraci vstupniho signdlu. Jeho nevyhodou je proménnd vzorkovaci frek-
vence a tim i neschopnost zarudit pravidelné periodické proklddani proménného
referencniho signdlu. Z pohledu poZadavku na co nejméné korelované vzorky by
se jako vhodny ukazoval princip pfevodniku s dvoji nebo vicendsobnou integraci,
ten ovSem nespliiuje pozadavky 1) a 2). Do poptedi se opet dostdva moZnost pou-
ziti modifikovaného sigma-delta pfevodniku. Ten by bylo moZné navrhnou tak, Ze
by trvale integroval vstupni signdl a Sum jako naboj na kondenzatoru a modulator
by fidil periodické odecitani kvantovaného referenc¢niho signilu. Problém této kon-
strukce je, Ze pro nekorelované vzorky s frekvenci 1 Hz a rozliSenim 22 bitd by bylo
nutné aby modulator pracoval na frekvenci 2%, to je minimalné 4.2 MHz. Bézné
sigma-delta AD prevodniky praciji s frekvenci modulatoru 0.1 az 1 MHz. Zaroven
velké mnoZstvi period prepnuti analogového multiplexru v moduldtoru pro prenos
kvant referenc¢niho signdlu do integracniho kondenzétoru by zpisobilo vneseni dal-
§tho Sumu. Lze predpoklddat, Ze pii kazdém piepindni analogového multiplexru do-
jde k prenosu urcitého naboje z logické ¢asti do analogové cesty. Pokud je tento
prenos vzdy shodny, bylo by ho mozné vykompenzovat, ale lze predpokladat ze
velikost preneseného rusivého ndboje miZe byt zavisld na teploté, hodnoté napéti
na dalsich analogovych vstupech a hodnoté napdjeciho napéti multiplexru. Z técho
pfic¢in je tedy nutné uvaZovat o prevodniku s niZs{ frekveni primarniho modulétoru,
ktery ovSem v takovém piipadé musi v kazdém kroku rozliSovat fddové vice drovni
nez dvé. Proto zacali autori uvazovat o moznosti kombinace vice principtl prevodu
signélu.

Z pozadavku 2) vyplyva, ze prevodnik musi trvale integrovat vstupni signal.
Pozadavky 4), 6) a 7) si vynucuji konstantni frekvenci prevodovych cykli modu-
latoru. To je mozné zarudit tak, Ze vZdy po uplynuti konstantniho ¢asového useku
zacne byt k integrovanému méfenému signdlu pficitan signdl referencni s opacnym
znaménkem. Logickym okamzikem, kdy pfestane byt referencni signdl aplikovan je
okamZik dosaZeni nulové hodnoty na integritoru. To by ov§em neumoZnilo pfesné
spocitani poctu aplikovanych referen¢nich kvant, okamzik priichodu nulou se ne-
musi shodovat s celou periodou hodinového signélu. Zaroven by tim nebyl splnén
pozadavek 1). Proto je nutné reagovat na prichod napéti na integratoru nulovou
hodnotou az v pfisti celé periodé hodinového signdlu. Zbytkova zapornd hodnota
napéti na integra¢nim kondenzdtoru je poté automaticky pfictena k hodnoté mére-
ného signdlu v dal$im cyklu modulatoru. Tim je mozZné po zprimérovani hodnot
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z vice cykld zvysit rozliseni AD prevodniku a je automaticky splnén pozadavek 1).
ProtoZe cykly moduldtoru mohou byt mnohondsobné delsi, nez perioda hodinového
signdlu pro odmézovani mnozstvi aplikovanych kvant referencniho signdlu, miiZe
byt frekvence oscildtoru pro odmérovani kvant velmi vysoka (v provedeném navrhu
se jednd o 32 MHz a frekvence byla omezend pouze rychlosti dosaZitelnych FPGA
obvodi v dobé navrhu). Navrh je moZné provést i tak, Ze potlaci vliv napét’ ovych of-
setl a dals{ limitujici vlastnosti vétSiny souéastek v analogové ¢asti AD prevodniku.
Navrzeny princip AD prevodniku slucuje vychody sigma-delta i integracnich AD
prevodnikil. Autofi proto tento princip prevodu nazvali suma-integracni, zkracené
X-integra¢ni nebo X- [ ADC. Jiz na zalétku je potieba poznamenat, Ze pievodnik
byl optimalizovan pro splnéni vySe uvedenych pozadavki a ne jako idedlni prevod-
nik pro vSeobecné pouZiti, proto ma tento princip i mnozZstvi zapornych aspektd, na
které bude upozornéno v dal$im textu.

6.3.4 Princip navrzeného X-Integracniho AD prevodniku

V ptedchozim odstavci byla popsdna posloupnost dvah, kterd vedla ke vzniku X-
integracniho prevodniku. V tomto odstavci je podrobn€ popsana jeho ¢innost a teo-
reticky dosazitelné vlastnosti. Jak je zndzornéno na obrazku [6.5] funkce pfevodniku
je realizovéna tfemi hlavnimi bloky a zdrojem hodinového signalu @, (perioda T,
frekvence f,;;) a signdlu synchronizujiciho periody modulétoru ¢, (perioda 7,4,
frekvence f,04). Signdl ¢,,,; je ziskdn vydélenim frekvence hodinového signdlu,
Tnod = Tuir - Linoa- Protoze celd digitalni cast i modulator AD prevodniku pii zane-
dbani zpoZdéni pracuje synchronné s hodinovym signalem ¢, bude v nasleduji-
cim vykladu pouzivano vyjadieni Casovych tsekt v celym nasobcich period Ty a
pro takto definovany rozmér asu bude pouzivano znaceni /, pfipadné pro pribéhy
s konstantni periodou L.

Prvnim blokem je vlastni blok modulédtoru (SumInt Analog Modulator). Ten pre-
vadi hodnotu poméru vstupnich analogovych signalid (mérného a referencniho) na
logicky signdl, ktery délkou své jednotkové drovné udava pocet aplikovanych kvant
referencniho signalu (signdl Start Up). Pocatek aplikovani referencniho signélu je
dan zdrojem hodinového signdlu (signél Start-Down). Druhy blok (Ratio Compu-
tation) pocita z odméfenych Cast hran (s rozliSenim 7;;) vstupnich signdld pomér
méfeného a referen¢niho signdlu (vystup Value) a dal$i pomocnou hodnotu vypo-
vidajici o vaze vzorku (vystup Value Weight), jejiZ vyznam bude popsan dale. Po-
sledni funk¢ni blok (Digital Filter) provadi digitaln{ filtraci obou vystupnich signalt
druhého bloku a na vystupu pocita hodnotu s plnym rozliSenim, ktera jizZ odpovida
poméru mefeného signélu k signalu referencnimu. Popsané rozdé€leni bloki zpra-
covani signalli odpovidd rozd€leni funkénimu, fyzické rozdéleni mezi analogové
obvody, FPGA obvod a zpracovéni fidicim procesorem je odliSné.

N P4

Podrobnéjsi model bloku modulétoru je zobrazen na obrazku[6.6] Zakladem mo-
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Obrézek 6.5: Blokové schéma Z- [ AD prevodniku

dulétoru je integrétor, ktery kontinudlng integruje vstupni napét'ovy signdl z mérné
vétve (u,,). Do vstupniho signdlu integratoru je stfidavé pri¢itdna a odecitdna hod-
nota referencniho signdlu (signdly RP — pozitivni referencni signdl a RN — nega-
tivni referen¢ni signdl o napétich u,, a u,,) vyndsobend pfisluSnymi konstantami
(Kpos2neg) urCujicimi vstupni rozsah AD prevodniku. Piepindni pficitani a odeCitdni
referen¢niho signdlu zajist'uje analogovy prepinac, ktery je fizen z klopného ob-
vodu. Napét' ovy vystup integritoru je porovndvan analogovym kompardtorem s nu-
lovou hodnotou (analogovou zemi obvodu), ktery po dosaZeni zadporné hodnoty na
vystupu integratoru vynuluje klopny obvod a tim prepne analogovy prepina¢ do po-
lohy RP. K ptepnuti nedojde okamZité po priichodu vystupu nulou, ale az na zacatku
dalsi periody hodinového signdlu ¢.;;. To ma za nasledek, Ze na vystupu integratoru
je v okamZiku pfepnuti jiZ malé zadporné napéti, které je ddle znaceno uy ;. Zpet do
polohy RN je klopny obvod a analogovy prepinac¢ nastavovan na pocatku periody
moduldtoru signalem @;,,4.

Vysledny ¢asovy pribéh vystupu integratoru mé trojihelnikovy tvar, jak je zna-
zornéno na obrazku V i-tém cyklu moduldtoru vzestupnd ¢ast prubéhu mezi
body A; B; odpovida pficitani signdlu RP a trva po dobu ¢,,; = [,; - Tk Sestupna
¢ast mezi body B; C; odpovida aplikaci signdlu RN a trvad po dobu t,,,; = ;- T
Pro obé doby plati I, L € (0,Lyeq). Celkovd doba trojihelnikového pribéhu #,;;
je ddna souctem obou Casti #;i; = t; + 1. ProtoZe Casovani pfepinace v bodech B;
je dano periodou T},,0q (Lnoa v poctu cykld hodin @), plati pro po sobé jdouci dseky
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Obrézek 6.6: Analogova st X- [ AD pievodniku

B;-1Ci-1aA;B;

Lpi = Tnod — trni—1 (65)
lrpi = Lmod_lrni—l (66)

Pro napéti u na vystup integratoru lze pak uvést nasledujici vztahy

Upai = UCci—-1 (6.7)
Bi

Aupgi = / () + ury) dt 6.8)
tAi
AtCl

Augei — / (1)~ 4y) dt 6.9)
Bi

Tyto rovnice predpokladaji kvazistatickou hodnotu referen¢niho napéti a ¢asové li-
bovolné proménnou hodnotu méfeného napéti u,. V systému s redlnym integrato-
rem by mél byt rozsah frekvenci vstupniho signdlu omezen tak, aby nedochdzelo
k nesymetrickému ovlivnéni vystupu integratoru. Pro obé Casti trojihelnikového
pribéhu lze zapsat nasledujici vztah

Auaci = Auap;i+Aupc; (6.10)

S vyuzitim rovnic[6.8] [6.9]1ze vztah ddle upravit a integral nahradit stfedni hodnotou
méfeného signalu u,, v trojihelnikovém pribéhu i znacenou ;.

Ici
Aupci = Urplypi + Umtrmi+ / Um ([> dt
1Bi
Aupci = Urplrpi + Urntrni + Umityrii
Auaci = Tok (urplrpi + Upnlrni + Umi (lrpi + lrni)) (61 1)

Za predpokladu Ausc; = 0, jsou vztahy popisujici X-Integraéni AD prevodnik po-
dobné vztahim pro béZny prevodnik s dvoji integraci. Z jednoho trojihelnikového
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Obrazek 6.7: Pribéh napéti integratoru X- [ AD pievodniku

pribéhu na vystupu integratoru lze vypocitat stfedni hodnotu méfeného signalu
podle nésledujiciho vzorce.

r lr j rrlrr' A i
T =— Urplrpi & U i UACi (6.12)

lrpi“‘lrni Tclk (lrpi+lrni)
Pro urceni hypotetického rozliSeni pfevodu sestdvajiciho se z jednoho trojihelniko-
vého cyklu je mozné uvazovat s I,,; + l,,; = l;;; poCtem rozliSitelnych trovni a déle
je nutné zapocitat chybu pfevodu odpovidajici nenulovému ¢lenu Auyc;. MoZné jsou
dvé nejnepriznivéjsi situace:

* ua; nabyva nejveétsi mozné zaporné hodnoty a uc; = uajr1 =0

¢ druha odpovidd opaénému poradi udalosti, us; = 0 a uc; = ua ;41 nabyva nej-
vétsi mozné zdporné hodnoty

Nejvétsi mozna zapornd hodnota uu; odpovida situaci, kdy k priichodu vystupu in-
tegratoru nulou dojde t€sné po zacatku periody T;;x a hodnota méfeného signalu uy,
je po dobu celé periody 7;;x minimalni. ProtoZe je pfevodnik navrhovany pro méfen{
poméru svételnych tokd, to znamend pouze pro kladné hodnoty signalt, 1ze za krajni
ptipad povaZovat u,, = 0. Minimalni hodnota napéti u4; je pak ddna integrovdnim
negativniho zdporného referencniho signdlu RN po dobu periody 7. Pro rozsah
hodnot u4; a odchylku tedy plati

uri € (upn Toix, 0)
—Upp

lrpi +lrni

Aupci

- (6.13)
Tclk (lrpi + lrni)




6.3 Analogové digitalni pfevodnik 75

Ve skuteCnosti vSak neni mozné rozliSeni z jednoho pribéhu urcit, protoZe oka-
mZitd hodnota /;;; = I,,; +I,,; neni konstantni (zdvisi na pfedchozim pribé&hu). Pro
stiedni hodnoty ovSem plati, Ze ;,;; = Lyoq (firii = Tyoq)- Pro ustileny stav nejsou
odchylky od stiednich hodnot také prili§ velké. Prevodnik vSak neni urcen k po-
skytoviani méfené hodnoty za jednu periodu moduldtoru. Naopak princip ¢innosti
zarucuje moznost méfit stfedni hodnotu vstupniho signilu pres neomezené mnoz-
stvi period s linedrné rostoucim rozliSenim omezenym pouze vlastnostmi pouZitych
soucdstek.

Ze vztahu pro jeden prﬁbélﬂ a ze zpusobu piepinani modulatoru vedouciho
ke vztahtim a|6.7| je moZné napsat rovnici pro méefeni pfes n trojihelnikovych
prabéhd (i,...,i+n—1)

n—1
Aupinivn = T Z (Urplrpitj + Wenlrnitj+Tmivj (Lepivj+ lmitj))
Jj=0
| n—1 n—1
Aupipiin Tc?k = Upp Z lrpi—i—j + U Z lrni—l—j + Umin (anod + lrpi - lrpi—i—n)
Jj=0 Jj=0

Z rovnice Ize snadno vyjadfit stfedni hodnotu méfeného signdlu u,,;, v intervalu
(@,...,i+n— 1) amaximalni moZné odchylky méfeni zpisobené rozdilem napéti na
pocétku méfeni uy; a na konci ua;,. Tato slozka chyby odpovidajici vyrazu [6.13]
v pfipadu jednoho priibéhu bude nadile oznacovana uagerrin-

n—1 n—1
Urp Zj:() lrpi+j + U Zj:() lrni+j
nLyoa + lrpi - lrp i+n

—Urp
) ) B 6.15
[Uagerr ,1| nLynoa +lipi — Lipitn ( )

+ Uaaerrin (6.14)

Umin

Pro pfipad méfeni pies n pribéhd je jiz mozné urcit minimalni pocet rozlisitelnych
tdrovni, ktery je pro lp,i, i € (0, Lyoq) roven (n—2) Lyyq. Tento tdaj je viak pouze
teoreticky, protoZe vstupni rozsah je nutné z divodu dile rozebiraného zachovani
stability moduldtoru omezit. Chyba dand vyrazem uyqerrin je VZAdy mensi nez jedna
rozliSitelna droven. Pro dal$i numerické vypocty je vhodné omezit mnoZstvi pre-
nasenych digitdlnich hodnot a rovnici [6.14] vyjadfit co nejjednoduseji. Ddle tedy
budou uvaZzovany nasledujici ndhrady

n—1
erni-‘rj = lrni,n
J=0

2Termin prabéh je pouZivin proto, aby bylo zdiiraznéno, Ze se jedna o cyklicky d&j, ktery oviem
nema pevné stanovenu periodu. Naopak posunuty cyklus moduldtoru mezi okamziky B; a B;;1 je d¢j
s pevnou délkou periody 7},04-
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n—1
Z llrii—l-j = nLpoa+ lrpi - lrpi-‘rn = ltrii,n
Jj=0

n—1
Z lrpi—l-j = ltrii,n - lrni,n
J=0

Rovnici 1ze postupné zjednodusit do tvaru

_ Urp (ltrii,n - lrni,n) + U lrni,n
Unin = — Ugaerrin
ltrii,n

lrni7n

Unin = —Up+ (_”rn - ”rp) + Uaaerrin (6.16)

ltri in

DalSim podstatnym problémem je vySetieni oblasti, ve které se moduldtor na-
chdzi bezpecné ve stabilni pracovni oblasti. Tento problém neni na prvni pohled
z vy3e uvedeného popisu patrny. Cinnost moduldtoru je povazovana za stabilni, po-
kud pro konstantni vstupni napéti u,, dojde postupné k takovému ustdleni dob /,,,; a
ltrii, Ze se méni mezi jednotlivymi pribéhy pouze o jednotky. Tyto malé zmény jsou
dané principem cinnosti prevodniku a umoznuji diive popsané rozsirovani rozliseni
méfenim pies n pribehti. Moduldtor se nachdzi v stabilni oblasti tehdy, pokud se
rozdily mezi hodnotami up; postupné¢ zmensuji. Pro vypocet zavislosti mezi hod-
notami up; 1ze pro periodu modulatoru 7,,; mnohondsobné vetsi nez T, zanedbat
synchronizaci vystupu komparatoru hodinovym signdlem ¢.;. Za této podminky
budou hodnoty u4; nulové. Pro konstantni vstupni signdl u,, 1ze z rovnic a
urcit vztah mezi hodnotami napéti up;

Upi+1 = (Tm()d - trni) (um + Mrp) (6.17)

kde se Casovy interval t,,, se shoduje s dobou sestupné ¢asti pribéhu vystupu integra-
toru a po zanedbani vlivu hodinového signdlu ¢.;; je zakoncen pfi priichodu nulou.
Pak plati

. upi
" Um =+ Urn
po dosazeni do rovnice
Ui
o= (g uBi . 6.18
UBi+1 ( mod + M;;;"‘Mrn) (um+u P) ( )
U+ U
ugiv1 = Tnoa (um + urp) =+ uBiW (6.19)

Pro vyjasnéni je dobré upozornit, Ze hodnota u,, je vZidy zdpornd a druhy clen
pravé strany rovnice [6.19] je pro pfedbézné odhadnuté podminky na vstupni sig-
nal (u, < —up, au, > —u,p) vzdy zaporny. Rovnici lze prevést po ndhradé hodnoty
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up; souctem konstantni hodnoty ug a odchylky ug; na rovnici linearniho diskrétniho
systému

— — Uy + Urp
ugi1 +up = Tyoa (tm +urp)+ (Ui +up) s
m rm
U+ Uprp
up = Tmod (um + urp) +up——
U + Uy
Um + Uy
up = Thnoa (um + urp) O —
Upp — Upp
U+ Urp —
Upi+1 = ———UBj (6.20)
U + Uy

Z uvedené rovnice je zifejmé, Ze pro podminku stabilni ¢innosti modulatoru musi
byt absolutni hodnota zesileni odchylky ug; mensi nez 1.

U+ Urp
Um =+ Urn
lum +1rp| < |t A+ U]

1 (6.21)

Za drive uvazovanych podminek u,, < —u,, a u,, > —u,), je Citatel zlomku ve vy-
Setfovaném vyrazu vzdy kladny a jmenovatel vzdy zdporny. Za téchto podminek lze
omezeni kladené na vstupni signdl pfepsat na nerovnost

Up+Urp < —Up— U

1
Uy < 5 (—thn — Urp)

Po vyhodnoceni viech omezujicich podminek lze urcit vyuZitelny rozsah prevodni-
kem méfeného signdlu u,,

1
U, € (—urp, 3 (—ttyn — urp)> (6.22)

Z uvedeného rozboru vyplyvé, Ze z pivodné uvaZzovaného vstupniho rozsahu
lze vyuzit pouze jednu polovinu. Tato skutecnost neni pfili§ omezujici, protoZe re-
ferencni signal midZe byt pfi tipravé na signdly RN a RP libovolné zesilen a vstupni
rozsah modulédtoru prevodniku muize byt nastaven libovolné. Omezeni kladend na
vstupni rozsah maji ddle vliv na urCeni rozliSeni AD pfevodniku. Z podminek pro
stabilitu moduldtoru je nutné znovu zvazit zavéry provedené na zdkladé rovnic[6.13]
a Rozsah hodnoty /,,,; je omezen na interval <O, %Lmod> a rozsah hodnoty /,,,;
na 5 Lmod, Lm(,d>. Tim je pocet primarné¢ méfenych tirovni sniZen na %meb Zaro-
ven je dvakrat zmenSen rozsah rozdilu /,,; — I, 1. Za téchto podminek je minimdlni
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Obrazek 6.8: Pribeh signdli moduldtoru pfi simulaci X- [ AD pfevodniku

rozliSeni X-Integraéniho AD pfevodniku pro méfeni pfes n period moduldtoru 7;,,4

(Lyoq) ddno vyrazem

1
(n=1) 5 Lmod (6.23)

Typicky pribéh vystupu integratoru a vystup modulatoru X-Integracniho AD
prevodniku je zaznamendn na grafech na obrazku Tyto pribe€hy byly pofizeny
na modelu pfevodniku v prostfedi Simulink. Na zdznamu je dobfe patrny prekmit a
ustdleni hodnoty up; po spusténi simulace.

6.3.5 Cislicové zpracovani vystupu - / modulatoru

vvvvvv

v pripad¢ klasickych sigma-delta AD prevodnikil, protoze Casové useky odpovida-
jict jednotlivym ptfevodim maji doby trvani, které se pohybuji v uréitém rozsahu.
Nejlepsich vysledki je dosaZeno, pokud jsou oba vystupy moduldtoru (doby trvan{
trojuhelnikového pribéhu /;,;; a doby aplikace zaporného referencniho signdlu /,,,;)
zpracované a filtrované nezavisle a vypocet vlastntho poméru signalt urcujici hod-
notu vstupniho napéti je proveden az po té€chto operacich.

Pro filtraci signalii mize byt pouZito mnozstvi metod stejné jako pro konvenén{
sigma-delta AD pfevodniky. V tvahu predevsim pfichazi pouZiti riznych filtrd s ko-
necnou odezvou (FIR), ze kterych nejpouzivanéjsi byva filtr odpovidajici konvoluci
signdlu s prib&hem funkce sinc(x). Dalsi vhodné feseni je filtrace gausidnem, kterd
v piipadé pro chromatografii typickych gaussovskych pikd povede k jejich mens{
tvarové deformaci. V navrzeném detektoru bylo nakonec z divodu malého vypo-
Cetniho vykonu pouzité filtrovani s dvoudroviiovym vypoétem plovouciho praiméru.
Tento vypocet zplisobuje minimalni zaokrouhlovaci chyby. Zaroven vlastni pribéh
signalu slouzi pri chromatografickém stanoveni pouze k nalezeni zakladové linie a
oblasti kazdého piku. Pro urceni koncentrace je podstatny integrél (pfipadné suma)
jednotlivych vzorkd a z tohoto divodu je opét vyhodné minimalni zaokrouhleni a
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prilisna snaha o potlaceni zdanlivého Sumu v hodnoté signdlu miZze byt kontrapro-
duktivni. Problém je sice komplikovany aplikaci logaritmu mezi vystupem prevod-
niku a integraci, ale pro malé zmény signdlu (oblast, kde je rozliSeni a zpracovani
nejkriti¢téjsi), lze povazovat zménu smérnice funkce logaritmu béhem stale relativné
kratkych dob prevodi za blizkou konstantni.

Pro tdcely modelovani Cinnosti prevodniku a nazornéjsiho sledovani vlivu fil-
trace a pouzitého filtru jsou v matematickém modelu nahrazeny celociselné veli-
¢iny nesouci informaci o poctech ¢asovych kvant ,,spojitymi* hodnotami, které od-
povidaji okamzité méfené hodnoté vstupniho signélu a - l,,;/l;yi; + b a pomérové
vdze daného prabéhu /,;;/L,,q. Konstanty a a b ptedstavuji obecné parametry li-
nedrni zavislosti pro kalibraci pfevodu vstupniho analogového signilu na signdl vy-
stupni a Ize je urCit z hodnot pouZitych referen¢nich napéti a = —u,, — u,, (od-
povidd Kposneg + 1) @ b = —u,), (0dpovidd —K)ppsoneg). Pro vlastni realizaci je vSak
vzdy nutné cely fetézec prevodniku kalibrovat s redlnymi osazenymi elektronickymi
prvky. Zaroven pro absorbanéni méfeni jsou podstatné pouze zmény poméru sig-
nald, takZe jedinym parametrem pievodniku, ktery je ve skuteCnosti potieba v dané
aplikaci kalibrovat, je konstanta b pro odecteni posunu nuly prevodniku daného jak
obvodovym ndvrhem, tak nepfesnostmi soucastek.

Nézorngjsi predstavu o realizaci a vlastnostech digitdlni ¢4sti pfevodniku si lze
udélat z obrazkl pouZitych ptivodné pro prezentaci navrZzeného principu AD prevod-
niku na Svétovém kongresu organizace IFACPisa — Porazil (2005). Propojeni prv-
niho stupné digitalniho zpracovani (blok Ratio Comoputation) s moduldtorem ob-
sazenym v analogové ¢dsti pfevodniku je patrné z obrdzku [6.5] Model bloku na ob-
rézku urci délky ¢asovych dsekd /;,;; a [,,,; a provede jejich pfevod na pomérovy
signdl (Value) a vahu jeho vzorku (Value Weight). Vlastni méfen{ diskrétnich inter-
vall popisujicich pribéh trojuihelnikového cyklu je realizovano jako Casove spous-
tény subsystém (obrazek [6.10), ktery je oznacen popiskem Down Time to Triangle
Ratio. Vystupy jsou pak normalizované do jednotkovych rozsahii a predpokladany
zpusob dvoukanalové filtrace je naznaCen na obrazku Vlastni obvodova a soft-
warovd realizace se vSak od tohoto modelu vnitin{ skladbou 1isi, veskeré zpracovani
aZ po vystupy hodnot z filtrl je navrzeno v pevné fadové Carce a je optimalizované
pro rozloZeni vypoctu mezi FPGA a nepfili§ vykonny mikrokontrolér.

6.3.6 Realizace - [ AD pievodniku

V navrhu spektrofotometrického detektoru LCD 5000 je vlastni realizace prevod-
niku rozdélena mezi tfi ¢4sti. Vlastni analogovd ¢ast moduldtoru je umisténd na sa-
mostatnou desku dohromady se zesilovaci signdlu mérné a referencni vétve. Analo-
gova Cast obsahuje pripravu kladného a zaporného referencniho signalu, analogové
pfepinale, integritor a komparator. Generovani spoustéciho signdlu a ¢itace pro ur-
¢eni dob [,;; a l,,,; jsou realizované v obvodu FPGA. Vlastni digitdlni decimator a
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Obrézek 6.10: Vypocet poméru sestupné hrany ku period¢ trojihelnikového signdlu

filtrace jsou rozloZeny mezi obvodovou implementaci v FPGA obvodu a software
hlavniho fidiciho mikrokontroléru pfistroje.

Pro implementaci digitdlni logické €4sti modulatoru a prvni stupeil decimétoru
bylo vyuzit programovatelny obvod (FPGA) XILINX, jehoZ funkce je nakonfiguro-
vand vZdy po zapnuti pfistroje do jeho konfiguraéni paméti SRAM. O naprogramo-
vani se stard mikrokontrolér, ktery do obvodu prenese konfiguraci ulozenou v paméti
EPROM, ve které je uloZen i firmware celého pfistroje. Konfigurace se provadi v pa-
ralelnim reZimu a vyuZivaji se k ni piny FPGA pfipojené k vnéjsi datové sbérnici
mikrokontroléru. Po naprogramovani pak stejné signaly slouzi v kombinaci s né-
kolika fidicimi a adresnimi signdly k pfistupu k datovym registrim realizovanym
v FPGA, které jsou pfimo mapované do vnéjsitho adresniho prostoru mikrokontro-
Léru.

O dalsi zpracovani méfeného signdlu, vypocet logaritmu se stard hlavni fidici
mikrokontrolér pfistroje. Ten se stard i o povelovan{ nastaveni vybrané vilnové délky
pro monochromator, fizeni zdroji svétla, komunikaci s fidicim softwarem nadfa-
zeného pocitace i o lokdlni uzivatelsky interface. Zjednodusené schéma elektronic-
kého zapojeni elektronickych komponent navrzené implementace X- [ AD prevod-
niku je na obrédzku [6.12] Schéma neobsahuje prvky tykajici se funkci elektroniky
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Obrézek 6.11: Digitdlni filtr a decimator

primo nesouvisejicich s pfevodem analogového signdlu a i vlastni obvod prevod-
niku je zjednoduSen a neobsahuje funkce nutné pro servisni méfeni jednotlivych
vstupnich signdld proti pevné danému referencnimu napéti a ani pomocny galva-
nicky oddé€leny analogovy kandl pro priibéZné monitorovani velikosti referenéniho
signdlu, které slouzi k hlidan{ stavu zdroje svétla a pfipadnému vyhldseni chyby.
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Obrazek 6.12: Zjednodusené elektronické schéma realizace X- [ AD pfevodniku

Pro pfesnost a stabilitu pfevodu vsak zistava nejdilezitéjsi ¢asti vlastni ana-
logova ¢ast moduldtoru a zesilovace velmi slabych vystupnich proudd diodovych

fotodetektord. Vlastnim srdcem modulatoru je integrator realizovany operac¢nim ze-



82 Kapitola 6 Navrh spektrofotometrického detektoru pro HPLC

silovatem. Hodnota a zména jeho vstupniho napét'ového ofsetu pfispiva nejvétsi
meérou k nepfesnosti pfevodu a pripadny posun nuly prevodniku znamend i vy-
razny problém pro linearitu logaritmované hodnoty. Z téchto divodi je v ndvrhu
pouZzity presny operacni zesilovac s velkym vstupnim odporem a aktivni kompen-
zaci/nulovanim vstupniho napét'ového ofsetu (chopper-stabilized amplifier). Vy-
brany byl obvod TLC2652 od firmy Texas Instruments. Nesynchronizované spous-
téni nulovani vstupniho ofsetu by vedlo k nedeterministickému soubéhu s vlastnimi
cykly prevodu a tim i k pfipadnému vzniku aliasingu, proto je spousténi nulovani
synchronizované s periodou modulétoru @,,,; a tim je moZnost vzniku neZadou-
cich efektii potlacena. Parametry obvodu pouzitého analogového prepinace jsou také
velmi podstatné. Analogovy prepinac zajist' uje prepindni mezi kladnou a zdpornou
hodnotou referen¢niho signalu (u,, a u,,) a dalsi jeho oddil se stard o prepindni
riznych rezimi pro servisni a kalibraéni rezimy prevodniku. PoZadavkem je volba
obvodu s minimélnimi svodovymi proudy, pfeslechy mezi kandly a pro zajiSténi sta-
bility a zachovani linearity pomérového feseni je dulezity i nizky odpor v sepnutém
stavu. PouZity je obvod ADG444 od firmy Anlog Devices. Naopak ¢asové i teplotni
stabilita ani malé dokonce ani stabilni propagacni prodlevy nejsou pozZadovany od
pouZzitého obvodu kompardtoru, ktery porovndva hodnotu vystupu integritoru a sig-
nalizuje okamzik prichodu nulou. VSechny jeho piipadné nepiesnosti se vzhledem
k navrhu pfevodniku neuplatni viibec nebo v zanedbatelné mite. Jako komparator je
tedy pouzity relativné béZny obvod LM311. Dtlezité je vSak zajisténi odstinén{ ana-
logové Casti (nesouci i obvody velmi citlivych zesilovact vstupnich signdld) od &isli-
cové elektroniky a mikroprocesorového systému. Digitdlni logika je obecné zdrojem
mnoZstvi elektromagnetického ruSeni a i zde by znamenala degradaci navrhu. Proto
neni analogova ¢ast pfevodniku s digitdlni galvanicky propojend a o pfenos infor-
mace do a z analogové Casti se staraji rychlé digitalni optocleny. Pfi rozboru navrhu
se ukazuje, Ze vlastni dopravni zpoZdéni a i jeho pomald zména v Case (napf. pfi za-
hifvani piistroje) pii prenosu signald neovliviiuji vyslednou méfenou hodnotu. Pro
pienos prepinaciho signdlu mezi u,, a u,, je ale podstatné, aby se dopravni zpozdéni
vzestupné a sestupné hrany shodovala a predevsim, aby nevykazovala ndhlé¢ zmény
(jitter). V ndvrhu byly pouZity dva rychlé optocleny (20 MBd) HCPL7721.

6.3.7 Dosazené vysledky

Tento odstavec dokumentuje vlastnosti ndvrhu AD pifevodniku zméfené na jeho po-
uziti ve spektrofotometrickém detektoru LCD5000. Ridici logika AD pievodniku a
cely synchronni navrh logiky v FPGA obvodu XILINX je fizen hodinovym signé-
lem ¢, o frekvenci 32 MHz. Periody modulétoru (trojihelnikové cykly integratoru)
jsou synchronizované signdlem ¢,,,; o frekvenci 5 kHz, ktery je odvozen ze hodino-
vého signélu.

Histogramy distribuce vystupnich kédd/urovni analogové ¢islicového pievodu
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pro stejnosmérny konstantn{ signal jsou dokumentované na obrazku[6.13] Rychly re-
Zim (ADC Fast Mode) zobrazuje vystupy nefiltrovanych pfevodu s frekvenci 25 Hz,
které odpovidaji vypocitanému rozliSeni pfevodniku 19 bitd. Vlastni histogram je
vynaseny po dilcich odpovidajicich 22 bitovému rozliSeni, kterého prevodnik bez
dalsf filtrace nedosahuje. Proto se se méfené hodnoty rozdéluji do nékolika dis-
krétnich pozic okolo stiedni hodnoty. Kdy?Z je aplikovany filtr s dvojitym plovoucim
prumérem, dochdzi k sniZzeni rychlosti odezvyE]a zaroven rozliSeni pfevodniku roste.
Pti nastaveni délky plovouciho primeéru na jednu sekundu by podle teoretického vy-
poctu mélo rozliSeni vzrist na 24 biti. To je sice vice, neZ je rozliSeni pouZité pro
pfipravu histogramu, ale vzhledem k elektronickému Sumu i ¢asovym nepfesnos-
tem prenosu, prepinani a komparaci (jitter) vSak této presnosti jiz dosaZzeno neni.
Presto mimo rozsah £2 trovné pro rozliSeni 22 bitd padne zanedbatelné vzorkd a
pocet vzorki spadajicich pifimo do jedné drovné je pirevazujici. To znamend, Ze roz-
liSeni pfevodniku pfinejmensim piekracuje 20 bitl a vlastn{ pfevod vykazuje dobrou
stabilitu v Case. Dals{ rozloZeni ukazuje distribuci vzorkd kdy je jiZ testovany cely
méfici fetézec od zdroje svétla, monochromaétor, optické déleni signdlu na mérnou
a referencni vétev a diodové fotodetektory a vstupni vysoce citlivé zesilovace. Jak
je vidét, ostatni zdroje Sumu faddovée prevySuji Sumy vznikajici ve vlastnim obvodu
prevodniku. Na druhou stranu stabilita méfeni a celé cesty je i tak velmi dobrd. Je
nutné si uvédomit, Ze rozliSeni jednoho zde uvazovaného dilku odpovid4 na vlast-
nim méfeném signalu desitkam femtoampér (10- 10713 A), coz odpovida necelému
statisici elektront za sekundu. Jednd se tedy o proudy, pii kterych je jiz jen vybér
vhodnych nizkoSumovych odport do zesilovaci sloZitou zdleZitosti. Bylo také nutné
pouzit triboelektrické kabely a vlastni aktivni body a propojeni realizovat na teflo-
novych destickdch. Posledni histogram pak ukazuje, jakym Sumem pfispivd zaliti
fotometrické cely kapalinou (mobiln{ fazi) a jeji pritok. Pfitom vlastni absolutni ve-
likost signalt zlistava pro navrh optiky LCDS5000 na pfiblizné stejné trovni jako pii
méfeni se suchou optickou celou. Je tedy vidét, Ze chemické Sumové pozadi vlastni
analyzy je v tomto piipadé o mnoho fadu vétsi neZ prispévky na Sum vznikajici ve
vlastn{ elektronice pfevodniku.

Pro ilustraci je pak na obrdzku prezentovany zdznam redlného chroma-
tografického stanoveni Oligo-Nucleotidii méfeného spektrofotometrickym detekto-
rem LCD5000, ktery je vybaven diskutovanym X- [ AD pfevodnikem.

3Vlastni vystupni vzorkovaci frekvence 25 Hz je viak zachovana.
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Kapitola 7

Chromatograficky vyhodnocovaci
a ridici systém

Tato kapitola pojedndvd o vyvinutém komunika¢nim a softwarovém feSeni pro fi-
zeni chromatografickych systému a vyhodnoceni chromatografickych zaznamd. Vlastni
feSeni lze rozd€lit na nékolik dil¢ich projekti:

* nalezeni vhodného feseni propojeni piistroji chromatografické sestavy mezi
sebou a s nadfazenym pocitaCovym systémem

* integraci potfebného komunikacniho hardware a software na strané pfistroji

* implementaci ovladaci pro vybrany zptsob propojeni (komunikaci) na strané
fidiciho pocitace

* implementaci software pro fizeni, sbér dat a vyhodnoceni analyz

Zde uvedeny popis se zamétuje predevsim na vznik a ndvrh vlastniho vyhodnocova-
ciho a fidiciho software. K problému volby komunika¢niho protokolu je uveden jen
struény popis vybéru a implementace navrzeného komunikacniho protokolu. Popis
vlastniho ndavrhu komunika¢niho a fidiciho firmware pfistroji zde neni rozebirany.
Urcitou predstavu o rozsahu a pouZitych feSenich v této oblasti si lze udélat z po-
pisu ndvrhu a implementace pirevodu snimaného signdlu v modulu spektrofotomet-
rického detektoru LCD 5000 uvedeného v kapitole [6] Podrobny popis jednotlivych
vrstev vyvinutého protokolu Ize nalézt na strankéach prislusného projektu uLLANPiSa
— Smolik|(2004-2010). Soucasti projektu jsou i kompletni zdrojové kédy implemen-
tace komunikaéniho protokolu uLAN jak pro vestavna zafizeni (napf. jednotlivé
moduly/pristroje chromatografického systému), tak i pro kompilaci ovladact pro
operacni systémy pouzivané na strané fidicich pocitacli. Pro pfipojovani piistroji
k fidicimu pocitaci byla jako alternativa k adaptéru na sériové rozhrani vyvinuta i

85
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PC ISA karta. V soucasné dobé jsou vSak pouZivané bud’ PCI komunikacni karty
dodavané spolecnosti Tedia s.r.0., nebo nékolik adaptaci prevodniku USB na uLLAN
vyvinutého ve spoluprici firem PiIKRON s.r.o. a Agrosoft Tébor s.r.o. Kompletn{
zdrojové kédy tohoto prevodniku jsou také soucasti projektu uLLAN umisténého na
SourceForge.net.

Pro vlastni zpracovani zaznamenanych dat byl ptivodné pouzivany integracni
software DataApex. Po prechodu ze systému DOS do prostfedi Windows a poza-
davku na rozsifeni systému i o moZnost fizeni ve firmé PiIKRON vyvijenych slozi-
téjSich chromatografickych sesta se vSak integrace do systému této firmy jevila ne-
schiidnou. Zarover jiz predtim zacal vznikat na Katedfe organické a jaderné chemie
University Karlovy zpocatku jednoduchy program pro sbér dat ze starSiho, firmou
PiKRON dodaného spektrofotometrického detektoru LCD 4000. Na zdkladé€ spolu-
price s Doc. Jindfichem Jindfichem z této univerzity byl zaloZen projekt CHRO-
MuL AN, ktery byl dile rozvijen a firmou PiKRON financovany a na jehoZ vyvoji
se firma také podilela. Autor této prace implementoval predeviim algoritmy zdklad-
niho vyhodnoceni zdkladové linie a vyhledavani pik.

Zde ptedkladany text si neklade za cil pfedloZit podrobny popis uZivatelského
rozhrani programu ani popis jeho pouZiti. Ty jsou k dispozici v tiSténé i elektronické
podobé na firemnich a projektovych strankdch programu PiKRON (2002). Zde uve-
deny popis se pfedev§im zaméfuje na sezndmeni s navrZenou koncepci software a
predklddd i rozbor moznosti zaclenéni metod popisovanych v kapitole [5] Vlastni
zdrojové kédy chromatografického systému CHROMuULAN jsou soucésti piislus-
ného projektu na SourceForge.netJindfich — PiSa| (2004-2010).

7.1 Komunikacni protokol

V této kapitole je nejdiive predloZeny zkraceny rozbor, ktery vedl k volbé do sou-
casné doby pouZivaného komunikacniho protokolu uLLANPiSa — Smolik| (2004-
2010). Jeho navrh a implementace jsou poté kratce popsané.

7.1.1 Pozadavky na komunikaci

Vyvojovy tym, ktery pozdéji zakladal spolecnost PIKRON, hledal vhodné feseni
pro komunikaci v sestavach vyvijenych laboratornich pfistrojt jiz v letech 1990 az
1992. V té dobé prichézelo asi jako jediné technologicky dostupné feseni vyuZiti
standardniho sériového rozhrani RS-232, které v té dobé bylo béZné na pocitacich

IPfedeviim se jednalo o vyvoj automatizovaného analyzitoru aminokyselin se dvéma pumpami,
spektrofotometrickou detekci na dvou vlnovych délkach, ktery jest€ navic k zdkladnimu chromato-
grafickému fizeni poZaduje prubézné fizeni teploty na koloné a prepindni mobilnich fazi i pouZzitého
barviva pro predkolonovou derivatizaci.
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tiidy PC integrované. Pfesto, Ze v soucasné dobé toto rozhrani na pocitaich Casto
nenajdeme, omezeny koncept komunikace po jednom vyhrazeném sériovém dvou-
bodovém spojeni s nadiazenym pocitatem v podstaté prevlada. Casto je sice vlastni
prenos dat realizovany pomoci modernich multiplexovanych sbérnicovych techno-
logif, USB, IrDA, Bluetooth atd., ale Casto tyto sbérnice slouZi pouze k vytvaieni vir-
tudlnich kandld, které se poté chovaji stejné, jako ptivodni sériové rozhrani. Mnoz-
stvi zafizeni skuteCné uvnitf i obsahuje samostatny Cip pifevodu protokolu sbérnice
na klasické signdly RS-232, které jsou pfivedeny na fidici mikrokontrolér. Pfitom
i feSeni schopnd pfipojit k jednomu portu pocitace vice zafizeni Casto neumoZiiuji
pifimou komunikaci mezi zafizenimi. Napiiklad i nejrozsifenéjsi USB rozhrani je
(kromé vyjimky ve vymeéné roli pii pouziti OTG) Cisté master-slave systém, kde bez
vyslani poZadavku nadfazenym pocitacem neni dal§i komunikace mozn4. Pfitom
pripravované projekty pocitaly s tim, Ze bude potfeba koordinovat ¢innosti mezi za-
fizenimi zapojenymi do chromatografické sestavy a pfedstava propojovani mnozstvi
kabelt pro dvoubodova spojeni nebo pouZzivani samostatnych vodi¢t prenasejicich
jednotlivé logické a analogové signdly jiZ v té dob€ byla podle vyvojait nepripustna.
Stejné tak vybaveni pocitace vétSim mnoZzstvim rozhrani a zajisténi synchronizace
piistrojii pouze pies centrdlni pocitatovy systém se jevilo jako problematické. Mi-
nimalné nékteré aplikace vyzaduji spravné koordinované odstaveni pfistroje i v pfi-
padé kdy fidici pocitac selze.
V chromatografickych sestavich byly uvaZované predevsim nasledujici datové
a fidici pfenosy
 prenos dat reprezentujicich méfeny signdl z detektoru do fidiciho pocitace
obstardvajiciho sbér dat. Pro uvazované detektory se jednd pfiblizné o desitky
Cisel v plovouci fadové Carce za jednu sekundu. Piipad pouziti detektorti sni-
majicich celd spektra nebyl v té dobé uvazovany a v dnesni volbé by bylo asi
nejvyhododnéjsi a nejlevné;jsi takovy detektor pripojit piimo k USB rozhrani.
Vlastni poZadavky na pripadné latence prenosu jsou pro pripad zdznamu rela-
tivné volné, datové vzorky vSak nesmi byt vynechany. Neni tedy problém data
posilat po urcitych davkach. Omezeni na zpozdéni a velikost davek je dané jak
velikosti vyhrazené paméti v detektoru tak poZadavkem na dostateéné aktu-
alni zobrazen{ pribéhu signélu sledovaného uZivatelem. ZpoZzdéni okolo jedné
sekundy tedy neni problém. Situace se ponékud méni pfi vyuZiti kombinace
detektoru, nadfazeného pocitace a dalSich pfistroji pro automatizované sbi-
rdni frakci, ale i v tomto piipadé postup useku prisluSnému detekovanému
analytu (Cela piku) kapilarou ke sbéraci nebo ventilim trva typicky déle nez
jednu sekundu. Predpokladany Cisty datovy tok je tedy pro dostate¢né rychlé
vzorkovani 25 Hz a 4 byte na jeden vzorek pfiblizné 100 byte/s.

pribézna kontrola stavu pfistrojii, informace o aktudlnich tlacich v kapali-
nové soustave, teplotach kolony. Opét déje nejsou tak rychlé, aby zpozdéni a
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vzorkovani okolo jedné sekundy bylo nedostatecné.

pribézné tizeni pristrojii z nadfazeného pocitace, predev§im se jednd o riizné
pfepinani ventill, piipadné prestaveni vinové délky za béhu analyzy a dalsi
funkce jako je sbirani frakci.

pribézné tizeni koncentraci michanych sloZek mobilni faze pri pouZiti gra-
dientu na stran€ nizkého nebo vysokého tlaku. Zde je poZzadovand plynuld a
dostatecné rychld interpolace mezi jednotlivymi body zlomu. AvSak vétSinou
je pozadované aby i samostatné vysokotlaké cerpadlo umoziovalo vytvareni
koncentra¢niho nebo nékdy i pritokového gradientu samostatné i bez pou-
ziti nadfazeného pocitace. Vzhledem k tomu, Ze musi byt pfistroj vybaven
uzivatelskym vstupem pro zadani programu a pozadavky na ¢asovani jsou re-
lativné pfisné, je vyhodnéjsi i v piipadé propojeni s nadfazenym pocitacem
provést nahrani celého pribéhu (jednotlivych bodl zlomi interpolovanych
usekll) pfimo do Cerpadla pfed zahajenim analyzy a poté pouze provést spus-
téni interpretace programu.

nastaveni parametr vSech piistroji pfed analyzou, jednd se pfedev§im o na-
staveni vlnové délky, parametrd filtrace signalu detektoru, pratokt a koncen-
traci Cerpadel, teploty kolony a dal§ich. Vzhledem k predchozimu bodu lze
predpoklddat v tomto Case i pfenos Casového programu do Cerpadla.

fizeni automatického ddvkovace vzorku, pokud je pouZit. PfedevS§im je po-
tieba nastavit pozadovanou pozici a spustit naplnéni ddvkovaci smycky a jeji
nadavkovéni do toku mobilni faze.

vlastni okamzik odstartovani analyzy miZe byt dany bud’ pozadavkem na po-
CitaCi, pak je potieba poslat povel do Cerpadla a dalsich pfistroju, nebo je
dany okamzikem, kdy dokondi pripravu vzorku automaticky davkovac a pro-
vede otoceni ddvkovaciho ventilu. Je tedy vhodné posilat informaci do sestavy
pfimo z pfistroje a i pfimo odstartovat program v Cerpadle a tim se vyhnout
zpoZdénim zplsobenym pouZitym operacnim systémem na fidicim pocitaci.
Pfi manualnim ddvkovani je pak vétSinou analyza spousténa spina¢em umis-
ténym na ddvkovacim ventilu. Tento signdl je pak nejcastéji pfiveden na Cer-
padlo a to se stard o preposlani signdlu dal.

komunikace mezi dvéma Cerpadly pri jejich kombinaci pro tvorbu vysokotla-
kého gradientu. Mezi Cerpadly je nutnd synchronizace zapindni a predevSim
rychlého zastaveni v piipadé detekce poruchy nebo vysokého tlaku. Cerpadla
by méla umoziovat propojeni do této konfigurace i bez nadifazeného pocitace.
Implementace fizeni gradientu pak predpoklddd, Ze jedno Cerpadlo se stava
nadfizenym a pieposild prubézné pozadavky na pritok pocitany pro druhé
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cerpadlo podle svého casového programu priitoku a koncentraci. Zde je nutnd
dostate¢né kratka latence pod alespon jednu sekundu.

* dal$i rozsitené pldnované funkce. Naptiklad pfenos informace o zjednodusené
detekci pikti piimo v detektoru do sbérace frakci.

* piipadnd moznost pridani dalSich nadfizenych systémi a operatorskych pa-
neld pro slozitéjsi sestavy. Této moznosti napriklad vyuziva jiz zminéné pou-
Zit{ v automatickém analyzatoru aminokyselin, kde je pfistroj vybaven jednim
spole¢nym lokéln{ operatorskym panelem pro servisni ikony, ¢iSténi pump a
sledovani Cinnosti piistroje. Pfistroj je sice realizovany tak, Ze jeho provozni
¢innosti jsou centrdlné fizené z nadiazeného pocitace, ale v pripade jeho ha-
vdrie nebo uvaznuti prebira koordinaci fizeného vypnuti v§ech moduli praveé
lokéln{ panel.

Z vyse uvedenych hlavnich smérti a poZadavkl na komunikaci mezi piistroji (pfi-
padné moduly sestavy) je patrné, Ze by zvolené feseni mélo podporovat nejenom pfi-
pojeni vice piistroji k jednomu komunikacnimu rozhrani fidiciho pocitace, ale Ze by
se melo jednat o feseni, ve kterém jsou si vSechny uzly sit€¢ minimalné na spodnich
komunikac¢nich vrstvich rovnocenné a mohou pfi dodrZzeni zvoleného postupu inici-
ovat komunikaci samostatné. Pfitom poZadované feseni muselo byt levné a samotné
mikrokontroléry na navrhovanych pfistrojich mély z komunikacnich rozhrani im-
plementovany jen jeden sériovy port (UART). V dobé vybéru vhodné komunikace
se sice nabizely i dal$i mozZnosti (CAN, ETHERNET, atd.), ale integrace téchto
technologii pfimo do fidicich mikrokontrolérti nebyla k dispozici a samostatna ob-
vodova feseni bylo relativné ndkladné. Pro slozitéj$i komunikacni protokoly, jako je
napifiklad ETHERNET nebo nad nim postavené TCP/IP, byla jejich implementace
v omezeném pamét’ ovém prostoru navrhovanych fidicich systému s procesory Intel
8051 a 32 kB paméti nezvladnutelna.

Pritom pozadavek na levné a jednoduché propojeni piistroji a poc¢itac¢e minimal-
nim poctem vodicl jednoznacné hovoril pro pouZiti sbérnicové topologie s vyuzitim
jednoho sdileného média. Idealni feSeni by mélo umoZziovat postupné propojovani
pristroju jeden za druhy. Pro sdileni média je nejprirozenégjsi paketovy prenos dat,
ktery také umoZniuje snadno data zabezpecit proti piipadnym chybam a ruSeni. Pro-
toZe se jedné o fidici aplikaci pracujici v redlném Case, je dobré zajistit detekci chyb
a ndpravu situace jiZz na niz§ich komunikacnich vrstvach. Proto je vyhodné pouZit
komunikaci, kdy miZe byt vysilajici strana rychle/okamzité informovana o Gspés-
nosti doruceni dat po dokonceni prenosu jedné zpravy a muzZe jiZ na této vrstvé
zajistit po opétovném ziskani prava vysilat dalsi pokus o predani dat. Kromé téchto
provoznich pozadavki byly uvazované i dal$i moZnosti jako jsou ladéni a nahravani
alesponi vyvojovych verzi firmware do jednotlivych zafizeni. V ptivodni dvaze se
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uvaZovalo o redlném propojeni maximdlné do deseti zafizeni, ale protokol byl navr-
Zen obecnéji a to se vyplatilo v jeho dalSich aplikacich, kdy minimalni pozadavky
narostly na moZnost pfipojeni aZ 50 zafizeni.

Prenosy dat ve formé zprav vyzaduji definici komunikacniho protokolu. Proto-
kol by nemél vyzadovat nepfetrZity provoz vSech pristrojii. ProtoZe se jednd o pfi-
stroje s rozdilnym mnozstvim vlastni inteligence, nemél by od nich vyZadovat zna-
lost vSech ostatnich pristroju pfipojenych ke sbérnici. Méla by byt alespon Castecné
feSena situace, kdy dojde k pretiZzeni sbérnice, tak, Ze se pfistroje budou pii obsazo-
vani sbérnice stiidat. Protokol by nemél vyZzadovat rekonfiguraci pii vypadku nebo
vypnuti nékterého pfistroje. Protokol by mél umoZziiovat potvrzeni doruceni zpravy
ptijemcem odesilateli po uspé$Sném prenosu zpravy. Pro fizeni jednoduchych slave
pfistrojl je nutné, aby bylo mozné pro inicidtora spojeni zpétné vycist informace
ze slave. Komunikace s jednim pristrojem by neméla pfili§ zatéZovat ostatni pri-
stroje, pro které neni zprava urena. Komunikace nemusi byt pfili§ rychld. Sbérnici
by mélo jit snadno realizovat s bezpecnym galvanickym oddélenim (pozdéji pro
aplikace v mediciné byl i minimdlni poZadavek 4 kV) a s miniméln{ moZnou délkou
20 m. Pfitom pfi nasazeni v systémech primyslové chromatografické separace by
mohlo byt potfeba vyuzivat komunikaci i na del$i vzddlenosti. V neposledni fadé je
nutné, aby feSenf bylo levné, nevyZzadovalo specidlni obvody a bylo pouZitelné i pro
standardni pocitace tfidy PC.

7.1.2 Prehled dostupnych reSeni

Jako prvni byla uvazovand komunikaéni sbérnice I?C (Inter-Integrated Circuit-bus)
NXP,(2007). Tato sbérnice ma velmi elegantn€ vyfeSenou deterministickou arbitraci
pfistupu k médiu pouZitim sbérnicového soucinu vystupt s otevienymi kolektory.
VyZaduje pouze dva vodiCe (hodiny SCL a data SDA). Je relativné velmi rychla
(standard 100kBd, dnes i pfes 1 MBd). Vyhodou je moZnost zpomalit pfenos ze
strany prijimace libovolné dlouhym prodlouZenim stavu s vodi¢em SCL v nizké
urovni. UmozZiluje kombinaci nékolika pfenosi za sebou pii opakované podmince
start. UmozZiuje vycteni informaci z naadresovaného zafizeni a kontrolu doruceni
zpravy. Zcela vSak nefesi rovnomérné pridélovani c¢asu mezi konkurujici si inici-
atory spojeni (nejvyssi prioritu ma minimdlni cilovd adresa). VyzZaduje specidlni
hardware na strané pfipojeni k PC a na strané pfistroji vyZzaduje omezené mnoz-
stvi procesoril vybavenych timto rozhranim nebo dalsi obvody. Lze ji sice realizovat
pouze softwarove, ale s velkymi ndroky na zatiZeni procesoru (pfi kombinaci s velmi
jednoduchym hardwarem minimalné jedno preruSeni na pfeneseny bit).

V dobé tvah o volbé protokolu jiZ existovaly implementace v t€ dobé relativné
nového protokolu ProfibusThomesse| (2005)); Bender — Katz| (1993). V letech 1990

YN oz

az 1992 byl pro bézné firmy nedisponujici velkym kapitdlem pristup k informacim
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o této technologi velmi problematicky. Zkutecny stav a historie vyvoje technolo-
gie Profibus jsou jiZ dnes dobie dokumentované napiiklad v [Felser — Sauter (2002).
V dobé vybéru se vSak idea obecné pouZitelné sbérnice Profibus FMS (Field bus
Message Specification), u které probihal proces jeji mezinarodni standardizace, je-
vila zajimavé a vyhodou by bylo i jeji pfedpokladané rozsiteni v oblasti primyslo-
vych aplikaci. Tuto sbérnici lze snadno realizovat pfi pouziti diferencidlniho obou-
smérného dvoudrdtového vedeni s fyzickou vrstvou podle standardu RS-485. Pridé-
leni opravnéni vysilat je vyfeSeno pfeddvanim tokenu. Je nutné znét adresu nésle-
dujiciho pfistroje v logickém kruhu a zapojovat nové master piistroje do logického
kruhu. Déle v pfipadé vypadku nebo vypnuti pfistroje musi dojit k rekonfiguraci
kruhu a pfi ztraté tokenu k vygenerovani pravé jednoho nového tokenu. Protokol
umozZiluje potvrzeni a vyc€teni informaci z naadresovaného piistroje. Standardné se
pouziva komunikace se start a stop bitem a osmi datovymi bity. Ridici kédy jsou
odliSeny od bindrnich dat pouze pozici svého vyskytu. K synchronizaci pocatku
zpravy se vyuziva Casové prodlevy. Komunikace vyZaduje kontrolu vSech znakt
v8emi pfistroji a méfeni casu mezi znaky. Pfistroje schopné iniciovdni komunikace
museji zndt své sousedy, minimdlné svého ndslednika v logickém kruhu. Pivodni
standard pro vzdjemné predavani strukturovanych pozadavki a dat mezi vice tcast-
niky komunikace pozdéji zdegradoval na obycejné cyklické vycitani blokd vstupné
vystupnich dat stylem master-slave a zachovand zistala jen moZnost pouziti vice
master jednotek (pfechod na Profibus DP). To se v8ak autor tohoto textu dozvédél
az mnohem pozdé&ji. Hlavnimi divody pro ptivodni zavrhnuti této moznosti byla
nedostupnost informaci a bez pouZiti specializovanych Cipt relativné kompliko-
vana softwarova implementace, kterd by vyZadovala reagovat na vSech pristrojich
na vSechny prendsené bajty a jim piislusnd pferuseni a to i pro zpravy urcené jinym
piistrojim. UdrZovani seznamu okolnich master zafizeni v omezenych mikrokont-
rolérech by byla dal§i komplikace. Na modernich vykonnéjSich mikrokontrolérech
je jiz mozné tento v podstaté nabizenymi funkcemi primitivni, ale na dodrZenim ob-
séhlych norem a Casovani zna¢né zkomplikovany protokol, softwarové implemen-
tovat, jak ukazuje napiiklad prezentace projektu PBmasterTran| (2009). Pfesto je
Stéstim, Ze tento ,,otevieny* standard nepronikl do navrhovanych pfistroji, protoze
je sice organizaci Profibus International deklarovany jako zcela otevieny |Profibus
International| (2010), ale uvéreni této zavadejici informaci ma pro projekty opravdu
minéné jako oteviené, nepiijemné disledky ve vice ¢i méné skrytych hrozbach prav-
nich Zalob, jak se stalo projektu PBmasterTran| (2009-2010).

Z dalgich protokoll dostupnych v dobé navrhu komunikaéni technologie pfipa-
daly v ivahu HDLC, CAN a BITBUS. Ve vsech pfipadech se jednd o dobfe propra-
cované synchronni protokoly pro piredavani zprav, ale vyZaduji pouziti specializo-

2Zainteresovanymi v procesu standardizace a komercializace technologie Profibus deklarované
jako optimdln{ technologie pro primyslové komunikace.
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vaného hardware. V dnesni dobé je to jiz problém mensi, mnoZstvi mikrokontroléri
ma jiz napiiklad integrovany fadi¢ CAN. Vyhoda komunikac¢niho protokolu CAN
je, Ze dobie bezpecuje integritu zprdv, z pohledu obsluzného software nabizi kom-
pletni pfenos celych zprdv v reZii integrované periferie a tim sniZuje zaté€Z proceso-
rového jadra. Vyhodou je i deterministicky pfistup k médiu prioritizovany identifi-
katory zprav. Naopak neni v zdkladnich variantach vyreseno rozdélovani casu mezi
poZadavky se shodnou prioritou, zplsob arbitrace piistupu k médiu na ¢asovych
intervalech jednotlivych bitl je divodem k zavislosti omezeni celkové délky sbér-
nice podle pouZité prenosové rychlosti (asi 30 m pfi 1 MBd). Pro procesni data neni
maximaln{ délka zpravy 8 bajtii podstatnym omezenim. Pro konfigurace a vycitan{
popist a stavu piistrojd je vSak nedostatecnd. Vyssi vrstvy DeviceNET a CANopen
sice prinaseji podporu prenost delSich zprav, ale feSeni se tim komplikuje a zarover i
v pripadé CANopen je pfistup k datovym polozkam slovniku (nikoliv procesnim da-
tim) jednoho zafizeni z nékolika jinych zafizeni velmi problematické. Nepiijemné
je i to, Ze diky pouZzivani recesivnich a dominantnich drovni na fyzické vrstvé ne
jen béhem arbitrace, ale i béhem pfenosu vlastnich dat zpravy, je sbérnice celkem
citliva na zptsob propojeni a kromé dvou aktivnich vodici CANH a CANL je nutné
vést i propojeni zemniciho/referencniho vodice. Pfesto je komunikace na b4zi sbér-
nice CAN v mnoha piipadech vyhodnd a v soucasné dob¢ ji maji i vyvojari ve firmé
PiKRON zvlddnutou a v nékterych zatizenich ji volili jako nejvhodnéjsi. Pro vnéjsi
propojovéani chromatografickych sestav se vSak stdle nehodi jako nejvhodnéjsi.

Cela dalsi tiida sbérnic vychazi z technologie ETHERNET. Pti ptivodnim né-
vrhu byla pro danou tfidu zafizeni nedostupnd. Dnes je jiZ Casto na mikrokontroléry
podpora integrovand. Vyhodou je fadi¢, ktery se stard o pfenos celych zprav (pakett)

Tvv s

na nejniz$i vrstveé. Nevyhodou je, Ze tato vrstva neposkytuje pfimo mechanizmus pro
potvrzovani zprav. Je tedy nutné pouZit vrstev vyssich. Z hlediska rozsiteni je idedlni
volba pouZiti TCP/IP. Jeho implementace pfi poZadavcich na malou pamét ovou né-
ro¢nost je i v dnesnich jednoCipovych mikrokontrolérech problematickd, jak je uka-
zané tfeba v Bardk! (2010). Zajimavou volbou by pravdépodobné bylo feseni na bazi
ETHERNET PowerlinkSYS TEC electronic GmbH|(2010). V pravé probihajici roz-
vaze a ndvrhu jiz tfeti budouci generace elektroniky pro chromatografické pristroje
se tedy s pfipravenosti na pouZiti nékteré z téchto technologif sice v ndvrhu hardware
pocita, ale vzhledem k pozadovanym koncovym cendm a pamét’ ovym omezenim se
z cenovych diivodl vybranych kontrolérii se spi§ masivngjsi vyuZiti stile nepredpo-
klada. Zasadni nevyhodou dnesnich technologii na bazi ETHERNET je i to, Ze se
jiZ nejednd o klasické sbérnicové feSeni, ale je vyZadovany centrdlni prvek — hub
nebo switch.

N e

Po zvdZeni vyse uvedenych mozZnosti se jako nejvyhodnéjsi jevilo vyuZit fy-
zickou vrstvu RS-485. V dobé ndvrhu vSak Zddny vhodny a dostupny multi-master
protokol nad touto vrstvou nalezen nebyl. Proto byl navrZen a publikovén protokol
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novy. Od té doby k podobnym zavérim doslo mnoZstvi dalSich zdjemcti o levnou a
odolnou komunikacni technologii. VEtSina z nich skondila u feSeni na bazi master-
slave. Z téchto feSeni je dnes nejrozsitenéjsi asi MODBUS. Z projekti, které si
kladou za cil vytvoreni multi-master technologie zajimavy protokol BACnet MS/TP
Karg| (2010). Vétsina dalSich, pozdéji vniklych protokold, je i pfi dneSnim srovnani
s vysledkem déle popsaného navrhu nezajimava.

7.1.3 Navrh protokolu nad fyzickou vrstvou RS-485

Névrh byl veden snahou minimalizovat poZadavky na hardware, proto byl zvolen
bézny zptsob serializace a deserializace byti/znaku tak, jak ho nabizelo sériové
asynchronni rozhrani (UART) pouZitych mikrokontrolérd. Kazdy pfendseny znak
zpravy tedy zacind start bitem a koncf{ stop bitem. Je to sice urcité plytvani Sitkou
pfenosového kandlu, ale na druhou stranu jsou tim sniZeny poZadavky na pfesnost
pouzitych oscildtorti. Modernéjsi feSeni na bazi vkladani bitu opacné hodnoty pii
vyskytu sekvence urcité délky shodnych bajtii by pouziti standardniho UARTu vy-
lu¢ovalo. Mezi znaky jedné zpravy se vzhledem k nové synchronizaci na zacatku
kazdého znaku mohou vyskytovat urcité prodlevy. Dava to urcitou rezervu pro pii-
pady pretiZeni procesoru pii vysildni. Na strané pfijmu je spravnou funkci v piipadé
pretiZeni procesoru mozné zarucit pouze pro pripady, kdy je rozhrani UART vyba-
veno vyrovndvaci paméti FIFO. U pouZit¢ého mikrokontroléru se na strané pf{jmu
ovSem nalézd za deserializatorem jen registr pro uloZeni jediného znaku. Pro od-
déleni fidicich znakd vyuziva feSeni moZnosti velkého mnoZstvi mikrokontroléri
prenaset znaky o délce 9 bitli a generovat preruseni pouze pii piijmu znaku s nasta-
venym 8 bitem (pfi pocitani bitd podle vah od 0, ddle D8). Podporu této vlastnosti
maji rodiny mikrokontrolérti na bazi 18051, 18096, 180196, MC68332, MSP430,
MPC5200, AT91SAM a dalsi. V mnoha piipadech Ize tohoto typu prenosu docilit
i na fadi¢ich UART, které k devitibitovému pienosu nebyly pivodné uréené. Casto
je totiz moZné volit reZim programového nastaveni paritniho bitu tak, jak toho bylo
docileno softwarovym fizenim osmého bitu i na standardnim sériovém rozhrani po-
¢itaca tiidy PC. Pfi ptivodnim navrhu se jako velmi elegantni feSeni jevilo navrhnout
pro pocitace rozsifujici kartu s obvodem INTEL i825 1 ktery byl pfimo pro devi-
tibitovou komunikaci navrzeny. Diky tomuto rozliSeni fidicich znaki a adres od dat
neni nutné kontrola vSech znakl vSemi pfistroji a dochazi k mensimu vykonovému
zatizeni jednotek, pro které neni zprava dand urCena. Pro protokol bylo nutné vy-
myslet zplisob arbitrace piistupu ke sbérnici, zabezpeceni dat proti chybam a format

3Takovi zdsuvnd karta pro sbérnici ISA byla skute¢n& pozd&ji navrzena a doddvana. V souasnych
pocitacich tfidy PC vSak jiz karta s ISA rozhranim vyuziti nemd a PIKRON presel na karty Tedia PCI-
1602 pro sbérnici PCI s ¢ipem OX16C954. Presto jsou i PCI karty s ekvivalentem 182510 dostupné
a zda se, Ze se jednd o relativné soucasné navrhy. Napiiklad karty NBS-41 firmy Cimetrics pro sité
bacNET.
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Zprav.

7.1.4 Format zprav protokolu uLLAN

Datovy ramec je zdkladni jednotkou komunikace podle protokolu uLLAN. Ramec
obsahuje svoji cilovou adresu (adresu uzlu, vS§eobecnou adresu nebo neadresny za-
¢atek odpovédi), zdrojovou adresu, typ nebo také prikaz rdmce, koncovou znacku a
kontrolni znak. Ramec se zaklada ze sekvence 9-bitovych znaki. Znaky jsou piena-
Seny asynchronné, takZe prenos kazdého znaku zacind start bitem, pokracuje deviti
datovymi bity a konéi stop bitem. Celkova doba prenosu tedy odpovida 11 bitovym
Castim, viz obrdzek [7.1] Celkové délka pienosu znaku je tedy rovnd 11 bitovym ¢a-
sim. Ridici znaky jsou pfendSené s nastaveny bitem D8. Ridici znaky se vyskytuji
jen na zacatku a konci datového ramce.

Tr ansf ered char act er
DO | D1/D2|D3| D4/ D5/D6 | D7| D8

ngfstart bi t .
stop bit

char beqin

Obrézek 7.1: 9-bitovy format znaki

Datovy rdmec zacind fidicim znakem odpovidajicim adrese cilového uzlu sité
(DAdr) nebo indikujicim zacdtek neadresné odpovédi (uL_Beg). Piijem fidiciho
znaku aktivuje vSechny uzly sité, které po jeho zpracovani rozhodnou, jestli jsou
ndsledujici znaky rdmce pro danou stanici uréené. Druhy znak rdmce (jiz s D8=0)
nese adresu zdrojového uzlu (SAdr). Nasleduje pak typ pfikazu neseného daty rdmce
(Com). Polozka Com na strané pfijemce urcuje, pro kterou sluzbu (napf. pristup
k datovym poloZkdm) je uréen nebo jaky piikaz (napf. vyCteni paméti) se ma vy-
konat. Déle pak nasleduje vlastni t€lo s daty prenasenymi ramcem. Tyto znaky jsou
také prfendSené s nulovym bitem D8. Vlastni délka pfendSenych dat neni do pfend-
Senych informaci zahrnuta. Zprava miZe obsahovat prazdna data nebo pocet znaku
do pro danou aplikaci uréeného maxima tak, aby pfi komunikaci po siti nedochdzelo
k prekro¢eni maximdlniho pfipustného casu blokovani pozadavku na pfenos z né-
kterého uzlu. Softwarovy nédvrh a velikost vyhrazené paméti pak u vétSiny zafizeni
umoZziiuje pracovat s rdmci obsahujicimi az 2kB. Konec dat je ohrani¢en jednim
ze fidicich znakl zakonceni ramce, ktery je néasledovany kontrolnim znakem pro
zajistén{ integrity dat (xor_sum). Z diivodli omezeného vypocetniho vykonu pouZi-
tych mikrokontrolérd byl volen relativné jednoduchy zptisob jeho vypoctu. Jednd se
o postupné kumulativni provadéni operace XOR nad pfichdzejicimi daty, pfitom je
za kazdou operaci XOR vloZeno pficteni jednicky. Jednicka se pricita proto, aby se
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zvysila pravdépodobnost rozeznani uplného vypadku pienosu nékterého ze znaki
zpravy. Operace se provadi nad vSemi predchazejicimi znaky ramce vCetné znaku
nesouciho cilovou adresu (DAdr).

Koncovy znak ramce miiZze nabyvat jedné ze Ctyf moZnych hodnot (uL_End,
ul_Arq, uL_Prq, uL_Aap). Jeho volba pak urcuje zpisob potvrzovani a zpracovani

Vv

rdmce na nejnizsi drovni protokolu:

Data frane ftornmat

U LA ST = L L T T LT
DAdr SAdr Com 0 to MaxBl ock uL_End, Xor Sum
or of data bytes uL_Arq,
uL_Beg uL_Prq
or
uL Aap

Obrézek 7.2: Formét datového rdamce uLAN

ul._End béZny konec ramce. Ramec ma byt uloZen do vstupni fronty.

ul._Arq zpracovani dat ramce je v pripadé korektniho pfijmu shodné s predchozi
moZnosti, ale pfijimaci strana je Zddand o vyslani potvrzeni po dokoncéenf pii-
jmu rdmce. To se provadi vyslanim znaku potvrzeni (uL_ACK). V piipade
zjiSténi chyby v rdmci je moZzné vyslat negativni potvrzeni (uL_NAK). Po-
tvrzeni musi byt pfijemcem vyslané po minimdlni prodlevé délky jednoho
znaku za prijmem kontrolniho souctu, kterd zajist'uje cas na prepnuti sméru
budicl sbérnice. Prodleva zacatku vysilani potvrzeni nesmi prekrocit tii Ca-
sové tseky prenosu znaku, protoze pokud strana vysilajici riamec nepfijme do
¢tyt znakovych dob odpovéd’, predpokladd chybu prenosu nebo vypadek pfi-
jimaciho uzlu a tuto situaci zpracovava stejné jako piipad negativniho potvr-
zeni. Pro informaci vysilaci strany o nepfijeti dat z divodu preplnéné vstupni
fronty je vyhrazeny samostatny typ negativniho potvrzeni (uL_WAK) s vy-
znamem ,,prosim o strpeni“. VyuZiti této moZnosti pomdhd v situaci, kdy ur-
City uzel nemiZe data prijmout a tim bud’ na vysilaci stran¢ musi byt rozhod-
nuto o skartovani (potencidlné kritické potvrzované) zpravy nebo postupné
opakovani snahy o pfenosy zbytecné zatéZuje sbérnici a blokuje ve vystupni
front€ vysilactho uzlu zpravy pro jiné, na piijem pfipravené uzly. Vysilaci
uzel mlze v piipade prijeti této Zadosti pozdrZet na urCitou dobu komuni-
kace s takto odpovidajicim uzlem. Volba ul._Arq nemuze byt specifikovana
pro ramce s vSeobecnou cilovou adresou, protoZze snaha vice uzli o vyslani
potvrzeni ve shodném Casovém okné by vedla ke kolizi budi¢ti na sbérnici.

ul._Prq zakonceni s poZadavkem na okamzité zpracovani ramce a piipadné za-
slani okamzité odpovédi. Zpusob zpracovani ramce je dany hodnotou piikazu
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(Com). Numerické hodnoty piikazl pro tento typ ramce by mély byt vetsi néz
80h. Zpracovani ramce muze vést k pfijmu a zpracovani nasledujiciho ramce
nebo k vysldni rdmce s pfimou odpovedi (napiiklad se jednd o ladici pfikazy
a Ctenf a zapis do paméti).

ul._Aap zpracovani je stejné jako v pripadé ul._Prq, ale pied vlastnim zpracovanim
se vyZaduje vysldni potvrzeni pf{jmu rdmce. V pfipadé€, Ze neni moZné radmec
zpracovat je doporucené vyslat uL_NAK a tim uvédomit vysilaci stranu, Ze
piikaz nemiiZe byt zpracovan.

Obecny tvar datového ramce podle protokolu HLAN je zndzornény na obrazku
Kompletni popis je pak v aktudlni, trvale udrZované verzi k dispozici na strén-
kach projektu http://ulan.sourceforge.net|— v seznamu literatury Pisa
— Smolik (2004-2010). Projekt byl prezentovan i v rdmci riiznych setkani odbornika
v oblasti fizeni [PisSa — Smolik! (2005)).

7.1.5 Rizeni arbitrace p¥istupu ke sbérnici

Fyzicka vrstva RS-485 neobsahuje Zadny standardni mechanizmus pro rozpoznani
kolize (soucasné snahy vysilat z vice uzli). Kolize miZe byt pouze s urcitou prav-
dépodobnosti rozpoznana tehdy, pokud néktery z prijimajicich uzld detekuje chybu
v prijatych datech (v piipadé uLAN v xor_sum). Protoze protokol tLAN nepred-
poklada vysoké rychlosti a zdroven je navrZzeny pro pouZiti v fidicich aplikacich,
neni mozné spoléhat na nejistou detekci kolizi a i nedeterministické chovani a jesté
dalsi zvySovani zatéZe sité opakovanim pokusti o vysilani v dobé, kdy jiz dochazi
ke kolizim, by situaci jest¢ zhorSovalo. Na druhé strané vyuZziti centrdlni arbitrace
piistupu nebo preddvani opravnéni vysilat vede k sniZeni odolnosti sité na vypadek
urcitého uzlu a vyzaduje relativné komplikovana feSeni na ndpravu takové situace.
Pfitom C4st pfenosového pdsma musi byt vénovand na dotazovéani, pfipadné pre-
davani opravnéni vysilat. Z téchto divodi bylo rozhodnuto hledat distribuovany
deterministicky algoritmus pro arbitraci pristupu ke sbérnici.

Bus request and rel ease

™ T L JUIIIT e e e I
F—* F—% F—% F—% [+ I
LAdr del ay first del ay del ay del ay transfer of data release
(LAdr - Adr - 1) connect Adr (Adr shr 2) (Adr shr 4) frames begi nning of bus by
nod 16 + 4 mar k and 3 and 3 +1 and 3 +1 wi th DAdr of LAdr =Adr
+1 first frame or 80h

Obrézek 7.3: Arbitracni sekvence HtLAN

Fyzicka linka RS-485 miZe byt za urcitych okolnosti vyuZzita k realizaci funkce
soucinu na vedeni (wired-and). K pouZiti je potfeba aby zakoncovaci odpory v zafi-
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zenich byly pfipojeny k pfedem definovanym napét ovym drovnim s urcitym rozdi-
lem, nebo aby mély diferencni prijimace sbérnice jednostranné posunuté rozhodo-
vaci irovné. V navrzeném piipadé je pouZito prvni feSeni, pfitom i vét§ina pouZiva-
nych budici a pfijimaci ma v uréité mife implementovanou i druhou moZnost. Na
zékladé€ této vlastnosti sbérnice lze jiz celkem snadno navrhnout deterministickou
pristupovou metodu, kterd vyuzivd neaktivni a jedné vysilaci/dominantni drovné
budice k zajisténi arbitracni sekvence vedouci k vybéru pravé jednoho uzlu s opréav-
nénim vysilat. Postupné totiz kazdy uzel, ktery rozpozna dominantn{ droven v dobé
kdy vysilal droven neaktivni, odstoupi od poZadavku v daném okamZiku vysilat.
Vlastni arbitrani proces vyuZzivd 11-krdt pomalejsi Casovani zmén drovné néz je
bitova rychlost pfenost znakill rdmci, coZ predstavuje dostatek ¢asu na propagaci
trovni i dlouhym vedenim a kompenzuje horsi dynamické vlastnosti prenost s jed-
nou neaktivni drovni, kdy jsou navraty do této irovné negativné ovlivnény kapacitou
vedeni.

Deterministické arbitrace je dosaZzeno zavedenim dédle popsanych pravidel pro
Casovani sekvence. Sekvence sestdva ze spravné nacasovaného vysilani znakd pre-
ruseni (break), pfi kterych je vzdy na dobu 11 bitovych ¢asii nastaven budi¢ sbérnice
do stavu vysildni dominantni drovné logickd nula. Poté je na urcity ndsobek této
doby budi¢ deaktivovén a uzel sleduje, jestli dojde k ndvratu drovné na sbérnici do
neaktivniho stavu. VeSkeré Casy jsou definované v ndsobcich doby pfenosu jednoho
datového znaku (11 intervald bitového prenosu), takZe k implementaci neni potieba
dalsi casovad, protoze k C¢asovani lze vyuZit informaci o ukonceni vysilani znaki
s vypnutym budi¢em (takzvané do prdzdna).

Vlastni sekvence zacind ¢ekdnim na interval klidu (75w ) na sbérnici odpo-
vidajici prenosu 4 az 20 znakovych intervald. Poté odstartuje vysilani arbitracni
sekvence vyslanim prvniho break znaku. Pozadovand délka klidového intervalu je
pro kazdy uzel spocitand ze spodnich biti rozdilu numerické hodnoty vlastni ad-
resy uzlu a adresy posledniho uzlu, ktery mél pravo vysilat a ukoncil jeho drZeni
vyslanim fidictho znaku obsahujiciho jeho adresu a nastavené bity D7 a DS.

Tuw = ((LAdr — Adr — 1)mod 16 +4) - T,, (7.1)

V predpisu LAdr predstavuje adresu predchoziho uzlu opravnéného vysilat, Adr
v tomto piipadé predstavuje vlastni adresu uzlu, ktery opravnéni k vysildni chce
ziskat a T}, je doba pfenosu jednoho bitu. ProtoZe v této fazi arbitrace vyhrava ten
uzel, pro ktery vychdzi tento Cas nejkrat$i, dochdzi pfi korektnim ukoncovéni ko-
munikacénich cykld k uritému zvyhodnéni uzli, které s pozadavkem na vysilani
neuspély po nejdelsi dobu. Reeni optimalné zajist uje postupné poradi k ziskdvéni
préava vysilat, pokud snaha vysilat vyhaz{ z maximalné 16 uzli, jejichZ spodni 4 bity
adresy se neshoduji. Pfi shodé€ jiZ jednoznacné pravo vysilat ziskava uzel s nizsi
numerickou hodnotou vlastn{ adresy. Tato ¢4st ndvrhu omezuje maximalni pocet pl-
nohodnotnych uzli na sbérnici na 64. Pfi vysSich poCtech uzli nez 16 a teoretickém
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piipadu trvalého generovani pozadavki na vysilani z uzll s prekryvajicimi se ad-
resami jiz cyklické prid€lovani neni zaruceno. V praxi to vsak zatim k problémum
nevedlo. Pritom i tak je zaruceno jednoznacné pridéleni opravnéni jednomu z uzld,
takZe kolize je vyloucend. Arbitracni procedura musi fesit i situaci, kdy neni cyk-
lus s oprdvnénim vysilat korektné ukoncen (uzel je vypnut, dojde k chybé) a pfi
prvinim pokusu o vysilani. ProtoZe je obecné definované, Ze Zadna prodleva mezi
znaky uvnitf rdmce ani v jedné skupiné ramci (sezeni, cyklu komunikace) nesmf{
presahnout 4 znakové doby, je detekce takového stavu hodnocena jako neohlasené
ukonceni fizeni/obsazeni sbérnice a vSechny uzly v takovém piipadé nastavi svoji
Cekaci dobu T, na hodnotu 20. Obecné plati, Ze uzel, ktery v pribéhu své cekaci
doby zaznamend na sbérnici aktivni droven, ze soutéZe odstupuje a ¢eka na korektn{
ukonceni (LAdr) nebo klidovy stav. Obecné toto schéma sniZuje pravdépodobnost
kolize v dalsi fazi arbitrace a spravedlivé rozd€luje prenosovou kapacitu mezi az
16 zafizeni. Pfitom pfi pouZiti delSich datovych zprav je i spotfebovand pfenosova
kapacita mala.

Zajisténi plné deterministické a spolehlivé arbitrace pro az pro 64 zafizeni je
dosazeno vysilanim dal§itho pokraovani arbitracni sekvence tfemi dalSimi znaky
break v dominantni trovni oddélenymi postupné intervaly Ty,p.0, Turp.1 @ Tyrp 2, Které
jsou napocitané podle vzorce

Tyrpi = ((Adrshr(2-i))mod4 +1)- T, (7.2)

Prvni detekce piitomnosti dominantni drovné v nékteré z téchto prodlev vede opét
dany uzel k odstoupeni ze soutéze. Vysledkem je tedy uplnd, plné deterministicka
arbitrace pfistupu v siti s az 64 uzly. Pribéh arbitraéni sekvence je zndzornén na
obrazku Po dokonceni arbitrace jiZ vitézny uzel vysle jeden nebo nékdy i vice
datovych rdmcii nebo po vyzveé vyslanym ramcem piijme rdmec s okamZitou odpo-
védi. Potom tento jim fizeny cyklus/sezeni ukon¢i vysldnim fidiciho znaku se svoji

adresou podle diive uvedenych pravidel (D7=1, D8=1). Protoze ostatni fidici znaky
maji v§echny bit D7=0, je sledovéni obsazeni sbérnice velmi jednoduché.

7.1.6 Analyza vlivu protokolu uLLAN na propustnost sbérnice RS-485

Vlastni arbitrace predstavuje relativné dlouhou dobu a tim i spotfebovand urcitou
komunikacéni kapacitu kandlu. Relativni spotfeba je nepiimo imérné délce datovych
zpréav. Sbérnice se tedy hodi spiSe pro prenosy delSich zprav slucujicich prenos vice
poloZek do datové reprezentace zafizeni nebo pfedstavujici celou skupinu proces-
nich dat. Protokol se nehodi na Casté prenosy velmi kratkych zprav. Celkova doba
spotfebovand na jednu arbitracni sekvenci Ty,p4;; s€ pohybuje v intervalu

Tuwan € (443:2,2043-5)-11-T, (1.3)
Tovanr € <10,20+35>‘11'Tb (7.4)
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Celkova doba pfenosu jedné zpravy s jednim potvrzovanym rdmcem je pak ma-
ximaln€ Typan + (3+1;+24+4+1)-11-Tp, kde 1; znaci délku zpravy. Vzhledem
ke krat§im Castim druhé faze arbitrace pro niZsi adresy uzli a vyuziti maximalni
doby prvni faze pouze v pripade€, kdy opétovné o pristup zada uzel se shodnou ad-
resou (viz rovnice tak primérnad doba prenosu zpravy v konfiguraci s 10 uzly
s adresami 1 az 11 pfi plné saturaci pozadavky na vysilani v kazdém uzlu vychazi
vyhodnéji, nez je vySe vypocitané maximum. Prodlevy mezi stanicemi (prvni fize
arbitrace) budou pouze 9 x 5- 117, a 1 x 13- 117;,. Druhd faze pak bude nabyvat
po vyhodnoceni rovnice hodnot 7,8,9,7,8,9,10,8,9,10,11 pocitanych v délce
pfenosu jednoho znaku. Primérnd hodnota T, pak bude (9.6+5.8)-11-T,. To
je na zpravu celkem Cas (I;+25.4) - 11 - Tj,. Pro uvaZovanou délku zpravy 256 B a
nejbéZznéji v aplikacich sbérnice uLANpouZivanou pienosovou rychlost 19200 Bd
pak vychazi ¢as na odvysilani celkem deseti zprav (diky rotaci priorit jedné z kazdé
stanice) na 1.6122sekundy a z4t€Z dana arbitraci a veSkerymi dal$imi fidicimi infor-
macemi okolo 10 % pfti uvazovani délky znaku jako zakladni jednotky. Po zapocitani
bitd D8 a i do urcité miry pro synchronizaci hodin nezbytnyclﬂ start a stop bitd je
vysledek navySeni poétu pienesenych bitt ku vlastni informacni hodnoté zpravami
pfenesenych dat 50 %. Pro velmi kritké zpravy je vSak navySeni vyrazné. V uva-
Zované konfiguraci pro zpravy o délce 8 znaki vychdzi 300 % (550 % v bitovych
Casech).

Celkové tedy proces arbitrace pfindsi urcitou zatéZ, ale obecné je feSeni vyrazné
jednodussi a nepotfebuje sloZité zotavovaci sekvence jako se vyskytuji u protokolt
s preddvanim oprdvnéni k vysilani (Profibus). Pfi porovnani se sbérnici CAN ne-
vychazi protokol uLLAN dobfe pro kratké datové zpravy. Pro delsi poZadavky na
pfenosy do délek okolo 1kB vSak nevyZaduje komplikované segmentovéni dat a
nabizi lepsi vyuZiti komunikaéni kapacity. Celkova propustnost je v§ak mensi diky
pouZivani relativné nizkych komunikacnich rychlosti. Pokud by byl protokol reali-
zovén v hardwarovém fadici, tak by pro stejnou maximdlni délku vedeni umoznil
volit 10x vyssi datovou prenosovou rychlost a propustnosti sbérnice CAN by se bli-
zil a pro delsi zpravy vysoce prekonal. Na rozdil od sbérnice CAN vSak nenabizi
protokol uLLAN prioritizaci zprav podle jejich identifikatoru. Na druhou stranu se
alespon ¢asteCné stard o rozdélovani prenosové kapacity mezi vice uzli a urcity
systém prioritizace by §lo pro kritické chybové zpravy zavést tak, Ze by pfi arbitraci
téchto zprdv byla pouZita minimdlni doba v prvni fazi arbitrace o délce 4-11 - T;.
Nevyhody pfi prenosu kratkych zprav se vSak typicky pfi pouZiti vyssich vrstev ko-
munikace uLLAN neuplatni, protoZe objektova vrstva pfistupu k datovym polozkdm
(uLan Object Interface) podporuje a preferuje slucovani pozadavki do jedné delsi

4Synchronizaéni bity lze z velké &asti eliminovat vysilinim vypliovych (synchronizaénich) bitt
pouze v piipadé€, Ze v datech neni po urcitou dobu zména. Napiiklad u sbérnice CAN se pouziva
,.bit-stuffing* pro zaruéen{ synchronizace hodin pouze pfi vyskytu posloupnosti 6 shodnych bit.
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zpravy. Stejné tak je navrZena i vrstva pro vytvareni propojenych kandli urcenych
k predavani procesnich dat (uLan Connection Network).

7.1.7 Vyssi komunikaéni vrstvy protokolu uLAN

Nad v predchozich odstavcich popsanou nejnizsi vrstvou protokolu jsou postavené
dalsi sluzby. Jedn4 se pfedevsim o

* jednoduchou sluzbu pro rychlou identifikaci pripojeného uzlu sité¢/modulu/pii-
stroj e/zaﬁ’zenﬂ (UL_CMD_SID)

* skupinu sluZeb pro nastavovini komunikacnich parametrd pripojenych mo-
duld (uLan NCS - Network Control Messages)

* dynamické pfifazovani adres a sledovani dostupnosti a provozniho stavu mo-
dulG (uLAN Dynamic Address Assignment)

* sluzba pro pfistup k datovym polozkam komunikacnich slovnikd jednotlivych
moduli (uLan Object Interface Layer)

* podpora vytvareni pfimych komunikacnich kandlti mezi jednotlivymi moduly
pro pfenos procesnich dat mezi mapovanych na polozky slovnikti (uLLan Con-
nection Network)

Oznaceni v kulatych zdvorkach slouzi k vyhledani kompletniho popisu prislusné
sluZby nebo konceptu v dokumentaci publikované a udrZovani v rdmci projektu
ULANPisa — Smolik (2004-2010); |Pisa (2004—2010). V dalsim textu je prezento-
vany jen rozbor navrhu sluzby pro piistup k datovym polozkdm moduli. Kompletn{
popis kédovani této sluzby a informace o dalSich sluzbach dostupny na strankach
projektu zde nemd smysl duplikovat.

7.1.8 Pristup k datovym polozkam zarizeni — uLLOI

ProtoZe se pfi ndvrhu protokolu uvaZovalo s jeho pouZitim pro Sirokou Skdlu pii-
strojii a modulti pouZivanych v chromatografickych systémech, byla hned od po-
catku zohlednéna moZnost, aby fidici systém mohl komunikovat se zafizenimi, ktera
v dobé tvorby a kompilace dané verze fidiciho software nebyla je§té¢ znama. Proto
byl systém adresace a pfistupu k datovym polozkam (module property) navrZen tak,

S5V dal§im textu se budou tyto terminy do uréité miry vzdjemné zastupovat, podle toho, jestli se
jednd o teoreticky uzel sité, samostatny laboratorni piistroj, zatizeni z dal$ich aplikac¢nich oblasti sbér-
nice nebo modul sestavy tvorici jeden celek, jako je napiiklad automaticky analyzitor aminokyselin.
V zékladni terminologii vlastni implementace prevazuje (vzhledem k ptivodnimu uréeni) oznaceni
modul/module
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Ze si fidici systém miiZe napied ze zafizeni vycist popis jeho datového modelu. Pro-
toZze se uvazovalo i o pouZiti jednordzovych programu a utilit, bylo toto vycitani
modelu navrzeno tak, aby jednoduché aplikace mohly zafizeni poZadat jen o popis
nékterych datovych poloZek.

ProtoZe vlastni komunikacni rychlost byla pro sbérnici zvolena relativné nizk4,
bylo jasné, Ze je potfeba minimalizovat pocty a délky zprdv pro datové prenosy po-
uzivané pro vlastni Cteni a zdpisy z a do datovych poloZek. Proto vlastni datové
prenosy nenesou Zaddnou informaci o datovych typech prendsenych informaci. Za-
roveti bylo potieba zohlednit v ndvrhu velkou cenu arbitrace pfi rozd€leni pienosi
do vice zprav. Proto bylo potfeba volit feseni, které umozni uloZit vice pozadavki
pro Cteni i zapis poloZek z jednoho zafizeni do minimalniho poctu zprav.

Pfenos datovych poloZek byl tedy navrZen tak, aby bylo mozné jednou zpri-
vou poslat vice poZadavkid na ¢teni a zapis. Pro minimalizaci délky byl déle zvolen
piimy bindrni systém ukladan{ dat i jejich identifikatorti. S vyhodou se vyuZilo toho,
Ze vlastni spodni vrstvy protokolu nekladou Zadné pozadavky na vyhrazeni urcitych
znakl z b&Zného 8-bitového rozsahu (bajtu) pro dcely ohraniceni a fizeni ramcag.
Pro dosazeni kédovani s malym poétem prenasenych bajtt jsou data kazdé polozky
pouze uvozena 16-ti bitovym c¢iselnym identifikatorem (dva bajty) a pak pfimo na-
sleduje takovy pocet bajtd, ktery je schopny pojmout datovy typ polozky. Pfitom
nékteré polozky mohou spoustét v modulu/zarizeni urcitou Cinnost v reakci na zapis
a tak maji vyznam i polozky s nulovym poctem datovych bajtd. Vicebajtové datové
typy i identifikatory jsou prendseny v poradi little-endian.

Ciselny identifikitor tedy jednoznaéné definuje vyznam nasledujicich dat, ktera
jsou pfimo timto identifikitorem smérovana do urcité polozky nebo jiné typicky
volbu pfistupu nebo Cteni popist fidici funkci. Obecné je tento identifikdtor dat
oznacovan jako numericky identifikator objektu (object identification number — OID).
Souhrn vSech datovych polozek a dalSich funkci je oznaceny jako objektovy slov-
nik daného modulu (pfistroje/zatizeni). V jedné zpravé se pak miize po pocatecni
3 bajty dlouhé hlavicce opakovat vétsi pocet dvojic (identifikator OID, pfislusna
datové informace), pfiCemZ délka je omezena dodrZzenim limitu maximdlni délky
zpravy pro danou sestavu. Specificky vyznam ma OID=0, ktery zakoncuje sekvenci
a ve slozit&jSich ptipadech vraci zpracovani dat o droven vySe, jak bude ukdzané
dale. Sekvenci (OID, data) nejvyssi drovné neni vSak potfeba takto zakoncovat. Né-
které datové poloZky mohou obsahovat sloZzené datové typy, napfiklad pole. V ta-
kovém piipadé pfendSend datova informace pred vlastnimi datovymi bajty obsahuje
metainformacni bajty, které napiiklad pro pole urcuji, se kterym indexem nebo roz-
sahem indexd se bude pracovat.

Nl

Podle tohoto konceptu jsou tedy data v nejvyssi drovni pristupu do objektového
slovniku podle svych identifikatord predavana/zapisovand do datovych polozek. Po-
kud je zdjem data Cist, je mozné do posloupnosti (OID, datova informace) vlozit
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identifikdtor funkce zpracovani poZadavku pro ¢teni (ULOI_RDRQ). Tim jsou né-
sledujici byte predané funkci pro zpracovani operace Cteni a zpracovani se prepne do
dalsi drovné. V té opét probihd zpracovani dvojic (OID, datové informace), ovSem
vlastni datovd informace v tomto pripad¢€ obsahuje pouze metadata, pokud jsou pro
piistup potieba, vlastni data jsou prdzdnd. Ziroveinl je podle servisnich informaci
v tiibajtové hlavicce pfenosu oteviena zprava pro zpétny prenos dat. Jak jsou jednot-
livé dvojice (OID, prdzdnd data nebo pouze metadata) zpracovdvané, jsou do zpétné
zpravy uklddané hodnoty nactené z datovych poloZek adresovanych OID. ProtoZe
se predpoklddd i moZnost asynchronniho zpracovéni zprav a vyuZiti vyrovndvacich
paméti na strané fidictho systému, jsou do zpétné zpravy uklddand data tak, aby byl
jejich zdroj pIné identifikovany. Ve zprave se tedy za hlavickou objevi informace,
Ze se jednd o odpovéd’ na poZadavek ¢teni (ULOI_RDRQr) a pak nésleduji polozky
kédované zcela stejné jako pri prenosu dat do modulu, to je dvojice (OID, datova
informace). Sekvence je jak na strané poZadavku, tak v odchozi zpradvé ukoncena
OID=0.

K vlastni interpretaci nactenych dat i pripravé poZadavkl na zédpis a Cteni je
tedy na strané fidictho systému potieba plné znat informaci o prifazeni identifika-
torti OID jednotlivym datovym polozkdm modulu a datové typy téchto polozZek.
K tomu, aby mohl fidici systém tyto informace ziskat, slouZi standardizovana sku-
pina OID ké6du ve vyhrazeném rozsahu 1 az 127, do kterého spadaji i ULOI_RDRQ
a ULOI_RDRQr. V tomto rozsahu jsou nabizené funkce, které umoZiiuji vycist se-
znam vSech pouzitych OID koédi rozpoznavanych na nejvySsi drovni zpracovani
(obecné zdpis do datovych poloZek) i vSech OID kédt zndmych funkci pro vycitani
datovych polozek. Pro jednotlivé OID kédy je mozné se dotazovat na symbolicka
pojmenovani piislusnych datovych poloZek, jejich datové typy a dstené i na inter-
pretaci (napf. pocet desetinnych mist). I tyto funkce jsou zpracovavané stejné, jako
ostatni funkce pfistupu do objektového slovniku, takZe je l1ze slucovat a kombinovat
v jedné zpravé a tim vycitani popisu urychlit.

Aby bylo mozné pristupovat i jen k jedné poloZce nebo jejimu popisu podle sym-
bolického jména, je moZné kéd identifikatoru OID nahradit kombinaci OID=ULOI_AOID
nasledovanou textovym fetézcem nesoucim symbolické jméno polozky. Zde je vhodné
doplnit pozndmku k zapisu a kédovani textovych fetézcii. Protokol je ve vSech vrst-
vach obecné binarni a proto jsou fetézce prenaseny tak, aby mohly obsahovat ves-
keré moZné bindrni hodnoty. Proto nejsou jak tyto, tak i ostatni datové fetézce ukon-
¢ovany nulovym bajtem, jak je zvykem pro jazyk ,,C*, ale jsou prendseny jako jeden
byte uréujici délku 0 az 127 bajti ndsledovanym pfislusnym poétem bajti. Na trovni
protokolu a datového modelu se pak piimo nefesi kddovani ndrodnich abeced. Pro
datovy typ viditelného fetézce (,,vs*) se v§ak pocitd s tim, Ze sekvence bajtti repre-
zentuje fetézec kédovany ve znakové sadé UTF-8. Vysledkem tedy je, Ze z hlediska
vlastni komunikace nejsou s narodnimi abecedami potiZe. Pfi jejich pouZiti je vSak
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YA

nutné pocitat s tim, Ze délky datovych polozek pro ukladani fetézcl udavaji délky
v bajtech, nikoliv ve znacich. Je tedy nutné pfi navrhu datovych polozek zohlednit
moZznost, Ze fetézec bude zabirat vice bajtl, neZ bude zobrazovanych znaki.

Pro popis numerickych datovych typu je pak pouzita kombinace pismene a Cis-
lice reprezentujici pocCet bajtil, do kterych je typ pfi prenosu zakédovany. Pismeno

s v, s v,

U je pouzito pro celd ¢isla bez znaménka, pismeno ,,s* pro celd ¢isla se znamén-
kem a pismeno ,.,f* pro plovouci fddovou Carku. Pro kédovani hodnot v plovouci
fadové Carce se pouziva kédovani podle standardu IEEE-754. Popis fesi i symboly

pro kédovani poli a struktur, viz podrobny popis |Pisa (2004-2010).

7.1.9 Aplikace komunikacniho protokolu yLAN

Komunikace uLLAN byla piivodné vyvijena pro propojeni pfistroju tvoricich kapali-
novy chromatograf LC 4000. Nasla vSak uplatnéni i v sadé chromatografickych pfi-
stroju z dalsi generace LC 5000. Popis spektrofotometrického detektoru LCD 5000
z této fady se nachazi v kapitole 6] a alespoii prehled ostatnich typd pfistroji se na-
chazi v tabulce[7.T]a je ilustrovan obrdzkem[7.4] Komunikace byla téZ pldnovana pro
nasazeni v prostfedi nemocnic pro monitorovani ¢innosti infuznich pump IP 2050 a
volumetrické pumpy VP 1000. Komunikace uLAN je i elektronickou patefi automa-
tického analyzdtoru aminokyselin AAA 400. Protokol je pouZivany i ve vyrobcich
a aplikacich firmy Agrosoft Tébor s.r.0. od odecitani nadoji mléka aZ po davkovani
krmen{ vepiim. Protokol byl vyuZity i miniméalné v jednom projektu domovni au-
tomatizace feSeném jako hobby projekt a v dalsim podobném projektu feseném na
komer¢ni bédzi. Obecné nasazeni zahrnuji pfistroje a jednotky vybavené rozdilnym
mnoZzstvim paméti a s rozdilnym stupném autonomie.

AAA-400 LCP5020  LCS5040 LCD500
Amino Acid Analyzer HPLC Pump Autosampler UV-Vis HPLC Detector

Obrazek 7.4: Sada pfistroji fady LC 5000 a AAA 400

7.2 Chromatograficky systém CHROMuLAN

Projekt CHROMuLAN nabizi otevieny software pro fizeni chromatografickych pfi-
stroju, sbér dat a jejich nasledné vyhodnoceni. Projekt byl zalozen Doc. Jindfichem
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Oznaceni | Funkce pfistroje

LCD 5000 | Spektrofotometricky UV-VIS detektor
LCP5020 | Vysokotlaké Cerpadlo pro HPLC

LCP 5080 | Vysokotlaké cerpadlo semipreparativni HPLC
LCS 5040 | Automaticky ddvkovac

LCT 5100 | Termostat kolon

Tabulka 7.1: Chromatografické pristroje fady LC 5000

Jindfichem z Katedry organické a jaderné chemie University Karlovy ve spoluprici
s autorem textu. Vyvoj byl financovany firmou PiKRON s.r.0., kterd méla zdjem
nabidnout k sestavam svych plné digitalné fizenych HPLC pffstrojfﬁ pro jejich uzi-
vatele finan¢né dostupny a funkce pfistroji dobte podporujici chromatograficky sys-
tém. Pfitom vétSina chromatografickych systémi byla v té dobé drahd a siln€ své-
zand s velkymi konkuren¢nimi svétovymi vyrobci. ProtoZe projekt vznikl ve spolu-
praci s universitou a predpokladalo se i jeho pouzivani a rozsifovani pro dalsi ticely i
v dal$ich akademickych institucich, byl projekt zaloZeny jako open-source s licenci
GPL.

Pro zaclenéni detektorii nevybavenych digitdlnim vystupem métfeného signalu
byly postupné vyvinuté malé jednotky s konvencnimi 20-bitovymi AD prevodniky.
Prvni byla jednotka ULAD 10, v soucasné dobg je k dispozici jednotka ULAD 31.
Projekt je vSak otevieny, propojeni s pfistroji a zafizenimi je umoZnéno vloZenim
DLL knihovny s podporou daného rozhrani nebo digitalizacni karty. I do zakladni
distribuce je podpora nékterych takovych zatizeni zahrnuta.

Vyvoj software byl spustén v prostfedi Borland Delphi pro Windows. Tato volba
byla poplatnd dobé zaloZeni a v dneSni dobé ztéZuje pfenos na jiné operacni sys-
témy. V soucasné dobé vsak zacaly prace na pfenosu vyvoje projektu do prostiedi
FreePascal Lazarus, které jiz v poslednich letech dosahlo potfebné funkcionality.

7.2.1 Moznosti systému CHROMulL. AN

» Kuvalitativni a kvantitativni vyhodnoceni chromatografickych dat. Predev§im
se jednd o vypocty reten¢nich Cast, ploch, vySek, polositek piki a poctu te-
oretickych pater kolon. Program pak umoZiuje vystup tiskovych sestav s vy-
sledky.

* Manudlni a automatické urceni nulové linie, oblasti integrace jednotlivych

5V dobg jejich vzniku to nebylo zcela obvyklé a pienos dat byl také feSeném analogové na k tomu
uréenou zdsuvnou kartu. Toto feSeni v€etn€ analogového fizeni Cerpadel v konfiguraci vysokotlakého
gradientu je i dnes u mnoha levnéjsich systémui béZzné a je to jedind moznost, jak Casto s riznymi
chromatografickymi systémy pfistroje integrovat.
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piku a pfifazeni jmen analytl

* Pro vypocty koncentraci je mozné pouZit mefeni s vyuZitim vnitfniho stan-
dardu, zdkladni kalibrace po picich proti jednomu standardu nebo i vicedrov-
novou kalibraci s vyuZitim linedrni, kvadratické a dalSich aproximaci napoci-
tanych metodami nejmensich Ctvercii

* Systém v sobé piimo integruje podporu pro sbér dat, kterd mohou byt zis-
kavana v digitalni podobé nékolika metodami pfes komunikaci tLLAN nebo
z roz§ifujicich moduld zavedenych ve formé DLL knihoven.

* Podporované je fizeni piistrojii v Case, poCatecni nastaveni parametri pro kaz-
dou analyzu i pfiprava a pfenos gradientnich programi do Cerpadel. Slozit&jsi
pfipravné a Casové funkce mohou byt na pocitaci fizeny interpretovanymi
skripty v jazyce Pascal

* Podpora pripravy a zpracovani sekvenci vzorkl a fizeni automatického dav-
kovace.

v,

* Pocet paraleln¢ zpracovavanych méficich kandll je omezeny pouze rychlosti
a mnoZstvim paméti pocitace a propustnosti komunikacnich rozhrani.

* Veskeré parametry pro po¢atecni nastaveni piistroju, Casové a gradientni pro-
gramy a dal$i podminky ur€ujici kontrolu chromatografické analyzy jsou stejné
jako veskeré parametry kalibraci a vyhodnoceni analyz uklddané spolu s na-
méfenymi daty do objektove navrZzenych soubort (*.ULF). Toto feSeni umoz-
fluje i dplnou zpétnou kontrolu vSech podminek tykajicich se k daného vzorku.
Zaroven nezavislost na databazovém systému umoziiuje snadny prenos dat ve
formé souborti i na jiny pocita¢. Zaroven kazda analyza muZe slouZit jako
zdroj/Sablona pro provedeni nové analyzy, coz umozinuje jednoduché ladéni
parametrti a navrat k nejvyhodnéj$imu stavu. Pfitom jednotlivé skupiny nasta-
veni — Casové programy, metody vyhodnoceni a nastaveni fizen{ analyzy lze i
exportovat a pouZit pfi pfipravé nebo vyhodnoceni dalsiho vzorku samostatné.

sy s

* Diky otevienému charakteru nepfinasi program uZivateli Zddnd umela ome-
zeni. Je moZné si ho i s daty pfenést na libovolny pocita¢ pro pozdéjsi zpra-
covani zméfenych vzorkti mimo laboratof.

7.2.2 Propojeni pristroju se systémem CHROMuLAN

Komunikace s pfistroji je feSena pres nastavovani a Cteni polozek datového modelu
piislusnému kaZzdému pfistroji. V piipadé komunikace uLLAN se tyto modely vy-
tvareji automaticky pii pocatecni detekci pristroji z popisu datovych polozek ve
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slovnicich jednotlivych zafizeni. Polozky publikuji svoje jméno, datovy typ, zptisob
zobrazeni a lze urcit, které jsou pouze pro Cteni nebo pouze pro zapis. Z pohledu
systému CHROMuLAN je moZné pii pouZziti komunikace uLAN fidit i zcela nové
zafizeni s jehoZ datovym modelem nebyl systém difve seznamen. K obrazim po-
lozek v datovém modelu lze pfistupovat i z interpretovanych skripti spousténych
napfiklad ¢asovym programem a pro jednotlivé polozky je moZné i nastavit poZada-
vek na jejich periodické obnovovéni z aktudlnich hodnot pfimo v zafizeni. Koncept
datového modelu a obrazii jednotlivych polozek symbolizovanych jak na stran¢ fy-
zickych zafizeni, tak v datovém modelu malymi krouzky je vidét na obrdzku
Vlastni obrazy datovych polozek jednotlivych zafizeni jsou organizované v k tomu
uréené VétVilZ] hierarchického ulozisté doCasnych, persistentnich a dynamickych dat
v systému CHROMuLAN. Tato koncepce je struéné popsand v dalSim odstavci.

Local

. Devicell Device2
i CHROMUuULAN 10| display| ! tg;z'ogrsdpla 3
1 User scripts " 10 keyboard: | / .
t parametergawq Control logic G{Jas%r}lc i [andui] and time program:
1 acquired datg TFPS interprettel e rod 11 v 1
n 11 | Device| i1 i i 1
h [Object tree browser and handﬂer ' |function| | aﬁj\ggglgggtli(i)n 1
Object tree of branches, properties | | appli- "' comunicating |
i o ?f i f and process Variables| | | cation || |over uLan objgctsf
i o 9 o o b |
N b i Process !
Petrsistent TT b O?‘P ? o O% variables and
1| storage emp. [ o device |
0 I uLan o uLan '
D LiJLLFD Hlég ?:3;?; 11 | | object|!!| object |oPara.
uLan net. model | !} | [interface | ! |interfacg, Meters;
uLan API o uLan |! uLan || © !
T ! | |APland| ! |API and [Controt !
i Operating Syste! n—J 3 3 MCU | 1| MCU llers ||
: Linux/Wind uLan 1 | support| | | | support| |sensors!
1 inux/AVindows - . |libraries| ! ! |libraries| | etc. |!
: DOS driver . D !
i UART RS485 1 ! [UART || : UART more i
' |Control Computer - [ o
3 Hardware (PC) chip buffer . RS485 ¥ RS485 || HW 3
: I — I S |

Obrazek 7.5: Architektura komunikace s pfipojenymi piistroji

7Persistentni tiloZiité soubor ,,ULD.ULD*. Vétev ,,.Devices“(typ objektu ULD) / Jméno piistroje
(ULDR) / Symbolické jméno datové polozky v zafizeni (ULDP). Vlastn{ informace o poloZce pak
nese: jméno polozky, komunikaéni datovy typ, datovy typ v systému CHROMuLAN, podpora ¢tent,
zdpisu, posledni hodnota vyctend ze zarizeni, posledni hodnota z pohledu pocitace, stav pienosu a
interval poZadovaného obcerstvovani.
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7.2.3 Architektura datovych souboru a subsystému

Veskeré informace, se kterymi chromatograficky syst¢tm CHROMuLAN pracuje
jsou organizovana do hierarchické podoby a umoziuji jednotny pristup. Na kazdé
drovni tohoto stromu se nachazi datové objekty, které reprezentuji urcitou informaci.
Ctyipismenna znatka uruje typ kazdého objektu. Pro kazdy typu jsou definované
datové polozky, které objekt obsahuje. Kromé tohoto pevné daného seznamu miize
objekt vytvaret svoji vlastni vétev ve stromu, pod kterou mohou byt uloZeny dalsi
objekty (potomci/podobjekty objekty, child). Obecné by bylo moZzné do libovolné
vétve stromu priddvat objekty vSech typt, ale pro dodrZeni logické struktury dat je
pro kazdy objekt definované, které objekty se v jim nesené vétvi/seznamu mohou
vyskytovat. Chovani a prezentace datovych poloZek objektd pak miize byt v definici
typl a struktury objekti presnéji specifikované. Jednd se predev§im o informaci,
jakym zplisobem a jestli ma byt poloZka prezentovand v tabulkach uZzivateli, jestli
se jedna o hodnotu, kterd je pouze pocitand z jinych polozek, jestli je poloZka per-
zistentni a m4 se jeji hodnota v urcité podobé& ukladat bud’ do konfiguracnich nebo
datovych souboru atd.

pozadavek na pfenositelnost téchto souborti mezi riznymi verzemi chromatogra-
fického systému. Organizace serializovanych dat v souborech proto byla hned od
zacatku navrzena tak, aby bylo mozné zajistit ne jen dopfednou kompatibilitu pri
pfechodu na vyss$i verze programu, ale aby bylo i s minimdlni ztrdtou informace
mozné nacitat data vytvorend v novéjsi verzi verzi starsi.

Nejcennéj$imi daty jsou vlastni zdznamy a vyhodnoceni analyz. Pfitom z di-
vodu auditu a moZnosti opakovani je podstatné, aby bylo mozné dohledat a nebo i
znovu vyuZzit predchozi nastaveni a naprogramovani podminek fizeni analyzy a na-
staveni parametrd pro vyhodnoceni. Vzhledem k tomu, Ze se pocitd s tim, Ze by uZi-
vatel mél mit moZnost bez vétSich potiZi pfenaset data i na jiny pocita¢ bez nutnosti
exportli a importi databazi, byl zvoleny koncept ukladat veSkeré tyto informace
dohromady s daty do jednoho souboru. Pfi otevieni je pak datova struktura tohoto
souboru zafazena do samostatné vétve hierarchické reprezentace dat. Pro soubory se
zdznamy chromatografickych analyz byla zvolena piipona .ULF a jejich struktura je
patrné z obrdzku Kromé vlastnich dat analyzy ve vétvi Data (Cesta (ULA)/Raw
Data) jsou v souboru uloZeny parametry a charakteristiky nalezenych pikd, oblasti
nulové linie, nastaveni pfistroji a metoda, podle které byly piky a nulova linie vy-
hodnoceny.

Software mtize fidit vice kanali a zpracovavat mnozstvi analyz paralelné. Struk-
tura funkénich objekti, kterd organizaci z veétsi Casti kopiruje hierarchii datovou
je pak patrna z obrazku O vlastni fizeni kazdé sestavy pfistroji se v piipadé
zpracovani sekvence vzorkl stard vlastni procesor sekvence. Podle seznamu vzorki
(Soubory ULS) k analyzam pak nastavi pristroje podle k vzorku prifazeného Sab-
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(Analyza (*.ULF)

! Sablona (*.ULT) ¥

rlnstrument export do (*.ULI)
kanal, doba, prutok, detekce, ...
program: akce, gradient

\.

1
|
|
|
I (Metoda export do (*.ULM)
|
|
|
|

1
1
1
1
parametry vyhodnoceni a autodetekce 1
Piky pik1 pik2
Baseline usek1 Usek2 1
1
\ J 1
Data X1,Y1 export do (*.DAT) )
Y2
\ J
. \
Baseline usek1 Usek2
Piky pik1 pik2
\ J

Obrazek 7.6: Hierarchicka struktura datovych souborti

lony/templétu analyzy (ULT) a po dokonéeni sbéru dat tyto uklddd zdznamy a vy-
sledky do pfislusnych soubort (ULF). Pritom fizené pristroje a jejich organizace do
sestav (kandld) jsou reprezentované ve vétvi ULD (viz odstavec|[7.2.2).

(Soubor (ULD.ULD) 1) (sekvence (*.ULS) Templat (*.ULT)
- ~ | |Hiaviéka (ULSQ) Metoda (ULM)
Seznam kanald (ULL) Vzorek (ULSR) Instrument (ULI)
Program (USP!
7 N \ gram (USP)
Kanal (ULN) .
Seznam zafazenych
pfistroju (ULND)
A\ ) Sekvence procesor
- < (UPO) - Rizeni v case
Seznam pfistrojtl (ULD) podie USP
rrr 2\
Pristroj (ULDR)
Proménné (ULDP) Ukladani a vyhod-
\ noceni vysledk( v
L k souborech *.ULF
L A
S X g,
Rizeni komunikace Interpretr jazyka
a sbér dat Pascal

Obrazek 7.7: Vazby mezi objekty a daty v systtmu CHROMuLAN

Vlastni uZivatelské rozhrani programu s otevienymi nékolika analyzami a roz-
pracovanym jejich vyhodnocenim je pak vidét na obrazku
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Obrazek 7.8: CHROMuULAN User Interface

7.2.4 Moznosti integrace testovanych metod vyhledavani piku

Z diive uvedeného popisu programu CHROMuLAN je patrné, Ze se jedna o sys-
tém pfipraveny pro dal§i rozSifovani. Napiiklad rozsifeni systému o moZnost pii-
pravy vicebodovych kalibraci zavislosti koncentraci na odezvach jednotlivych piki
z n¢kolika analyz vzorkl se zndimym slozenim sice vyZadovalo pridat novy typ sou-
bort (ULC) s kalibracnimi udaji a dalsi polozky do metod zpracovani analyz uloZe-
nych v souborech ULF, ale obousmérnd kompatibilita mezi verzemi byla zachovana.
Pouze nactenim a tipravou ve starsi verzi dojde ke ztraté prirazeni vicebodového ka-
libra¢niho souboru. Ostatni data v§ak nejsou ovlivnéna a standardni vyhodnoceni je
i ve starsi verzi dile moZné.

Integrace metod popsanych v kapitole [5je tedy mozna bez naruSeni kompatibi-
lity. Vlastni popisy jednotlivych pikii (ULPR) je tfeba rozsifit o ptiznak vyhodno-
ceni s matematickym modelem a o poloZku s informaci o zvoleném modelu piku.
Vlastni parametry je pak asi vhodné;jsi pridat do zatim prazdného seznamu moZnych
potomkt (pod objektl) jednotlivych pikd. Toto feSeni umozni nezatéZzovat zbytecné
data o picich ve standardnim vyhodnocovacim procesu témito daty a v piipadé po-
tieby jiné reprezentace a struktury parametrti je mozné snadno typ tohoto zdznamu
vymeénit. Vlastni typ zdznamu piku neni moZzné zaménit zcela jinym, protoZe je na
néj vdzané metody pro vykresleni znacek a jmen v zaznamu, tisk vysledku a dal$ich
operaci. Volby parametrl vyhledavani pikd a nulové linie mohou byt v parametrech
analytické vyhodnocovaci metody rozsifené. OvSem pro vEtSinu uZivateld je potieba
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udrzet mnoZstvi voleb na rozumné drovni. Soucasna sada volitelnych parametrd je
pro uzivatele srozumitelnd a parametry matematickych algoritmd (minimdlni sklon
treti derivace, $itka profilu gausidnu pro dcely filtrace a dalsi) je potfeba nalézt ze
vztaht zavislych na téchto uzivatelskych parametrech, jejichZ stru¢ny popis je uve-
den v kapitole d a plny popis v manudlu k programu [PiIKRON]| (2002).

Predzpracovani signdlu pro ureni pribéhu nulové linie jiZz pouziva filtraci po-
psanou v odstavci Tato metoda a nasledny postup nalezeni dsekd nulové linie
na zakladé klasifikace tsekl zdznamu podle pribéhu druhé derivace (jeden z po-
stupd rozebiranych v jsou jiz v programu vyuZivané. Dalsim moZnym roz-
Sifenim by bylo i pfidani moZnosti modelovani pribéhu nulové linie polynomem,
ale ze zkuSenosti s naméfenymi daty se zatim nejevi potfeba této metody jako prio-
ritni. OdzkouSeni moZnosti nahrazeni soucasného postupu automatického vyhled4-
vani pozic pro umisténi pikd by naopak bylo vyhodné doplnit moZnosti volby algo-
ritmu zaloZeného na sledovani tfeti derivace signdlu podle (O’ Haver| (2001)), které je
soucdsti rozboru v odstavci[3.1.3
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V préci zpracovavané projekty jsou zakladem bez kterého by nemohl projekt labora-
tornich piistroju firmy PiKRON existovat. Pfitom navrZzené technologie jsou v né-
kterych pripadech jiz uzivané i pro zcela jiné aplikacni oblasti nebo cizi zafizeni.
Komunikac¢ni protokol je v soucasné dobé pouZivany jak v domovni automatizaci
tak v automatizovanych chovech zvitat v zemédélstvi. Projekt CHROMuLAN je
vyuZzivany i v kombinaci s pfistroji a zafizenimi jinych vyrobct.

Vlastni ndvrh elektroniky a predev§im podrobné rozebraného origindlniho fe-
Seni analogové ¢islicového prevodniku se osvédcil jako velmi spolehlivy a vykazuje
parametry, které zajisté pokryvaji zpracovani veskeré uZitecné informace nesené
méfenym elektronickym signdlem. Jeho kvantizacni i vlastnostmi redlnych soucas-
tek dany Sum je radové mensi neZ prispévky na Sum z jinych pricin (nejvice se pro-
jevuje chemickych a opticky Sum). V ramci vypracovani této prace doslo k dikladné
analyze a zdokumentovani tohoto projektu.

V préci provedeny rozbor zdkonitosti a matematickych moZnosti zpracovani
chromatografického signdlu pfinesl minimdlné autorovi tohoto textu vyrazné Sir$i
rozhled v této oblasti a mél by byt i dostate¢nym vstupnim prehledem pro nékoho
dalsiho, kdo by se chtél problémem zabyvat. V prostiedi Matlab navrZeny soubor
matematickych algoritmt a ndstroji dosahoval dobrych vysledkt. Pivodni pred-
stava pfi poddni zaddni byla, Ze se v§ak podafi v této oblasti pokrocit ddle. K tomu
autor prace predpoklddal navazani spoluprace s nékym s vét§imi zkusenostmi v této
oblasti. I pfes mnozstvi snahy a vloZeni znacnych investic (vCetné zaptjéeni pfi-
stroju, na zdklade€ kterého vznikly na jedné zahrani¢ni univerzité ¢lanky o nové fyzi-
kalni metod¢ stanoveni) se nakonec nepodafilo spole¢ny zdjem s jinym odbornikem
v oblasti matematického vyhodnoceni nalézt. V posledni dobé odstartovalo nékolik
CHROMuLANu podobnych otevienych projektd a autor predpoklddad poskytnuti
svych zkuSenosti a vypocti do téchto projektd. Pokud se podaii zajistit financovani
nebo zdjemce o spolupraci, tak predpoklada i dokondeni integrace v praci publiko-
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vanych feSen{ do spravovaného syst¢ému CHROMuLAN.

Od predlozeni zadani prace doslo i k vyraznému rozvoji v implementaci a na-
vrhu vysSich vrstev protokolu HLLAN. Nad nové vytvofenymi verzemi zdkladniho
kédu byly implementované nové pristroje. V ramci prace doslo i k velkému pokroku
v mife zdokumentovani projektu.

Autor textu této prace by nikdy nebyl schopen popisované projekty realizovat
sdm a také by nikdy nevznikly, pokud by pro né neexistovalo pouZiti. Hlavni mo-
tivaci, na zaklade¢ které vznikal za Gcasti autora piivodni vyvojovy tym a poté byla
zaloZena firma PiKRON, byla snaha nabidnout moderni pfistroje a zafizeni vyba-
vené otevienym a znacné¢ konfigurovatelnym prostfedim fidicich a vyhodnocovacich
systémi, které budou svym uzivatelim spolehlivé slouzit po desetileti. Po technické
strdnce se tohoto cile podafilo dosdhnout a autor véfi, Ze i dalsi, ve stejném tymu jiz
treti navrhovana generace elektroniky a fizeni pfistroji opét tyto pozadavky splni.
Analyzy, rozbory a navrhy pfedloZené v této praci pokryvaji ¢ast z oblasti, které
je pro budouci vyvoj projektl potfeba rozvijet, a autor véfi, ze dosazené vysledky
najdou v jeho i cizich projektech uplatnéni.

8.1 Clenové tymu a spolupracovnici

Ing. Ladislav Pisa hlavni konstruktér v§ech mechanickych pfistrojli a zafizeni firmy
PiKRON, autor mechaniky a optické koncepce v praci popisovaného detek-
toru. Clovék nezlomny piekazkami, politickymi rezimem i ekonomickymi po-
tizemi, ktery investoval do vyvoje laboratornich pfistroji nejdiive v oblasti
plynové chromatografie a poté chromatografie kapalinové jiZ téméef padesat
let svého Zivota

Ing. Petr Porazil excelentni navrhéi elektroniky, autor vSech firemnich ndvodl a
obétavy spolupracovnik ve vSech oblastech od montovani a testovani elek-
troniky, pres ladéni vyrobnich postupti mechaniky, optiky aZ po pomoc pfi
prezentaci a podpofe zafizeni

Doc. RNDr. Jindrich Jindfich, CSc zakladatel a po dlouho dobu hlavni spravce
projektu CHROMuLAN. Mimo v préci popisované projekty pak predni vé-
dec Katedry organické a jaderné chemie University Karlovy, po dlouho dobu
i spravce stranek katedry a riznych otevienych znalostnich databazi

Ing. Petr Smolik nezavisly dlouholety uzivatel a spolupracovnik na projektu uLLAN.
Prispé€l pfedevsim odladénim ovladaci na systému Windows, spolupraci na
jeho rozsiteni o podporu prevodniku uLLAN«<USB, portaci na nové vestavné
architektury i navrhu a odladéni novych rozsiteni protokolu
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Ing. Pavel PiSa autor textu této prace, spoluautor navrhu principu prevodniku, za-
kladatel a hlavni vyvojar projektu uLAN, prispévatel, spolundvrhar architek-
tury a autor vétSiny vypocetnich postupt pouZzitych v projektu CHROMu-
LAN. Autor ndvrht a analyz tykajicich se jak pfevodniku, tak oblasti vyhod-
noceni signdlu. Mimo dalsi také odbornik a dlouholety pedagog v oblasti ve-
stavnych a operacnich systémd, elektroniky a procesorové techniky a Katedfe
fidici techniky CVUT FEL

Svym kolegiim bych chtél timto pod€kovat za pomoc, spoluprici a mozZnost byt
ucastnikem svobodného tviréiho dila. Za pomoc s korekturou a pfipominky k textu
prace néleZzi podékovani vedoucimu price, kterym je Doc. Ing. Ondfej Vysoky, CSc.
Cennou pomoc s korekturou a formatovanim poskytli téZ moji kolegové z fakulty
Ing. Ondiej Spinka, Ph.D. a Ing. Michal Sojka. Samostatného podékovani si pak
zaslouZ{ moje maminka

Ing. Jitka PiSova ob&tavd maminka a manZelka, kterd v minulosti dlouhou dobu
pracovala na ndvrhu a zavddéni aplika¢nich metod plynové chromatografie.
Poté se fadu let starala o zavadéni a ddrZbu metod stanoveni v oblasti bioche-
mie.

bez jeji nezmérné pomoci, péce a podpory by nebylo mozné firmu PiKRON zalozZit,
udrzet a rozsahlé projekty slouZici mnoZstvi instituci, védci, analytikid a pacienti
realizovat.
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A, - absorbance, [I6]

A - vlnova délka,

ULAN,[59]

¢ - koncentrace, [16]

h - vy$ka vrcholu piku, 27} 29 [32]

[ - délka,

w - polosite piku, 28] 29] [32]

xr - soufadnice x vrcholu piku, 27] 29
32

ucinnost separace, [12]

g, - absorbéni koeficient, [I3]

absorb¢ni koeficient, [T6]
absorbance, [16]

adsorpce, [21]

analyt, [9]

analyticky standard, [36]
analyticky vzorek, [36]

AU - absorbanéni jednotka, [63]

break - znak preruseni vysiléni,

chromatografie, [§]

chromatogram, [J]

CHROMULAN, [I]

Com - piikaz/typ/sluzba ureni ramce,[94]

dévkovaci smycka, [I7]

DAr - adresa cilového uzlu, [94]
datova polozka (module property), [I00]
datovy ramec, 93|

desorpce, [21]

eluat, [T0]

eluce, 9]
eluent, [9]

gradientni eluce, [I7]
gradientni separa¢ni metody, [T]]
gradientni ventily,

HPLC - High Performance Liquid Chro-
matography, [T} [§]

identifikator objektu (object identification
number - OID), [T01]]

kapacitni pomér, [24]

kapalinové chromatografie (LC), [§]
kapalinovy chromatograf, [T6]
kinetika separace, [T1]

kolize, [96]

kolona, [9]

Kolonové chromatografie, [9]

nulovd linie, [36] 43|

objektovy slovnik, [I0T]
objemovy priitok,
opticky detektor, [13]

pik. 0]

pik gausovsky, 27} [50]

pik logaritmicky gausovsky, 29} [5T]

pik lotencovsky, 28|

pik Pearsoniiv typu VII,

pik smiSeny lorencovsko-gausovsky, [31]
pik s Voightovym priibéhem,

patro kolony, 22]
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plynova chromatografie (GC), [§]
prutokova opticka cela,

redukovany reten¢ni Cas, 23|

retenéni Cas, 9] [T0} 22]
rozliseni analytd,

SAdr - adresa zdrojového uzlu, [94]
separacni faktor, [24]

separace, [I0]

sorbent, 9]

specifickd odezva, [12]
spektrofotometrickd detekce, [13]
standard, [T4]

start bit, [04]

stop bit, [04]

teoretické patro kolony, 23]
termodynamika separace, [I0]

ul._Aap - konec rdmce pro okamziti zpra-
covéni s potvrzenim, 03]

uL_ACK - potvrzeni pi{jmu rdmce, 93]

uL_Arq - konec rémce s potvrzenim, [93]

ul._Beg - zacatek neadresné odpovédi,

uL_End - konec rdmce, 04]

uL_NAK - negativni potvrzeni ramce,[93]

ul._Prq - konec rdmce pro okamzité zpra-
covéni, [93]

uL._WAK - poZadavek na pozdrZeni a pre-
poslani rimce pozdé&ji, 93]

uzel sité, [94]

vysokotlakd kapalinova chromatografie -
HPLC, [14]
vysokotlaké &erpadlo,

xor_sum - znak zaji§téni integrity dat,[94]
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