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ПРЕДИСЛОВИЕ 
         
        Бурное развитие жидкостной хроматографии в последние 10 лет обусловлено, глав-
ным образом, интенсивной разработкой теоретических основ и практическим использова-
нием ее высокоэффективного варианта, а также созданием и промышленным выпуском 
необходимых сорбентов и аппаратуры. 
        Отличительной особенностью высокоэффективной жидкостной хроматографии 
(ВЭЖХ) является использование сорбентов с размером зерен 3-10 мкм, что обеспечивает 
быстрый массоперенос при очень высокой эффективности разделения. 
        В настоящее время ВЭЖХ по темпам развития вышла на первое место среди инст-
рументальных методов, обогнав даже газовую хроматографию. Важнейшее преимущест-
во ВЭЖХ по сравнению с газовой хроматографией — возможность исследования практи-
чески любых объектов без каких-либо ограничений по их физико-химическим свойствам, 
например, по температурам кипения или молекулярной массе. 
        Сегодня ВЭЖХ представляет собой хорошо оформленный инструментальный метод, 
который широко применяют в самых различных областях науки и техники. Особенно ве-
лико его значение в таких важнейших областях, как биохимия, молекулярная биология, 
контроль загрязнений окружающей среды, а также в химической, нефтехимической, пи-
щевой и фармацевтической промышленности. 
        По теории и практике ВЭЖХ за рубежом опубликовано более десятка монографий, 
часть которых переведена в СССР. Однако в большинстве из них, так же как в изданных 
до 1985г. монографиях советских авторов, многие вопросы практического характера либо 
рассмотрены очень кратко, либо содержащаяся в них информация устарела и не соот-
ветствует современному уровню развития метода. Интенсивное развитие ВЭЖХ стиму-
лирует непрерывное совершенствование аппаратуры, разработку и выпуск новых сор-
бентов, которые позволяют хроматографисту решать всё более сложные задачи. 
        Данная книга написана, главным образом, для начинающих хроматографистов. Ав-
торы стремились изложить в простой и доступной форме основы наиболее распростра-
ненных вариантов ВЭЖХ с учетом последних достижений метода. Особое внимание уде-
лено практическим вопросам, связанным со спецификой техники современного хромато-
графического эксперимента и его методическими аспектами. 
        Детально рассмотрены особенности приготовления высокоэффективных колонок, их 
регенерации и ремонта, а также сборки хроматографических систем. Специальный раз-
дел книги посвящен наладке, обслуживанию и ремонту аппаратуры. 
        В приложениях приведены характеристики современных сорбентов, растворителей и 
наиболее широко используемых приборов для ВЭЖХ, а также некоторые другие полез-
ные сведения. 
        Авторы надеются, что данное руководство поможет исследователям, независимо от 
их основной специальности, освоить и грамотно использовать в работе этот мощный и 
многогранный аналитический метод. 
        Введение и главы 1, 5, 7, 12, раздел 11.3, приложения 5, 6 и материал по адсорбци-
онной и распределительной хроматографии в главах 2, 4 и приложениях написаны Е. Л. 
Стыскиным, главы 6, 11, приложения 2-4, 7 и материал по эксклюзионной хроматографии 
в главах 2, 4 и приложениях — Л. Б. Ициксоном, главы 9, 10 и материал по ионообменной 
хроматографии в главах 2 и 4 и приложениях — Е. В. Брауде, глава 3 —совместно Е. Л. 
Стыскиным и Е. В. Брауде, а глава 8 — совместно Е. Л. Стыскиным и  
Л. Б. Ициксоном. 
 

Авторы будут признательны за полезные критические замечания и советы. 
 
 
 
 
 



ВВЕДЕНИЕ 
 
        Современная высокоэффективная жидкостная хроматография (ВЭЖХ) — один из 
эффективных методов анализа и разделения сложных смесей. Она как метод была от-
крыта в 1903 г. русским ученым-ботаником М.С.Цветом, который использовал для разде-
ления растительных пигментов на их составляющие колонки, заполненные порошком ме-
ла [1]. При вымывании пигментов петролейным эфиром они перемещались вдоль колон-
ки, разделяясь при этом на кольца разного цвета. Метод оказался очень удобным и был 
позднее назван Цветом хроматографией (цветописью). 
        Предложенный Цветом метод жидкостной хроматографии был незаслуженно забыт и 
почти не применялся более 30 лет. Быстрое развитие в 50-х годах газовой хроматогра-
фии, за разработку которой Мартину и Синджу была присуждена в 1952 г. Нобелевская 
премия, создание удачных конструкций детекторов и узлов газовых хроматографов сти-
мулировали и рост интереса к жидкостной инструментальной хроматографии. Если в 50-е 
и 60-е годы методы хроматографии в тонких слоях (бумажная и тонкослойная) в значи-
тельной мере заменили колоночную как более быстрые, удобные и простые, то 70-е годы 
характеризуются гигантским прогрессом именно высокоэффективной (инструментальной) 
жидкостной хроматографии (ВЭЖХ). Она в настоящее время не только в большой мере 
вытеснила классическую колоночную, бумажную и тонкослойную хроматографию, но и 
обогнала газовую хроматографию по темпам развития. Быстрый рост применения ВЭЖХ 
связан с освоением и серийным выпуском как отдельных узлов (насосов, демпферов, ин-
жекторов, детекторов), так и комплектных жидкостных хроматографов. Немалую роль 
сыграли также разработка теоретических основ ВЭЖХ, организация выпуска высокочис-
тых растворителей и химикатов для ВЭЖХ. Особенно следует отметить организацию вы-
пуска узкодисперсных сорбентов зернением от 3 до 10 мкм на основе силикагеля, в том 
числе и с химически привитыми неподвижными фазами, и разработку способов за-
полнения ими высокоэффективных колонок для ВЭЖХ. 
        Причин быстрого развития ВЭЖХ несколько. Прежде всего следует назвать большой 
диапазон молекулярных масс веществ, с которыми можно работать: от нескольких еди-
ниц до десятков миллионов, что существенно шире, чем в газовой хроматографии. Кроме 
того, мягкость условий ВЭЖХ (почти все разделения можно проводить при температурах, 
близких к комнатной, при отсутствии контакта с воздухом) делает ее особенно пригод-
ным, а зачастую единственным методом исследования лабильных соединений, в частно-
сти, биологически активных веществ и биополимеров. Эффективность разделения, кото-
рую уже сейчас дает ВЭЖХ (до 150000 т. т. на 1 м), существенно превосходит достигну-
тую в газовой хроматографии (ГХ). Скорость анализа методом ВЭЖХ высокая: обычно 
разделение сложной смеси занимает несколько минут. ВЭЖХ является таким же точным 
количественным методом, как и ГХ. Метод ВЭЖХ дает возможность препаративно выде-
лить из сложной смеси в мягких условиях чистые вещества, которые можно далее иссле-
довать другими физико-химическими методами. Наконец, чувствительность, достигаемая 
в ВЭЖХ, в ряде случаев превосходит чувствительность в ТХ, а высокоселективные де-
текторы позволяют определять микроколичества веществ в сложных смесях. 
        Метод ВЭЖХ находит широкое применение в таких областях, как химия, нефтехи-
мия, биология, биотехнология, медицина, пищевая промышленность, охрана окружающей 
среды, производство лекарственных препаратов и во многих других. 
        По масштабу ВЭЖХ делится на микроколоночную (колонки диаметром менее 2 мм), 
аналитическую (2-6 мм), полупрепаративную (7-10 мм), препаративную (10-40 мм) и круп-
номасштабную препаративную (более 40 мм). Хотя это деление достаточно условно, тем 
не менее оно очень удобно, так как в зависимости от поставленной задачи требования к 
насосам, инжекторам, сорбенту и детекторам заметно меняются. Препара-тивные разде-
ления можно проводить, например, на аналитических и даже микроколонках, а анализы 
— на полупрепаративных, однако эффективность такой работы будет низкой. Правильно 
выбранный масштаб работы позволит наиболее экономно расходовать дорогие раство-



рители и сорбенты и получать при этом максимальный выигрыш в чувствительности, 
времени анализа или количестве выделенного вещества. 
        По механизму разделения анализируемых или разделяемых веществ ВЭЖХ делится 
на адсорбционную, распределительную, ионообменную и эксклюзионную. В адсорб-
ционной хроматографии разделение веществ, входящих в смесь и движущихся по колон-
ке в потоке растворителя, происходит за счет их различной способности адсорби-
роваться и десорбироваться на поверхности адсорбента с развитой поверхностью, на-
пример, силикагеля. В распределительной ВЭЖХ разделение происходит за счет разной 
растворимости разделяемых веществ в неподвижной фазе, как правило, химически при-
витой к поверхности неподвижного носителя, и подвижной фазе — растворителе. Этот 
метод разделения наиболее популярен, особенно в случае, когда привитая фаза пред-
ставляет собой неполярный алкильный остаток от C8 до C18, а подвижная фаза более по-
лярна, например смесь метанола или ацетонитрила с водой. Этим вариантом так на-
зываемой обращенно-фазной (или обратно-фазной, или с обращением фаз) хроматогра-
фии в настоящее время проводят около двух третей разделений в ВЭЖХ. Не совсем 
удачный, но общепринятый термин «обращенно-фазная ВЭЖХ» произошел от обратного, 
по сравнению с таковым в классическом адсорбционном варианте, соотношения поляр-
ности сорбента и растворителя: полярный сорбент и неполярная подвижная фаза для 
адсорбционной и, наоборот, неполярный сорбент и полярная подвижная фаза для обра-
щенно-фазного варианта распределительной хроматографии. В ионообменной хромато-
графии молекулы веществ смеси, диссоциировавшие на катионы и анионы в растворе, 
разделяются при движении через сорбент, на поверхности которого привиты катионные 
или анионные центры, способные к обмену с ионами анализируемых веществ за счет их 
разной скорости обмена. В эксклюзионной (ситовой, гель-проникающей, гель-
фильтрационной) хроматографии молекулы веществ разделяются по размеру за счет их 
разной способности проникать в поры носителя. При этом первыми выходят из колонки 
наиболее крупные молекулы (наибольшей молекулярной массы), способные проникать в 
минимальное число пор носителя. Последними выходят вещества с малыми размерами 
молекул, свободно проникающие в поры сорбента. 
        Следует иметь в виду, что в практической работе разделение часто протекает не по 
одному, а по нескольким механизмам одновременно. Так, эксклюзионное разделение бы-
вает осложнено адсорбционными эффектами, адсорбционное — распределительными, и 
наоборот. При этом чем больше различие веществ в пробе по степени ионизации, основ-
ности или кислотности, по молекулярной массе, поляризуемости и др., тем больше веро-
ятность для каких-то веществ неожиданно большого проявления другого механизма раз-
деления. 
        Дополнительные сведения по теории и практике ВЭЖХ можно найти в работах [2-8]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ГЛАВА 1  
ОСНОВЫ ТЕОРИИ И ОСНОВНЫЕ ПОНЯТИЯ ВЭЖХ 
 
     Процесс хроматографического разделения очень сложен, тем не менее его отдельные 
стадии могут быть смоделированы и представлены в виде уравнений, достаточно точно и 
верно отражающих реальный процесс. Без знания того, что такое удерживание, эффек-
тивность, селективность, нагрузочная емкость, невозможно подойти к решению практиче-
ских задач по ВЭЖХ, постоянно возникающих перед исследователем независимо от того, 
в какой области он работает. 
 
1.1. ЭФФЕКТИВНОСТЬ И СЕЛЕКТИВНОСТЬ 
 
        Хроматография — это метод разделения компонентов смеси, основанный на разли-
чии в равновесном распределении их между двумя несмешивающимися фазами, одна из 
которых неподвижна, а другая подвижна. Компоненты образца движутся по колонке, когда 
они находятся в подвижной фазе, и остаются на месте, когда находятся в неподвижной 
фазе. Чем больше сродство компонента к неподвижной фазе и чем меньше — к подвиж-
ной, тем медленнее он движется по колонке и тем дольше в ней удерживается. За счет 
различия в сродстве компонентов смеси к неподвижной и подвижной фазам достигается 
основная цель хроматографии — разделение за приемлемый промежуток времени смеси 
на отдельные полосы (пики) компонентов по мере их продвижения по колонке с подвиж-
ной фазой. 
        Из этих общих представлений ясно, что хроматографическое разделение возможно 
только в том случае, если компоненты образца, попадая в колонку при вводе пробы, во-
первых, будут растворены в подвижной фазе и, во-вторых, будут взаимодействовать 
(удерживаться) с неподвижной фазой. Если при вводе пробы какие-то компоненты нахо-
дятся не в виде раствора, они будут отфильтрованы и не будут участвовать в хромато-
графическом процессе. Точно так же компоненты, не взаимодействующие с неподвижной 
фазой, пройдут через колонку с подвижной фазой, не разделяясь на компоненты. 
        Примем условие, что какие-то два компонента растворимы в подвижной фазе и 
взаимодействуют с неподвижной фазой, т.е. хроматографический процесс может проте-
кать без нарушений. В этом случае после прохождения смеси через колонку можно полу-
чить хроматограммы вида а, б или в (рис. 1.1). Эти хроматограммы иллюстрируют хрома-
тографические разделения, отличающиеся эффективностью (а и б) при равной селектив-
ности и селективностью (б и в) при равной эффективности. 

Эффективность колонки тем выше, чем уже пик получается при том же времени удер-
живания. Эффективность колонки измеряется числом теоретических тарелок (ЧТТ) N: 
чем выше эффективность, тем больше ЧТТ, тем меньше расширение пика 

 
 
 
 
Рис. 1.1. Вид хроматограммы в зависимости от эффективности и селективности ко-
лонки: а — обычная селективность, пониженная эффективность (меньше теоретических тарелок), б — 
обычные селективность и эффективность; в — обычная эффективность, повышенная селективность 
(больше отношение времен удерживания компонентов) 

 
 
 
 

 
 
 
 
Рис. 1.2. Параметры хроматографического пика и расчет числа теоретических та-
релок: tR — время удерживания пика; h — высота пика; W1/2 — ширина пика на  половине его высоты 
 
 



первоначально узкой полосы по мере прохождения ее через колонку, тем уже шик на вы-
ходе из колонки. ЧТТ характеризует число ступеней установления равновесия между 
подвижной и неподвижной фазами. ЧТТ легко определить по хроматограмме (рис. 1.2) 
последующей формуле: 
 

N = 5,54(tR / W1/2)2 
 
Зная число теоретических тарелок, приходящееся на колонку, и длину колонки L (мкм), а 
также средний диаметр зерна сорбента dc (мкм), легко получить значения высоты, экви-
валентной теоретической тарелке (ВЭТТ), а также приведенной высоты, эквивалентной 
теоретической тарелке (ПВЭТТ): 
 

ВЭТТ = L / N                     ПВЭТТ = BЭTT / dс 
 
        Имея значения ЧТТ, ВЭТТ и ПВЭТТ, можно легко сравнивать эффективность коло-
нок разных типов, разной длины, заполненных разными по природе и зернению сорбен-
тами. Сравнивая ЧТТ двух колонок одной длины, сравнивают их эффективность. При 
сравнении ВЭТТ сравнивают колонки с сорбентами одинакового зернения, имеющими 
разную длину. Наконец, величина ПВЭТТ позволяет для двух любых колонок оценить ка-
чество сорбента, во-первых, и качество заполнения колонок, во-вторых, независимо от 
длины колонок, зернения сорбента и его природы. 
        Селективность колонки играет большую роль в достижении хроматографического 
разделения. Селективность колонки α определяется отношением приведенных времен 
удерживания двух пиков по следующему уравнению: 
 

α = (tR2-t0) / (tR1-t0) 
 
где t0 - время удерживания несорбируемого компонента; tR1 и tR2 - времена удерживания 
компонентов 1 и 2. 
 
        Селективность колонки зависит от очень многих факторов, и искусство эксперимен-
татора в большой мере определяется умением воздействовать на селективность разде-
ления. Для этого в руках хроматографиста находятся три очень важных фактора: выбор 
химической природы сорбента, выбор состава растворителя и его модификаторов и учет 
химической структуры и свойств разделяемых компонентов. Иногда заметное влияние на 
селективность оказывает изменение температуры колонки, меняющее коэффициенты 
распределения веществ между подвижной и неподвижной фазами. 
        При рассмотрении разделения двух компонентов на хроматограмме и его оценке 
важным параметром является разрешение Rs, которое связывает времена выхода и ши-
рину пиков обоих разделяемых компонентов (рис. 1.3): 

 
RS = 2 (tR2- tR1) / (W1+W2) 

 
        Разрешение как параметр, характеризующий разделение пиков, увеличивается по 
мере возрастания селективности, отражаемой ростом числителя, и роста эффективности, 
отражаемой снижением значения знаменателя из-за уменьшения ширины пиков. Поэтому 
быстрый прогресс жидкостной хроматографии привел к изменению понятия «жидкостная 
хроматография высокого давления» — оно было заменено на «жидкостную хроматогра-
фию высокого разрешения» (при этом сокращенная запись термина на английском языке 
сохранилась HPLC как наиболее правильно характеризующее направление развития со-
временной жидкостной хроматографии). Сокращение, принятое в отечественной литера-
туре, — ВЭЖХ, расшифровываемое как «высокоэффектиная жидкостная хроматогра-
фия», для современной жидкостной хроматографии несколько менее удачно, так как не 
учитывается важнейший фактор разделения — селективность. 



  
 
 
 
 
 

Рис. 1.2.  Разрешение пиков и параметры удерживания 
 
         
 
 
 
 

Важным параметром удерживания в жидкостной хроматографии является коэффициент 
емкости k’, определяемый как частное от деления массы вещества в неподвижной фазе 
на массу вещества в подвижной фазе: 

 
k’ = mн / mп 

 
        Важное уравнение в жидкостной хроматографии, связывающее основные хромато-
графические параметры разделения следующее: 
 

RS = ¼ [(α - 1) / α][k2’ / (1 + k2’)] √N2 
 
        Разрешение, таким образом, определяется произведением трех сомножителей, пер-
вый из которых выражает зависимость от селективности колонки, второй — от коэффи-
циента емкости колонки и третий — от эффективности колонки (ЧТТ). 
        Рассмотрим это важнейшее уравнение более подробно. Если, α=1, то разрешение 
равно 0, т.е. разделения нет независима от числа теоретических тарелок в колонке. Од-
нако из характера функции α в уравнении видно, что небольшие изменения могут привес-
ти к заметному увеличению разрешения, особенно для тех случаев, когда значения α 
близки к 1. Если за счет подбора условий разделения удается изменить α с 1,1 до 1,2, это 
приводит к улучшению разрешения в два раза. Таким образом, на фактор селективности 
следует обращать основное внимание при подборе условий разделения, учитывая раз-
личие во взаимодействии разделяемых компонентов как в неподвижной, так и в подвиж-
ной фазе. В отличие от газовой хроматографии, в которой взаимодействия в подвижной 
(газовой) фазе незначительны и селективность системы в основном определяется только 
взаимодействиями веществ с неподвижной фазой, в жидкостной хроматографии подвиж-
ная (жидкая) фаза не является инертной, а может играть главную роль в процессе термо-
динамического распределения между неподвижной и подвижной фазами вследствие се-
лективного взаимодействия разделяемых веществ с подвижной фазой. Поэтому в выборе 
условий для высокоселективного разделения как выбор сорбента, так и выбор рас-
творителя играют одинаково важную роль, а искусство хроматографиста в ВЭЖХ более 
многогранно и требует учета большего числа взаимодействий между молекулами, чем в 
ГХ. 
        Второй сомножитель в уравнении принимает значение, равное 0 (при этом разреше-
ние также равно 0, т.е. разделение отсутствует) в том случае, когда коэффициент емко-
сти для второго компонента равен 0, т.е. оба разделяемых компонента элюируются как 
несорбируемые вещества (взаимодействие с неподвижной фазой отсутствует). С ростом 
значения k' разрешение увеличивается, при этом скорость анализа падает. 
        Наконец, из третьего сомножителя видно, что достигаемое разрешение пропор-
ционально корню квадратному из числа теоретических тарелок, т.е. для увеличения раз-
решения вдвое нужно увеличить эффективность колонки в 4 раза (например, использо-
вать колонку в 4 раза длиннее). Удлинение колонки в 4 раза приводит к увеличению про-
должительности анализа также вчетверо, т. е. скорость анализа падает. Как правило, ес-



ли эффективность колонки недостаточна, а скорость анализа является важным факто-
ром, идут по другому пути для повышения эффективности — используют колонку с более 
мелким по зернению сорбентом. Однако в этом случае платой за большую эффектив-
ность при той же скорости анализа является повышение давления на колонке. 
        Следует отметить, что, хотя из уравнения и очевидно, что эффективность колонки 
меньше влияет на разрешение, чем ее селективность и коэффициент емкости, так как 
разрешение пропорционально корню квадратному из эффективности, тем не менее по-
вышению эффективности колонок придается большое значение и уделяется огромное 
внимание как производителями колонок, так и их потребителями. Это связано с тем, что 
для сложных многокомпонентных смесей, особенно смесей неизвестного состава, часто 
не удается подобрать условия так, чтобы селективность была высокой для всех компо-
нентов. В этом случае высокая эффективность колонки позволяет добиться разделения 
для пар веществ с небольшим значением α. 
 
 
1.2. РАЗМЫВАНИЕ В КОЛОНКЕ И ВНЕ ЕЕ 
 
        Вещества вводятся в колонку в виде узкой зоны, которая по мере ее движения с под-
вижной фазой по колонке становится все шире, т. е. размывается в результате диффузи-
онных процессов. Мерой этого размывания в колонке является высота, эквивалентная 
теоретической тарелке (ВЭТТ). Установлено, что размывание полосы в хроматографиче-
ской колонке обусловлено тремя причинами: наличием вихревой диффузии, молеку-
лярной диффузии и сопротивления массопередаче. Общая ВЭТТ (H) колонки получается 
путем суммирования вкладов всех этих факторов, вызывающих размывание хроматогра-
фической зоны: 
 

H = Hp + Hd + Hs + Hm, 
 

где Нр — вклад в размывание вихревой диффузии; На — вклад в размывание молеку-
лярной диффузии; Hs — вклад, связанный с сопротивлением массопередаче в непод-
вижной фазе; Нт — вклад, связанный с сопротивлением массопередаче в подвижной фа-
зе. 
 
        Не вдаваясь в подробное рассмотрение этих вкладов в ВЭТТ, тем не менее следует 
заметить, что чем меньше каждое из четырех слагаемых, тем меньше будет и суммарное 
значение ВЭТТ и, следовательно, эффективнее колонка. Величина Нр пропорциональна 
диаметру частиц сорбента и уменьшается с улучшением равномерности заполнения 

 
 

 
 

Рис. 1.4. Зависимость ВЭТТ от скорости подачи растворителя 
(V, мл/мин). Вклад в размывание пика разных факторов 
 
 
 
 
колонки сорбентом. Величина Hd растет при ис-

пользовании очень малых скоростей потока, при обычно используемых высоких скоро-
стях Hd настолько мала, что ею можно пренебречь. Величина Нm уменьшается при уско-
рении процессов адсорбции — десорбции в неподвижной фазе, т. е. при использовании 
частиц малого размера и тонких пленок неподвижной фазы, при уменьшении скорости 
потока. Величина Нm уменьшается при уменьшении размера частиц (пропорционально 
квадрату диаметра частиц), более равномерном и плотном заполнении колонки сорбен-
том, менее вязком растворителе, меньших скоростях потока. 



        Если изобразить графически зависимость ВЭТТ от скорости подачи растворителя, то 
она будет иметь вид, изображенный на рис.1.4. На нем можно видеть и оценить вклад ка-
ждой из составляющих в значение ВЭТТ. 
        Таким образом, размывание в колонке уменьшается и эффективность повышается, 
когда используют более мелкий сорбент, более равномерный по составу (узкая фракция), 
более плотно и равномерно упакованный в колонке, при использовании более тонких 
слоев привитой фазы, менее вязких растворителей и оптимальных скоростей потока. 
        Однако наряду с размыванием полосы хроматографической зоны в процессе разде-
ления в колонке может происходить также и размывание ее в устройстве для ввода про-
бы, в соединительных капиллярах инжектор — колонка и колонка — детектор, в ячейке 
детектора и в некоторых вспомогательных устройствах (микрофильтры для улавливания 
механических частиц из пробы, устанавливаемые после инжектора, пред-колонки, ре-
акторы-змеевики и др.). Размывание при этом тем больше, чем больше внеколоночный 
объем по сравнению с удерживаемым объемом пика. Имеет также значение и то, в каком 
месте находится мертвый объем: чем уже хроматографическая зона, тем большее раз-
мывание даст мертвый объем. Поэтому особое внимание следует уделять конструирова-
нию той части хроматографа, где хроматографическая зона наиболее узкая (инжектор и 
устройства от инжектора до колонки) — здесь внеколоночное размывание наиболее 
опасно и сказывается наиболее сильно. Хотя считается, что в хорошо сконструированных 
хроматографах источники дополнительного внеколоночного размывания должны быть 
сведены до минимума, тем не менее каждый новый прибор, каждая переделка хромато-
графа должны обязательно заканчиваться тестированием на колонке и сравнением полу-
ченной хроматограммы с паспортной. Если наблюдается искажение пика, резкое сниже-
ние эффективности, следует тщательно проинспектировать вновь введенные в систему 
капилляры и другие устройства. 
        Размывание вне колонки и его неправильная оценка могут привести к значительной 
(более 50%) потере эффективности, особенно в тех случаях, когда относительно давно 
сконструированные хроматографы пытаются использовать для высокоскоростной ВЭЖХ, 
микроколоночной ВЭЖХ и других вариантов современной ВЭЖХ, требующих микроин-
жекторов, соединительных капилляров с внутренним диаметром 0,05-0,15 мм мини-
мальной длины, колонок вместимостью 10-1000 мкл, детекторов с микрокюветами емко-
стью 0,03-1 мкл и с высоким быстродействием, высокоскоростных самописцев и интегра-
торов.  
 
 
1.3. УДЕРЖИВАНИЕ И СИЛА РАСТВОРИТЕЛЯ 
 
        Для того чтобы анализируемые вещества разделялись на колонке, как уже упомина-
лось выше, коэффициент емкости k' должен быть больше 0, т.е. вещества должны удер-
живаться неподвижной фазой, сорбентом. Однако коэффициент емкости не должен быть 
и слишком большим, чтобы получить приемлемое время элюирования. Если для данной 
смеси веществ выбрана неподвижная фаза, которая их удерживает, то дальнейшая ра-
бота по разработке методики анализа заключается в выборе такого растворителя, кото-
рый обеспечил бы в идеальном случае различные для всех компонентов, но приемлемо 
не очень большие k'. Этого добиваются, меняя элюирующую силу растворителя. 
        В случае адсорбционной хроматографии на силикагеле или оксиде алюминия, как 
правило, силу двухкомпонентного растворителя (например, гексана с добавкой изопропа-
нола) увеличивают, увеличивая в нем содержание полярного компонента (изопропанола), 
или же уменьшают, уменьшая содержание изопропанола. Если содер-жание полярного 
компонента становится слишком малым (менее 0,1%), следует заменить его более сла-
бым по элюирующей силе. Так же поступают, заменяя на другие либо полярную, либо не-
полярную составляющую и в том случае, если данная система не обеспечивает желае-
мой селективности по отношению к интересующим компонентам смеси. При подборе сис-



тем растворителей принимают во внимание как растворимости компонентов смеси, так и 
элюотропные ряды растворителей, составленные разными авторами. 
        Примерно так же подбирают силу растворителя в случае использования привитых 
полярных фаз (нитрил, амино, диол, нитро и др.), учитывая возможные химические реак-
ции и исключая опасные для фазы растворители (например, альдегиды и кетоны для 
аминофазы). 
        В случае обращенно-фазной хроматографии силу растворителя увеличивают, по-
вышая содержание в элюенте органической составляющей (метанола, ацетонитрила или 
ТГФ) и уменьшают, добавляя больше воды. Если не удается добиться желаемой селек-
тивности, используют другую органическую составляющую либо пытаются изменить ее с 
помощью разных добавок (кислот, ион-парных реагентов и др.). 
        При разделениях методом ионообменной хроматографии силу растворителя меня-
ют, увеличивая или уменьшая концентрацию буферного раствора или меняя рН, в неко-
торых случаях используют модификацию органическими веществами. 
        Однако, особенно в случае сложных природных и биологических смесей, зачастую 
не удается подобрать силу растворителя таким образом, чтобы все компоненты пробы 
элюировались за приемлемый срок. Тогда приходится прибегать к градиентному элюиро-
ванию, т.е. использовать растворитель, элюирующая сила которого в процессе анализа 
изменяется так, что она постоянно увеличивается по заранее заданной программе. Таким 
приемом удается добиться элюирования всех компонентов сложных смесей за относи-
тельно короткий промежуток времени и их разделения на компоненты в виде узких пиков. 
 
 
1.4. РАЗМЕР ЧАСТИЦ СОРБЕНТА, ПРОНИЦАЕМОСТЬ И ЭФФЕКТИВНОСТЬ 
         
        Рассматривая размывание в колонке, мы указывали, что эффективность колонки 
(ВЭТТ) зависит от размера частиц сорбента. В большой степени бурное развитие ВЭЖХ 
за передние 10-12 лет было обусловлено, во-первых, разработкой способов получения 
сорбентов с размером частиц от 3 до 10 мкм и с узким фракционным составом, обеспечи-
вающих высокую эффективность при хорошей проницаемости, во-вторых, разработкой 
способов заполнения этими сорбентами колонок и, в-третьих, разработкой и серийным 
выпуском жидкостных хроматографов, имеющих рассчитанные на высокие давления на-
сосы, инжекторы и детекторы с кюветами малого объема, способные регистрировать пики 
малого объема. 
        Для хорошо упакованных суспензионным способом колонок приведенная высота, эк-
вивалентная теоретической тарелке (ПВЭТТ), может составлять 2 независимо от того, 
использовали ли для упаковки частицы с размером 3, 5, 10 или 20 мкм. В этом случае мы 
получим соответственно колонки (при стандартной длине их 250 мм) эффективностью 
41670, 25000, 12500 и 6250 т.т. Кажется естественным выбрать наиболее эффективную 
колонку, заполненную частицами размером 3 мкм. Однако за эту эффективность придет-
ся заплатить использованием при работе очень высокого давления и относительно невы-
сокой скоростью разделения, так как имеющийся насос, скорее всего, будет неспособен 
прокачивать через такую колонку растворитель с высокой объемной скоростью. Здесь мы 
как раз и сталкиваемся с вопросом о связи размера частиц сорбента, эффективности и 
проницаемости колонок. 
        Уравнение, которое связывает давление, размер частиц и другие важные хромато-
графические параметры, имеет следующий вид: 
 

u = K0p / ηL = pdc
2 / ϕηL 

 
где u — линейная скорость потока, определяемая из уравнения to = L / u ; К0 — проницае-
мость колонки ; р — давление; η — вязкость;  L — длина колонки ; ϕ — фактор сопротив-
ления колонки. 
 



Если выразить отсюда фактор сопротивления колонки — безразмерную величину, полу-
чим следующее уравнение: 
 

ϕ = pdc
2 to / ηL2 

 
Фактор сопротивления для колонок, упакованных микрочастицами одного вида по одному 
и тому же способу, меняется незначительно и составляет следующие значения: 
 
Вид частиц          .  .  .  .   Неправильная форма      Сферическая форма 
Сухая упаковка                       1000—2000                          800—1200  
Суспензионная упаковка         700—1500                           500—700 

 
        Давление на входе в колонку пропорционально линейной скорости потока, фактору 
сопротивления колонки, вязкости растворителя и длине колонки и обратно пропорцио-
нально квадрату диаметра частиц. 
        Применив эту зависимость для вышеописанных колонок с частицами диаметром 3, 5, 
10 и 20 мкм и предположив постоянными линейную скорость потока, фактор сопротивле-
ния колонки и вязкость растворителя, получим для колонок равной длины соотношение 
давлений на входе 44:16:4:1. Таким образом, если для обращенно-фазного сорбента с 
размером частиц 10 мкм при использовании систем растворителей метанол — вода 
(70:30) обычно на стандартной колонке при расходе растворителя 1 мл/мин давление на 
входе в колонку составляет 5 МПа, то для частиц 5 мкм — 20 МПа и для 3 мкм — 55 МПа. 
При использовании силикагеля и менее вязкой системы растворителей гексан — изопро-
панол (100:2) значения будут существенно ниже: соответственно 1, 4 и 11 МПа. Если в 
случае обращенно-фазного сорбента применение частиц размером З мкм очень пробле-
матично, а 5 мкм возможно, но не на всех приборах, то для нормально-фазного проблем 
с давлением не возникает. Следует отметить, что для современной скоростной ВЭЖХ ха-
рактерно использование более высокого расхода растворителей, чем в вышерассмот-
ренном примере, поэтому требования к давлению возрастают еще больше. 
        Однако в тех случаях, когда для разделения требуется определенное число теорети-
ческих тарелок и желательно осуществить скоростной анализ, картина несколько меняет-
ся. Так как длины колонок с сорбентами зернением 3, 5, 10. мкм при равной эффективно-
сти будут соответственно 7,5 , 12,5 и 25 см, то и соотношение давлений на входе в колон-
ки изменится до 3,3:2:1. Соответственно продолжительность анализа на таких колонках 
равной эффективности будет соотноситься как 0,3:0,5:1, т. е при переходе от 10 к 5 и 3 
мкм продолжительность анализа сократится в 2 и 3,3 раза. За это ускорение анализа 
приходится расплачиваться пропорционально более высоким давлением на входе в ко-
лонку. 
        Приведенные данные справедливы для тех случаев, когда сорбенты разного зерне-
ния имеют одинаковые кривые распределения частиц по размеру, колонки набиты одина-
ковым способом и имеют одинаковый фактор сопротивления колонки. Следует иметь в 
виду, что трудность получения узких фракций сорбента возрастает по мере уменьшения 
размера частиц и что фракции от разных производителей имеют разный фракционный 
состав. Поэтому фактор сопротивления колонок будет меняться в зависимости от зерне-
ния, типа сорбента, способа упаковки колонок и др. 
 
 
 
 
 
 
 
 



ГЛАВА 2 
КЛАССИФИКАЦИЯ МЕТОДОВ ВЭЖХ ПО МЕХАНИЗМУ РАЗДЕЛЕНИЯ 
 
       

Большинство проводимых методом ВЭЖХ разделений основано на смешанном 
механизме взаимодействия веществ с сорбентом, обеспечивающим большее или мень-
шее удерживание компонентов в колонке. Механизмы разделения в более или мeнee 
чистом виде на практике встречаются достаточно редко, например, адсорбционный при 
использовании абсолютно безводного силикагеля и безводного гексана для разделения 
ароматических углеводородов. 
        При смешанном механизме удерживания для веществ разного строения и молеку-
лярной массы можно оценить вклад в удерживание адсорбционного, распределительно-
го, эксклюзионного и других механизмов. Однако для лучшего понимания и представле-
ния о механизмах разделения в ВЭЖХ целесообразно рассматривать разделения с пре-
обладанием того или иного механизма как относящиеся к определенному виду хромато-
графии, например, к ионообменной хроматографии. 
 
 
2.1. АДСОРБЦИОННАЯ ХРОМАТОГРАФИЯ 
        
 Разделение методом адсорбционной хроматографии осуществляется в результате 
взаимодействия вещества с адсорбентами, такими, как силикагель или оксид алюминия, 
имеющими на поверхности активные центры. Различие в способности к взаимодействию 
с адсорбционными центрами разных молекул пробы приводит к их разделению на зоны в 
процессе движения с подвижной фазой по колонке. Достигаемое при этом разделение 
зон компонентов зависит от взаимодействия как с растворителем, так и с адсорбентом. 
        В основе сорбции на поверхности адсорбента, имеющего гидроксильные группы, ле-
жит специфическое взаимодействие между полярной поверхностью адсорбента и поляр-
ными (или способным поляризоваться) группами или участками молекул. К таким взаимо-
действиям относят диполь-дипольное взаимодействие между постоянными или индуци-
рованными диполями, образование водородной связи вплоть до образования         π-
комплексов или комплексов с переносом заряда. Возможным и достаточно частым в 
практической работе является проявление хемосорбции, которая может привести к зна-
чительному повышению времени удерживания, резкому снижению эффективности, появ-
лению продуктов разложения или необратимой сорбции вещества. 
        Изотермы адсорбции веществ имеют линейную, выпуклую или вогнутую форму. При 
линейной изотерме адсорбции пик вещества симметричен и время удерживания не зави-
сит от размера пробы. Чаще всего изотермы адсорбции веществ нелинейны и имеют вы-
пуклую форму, что приводит к некоторой асимметрии пика с образованием хвоста. 
        Наибольшее применение в ВЭЖХ находят адсорбенты из силикагеля с разным объ-
емом пор, поверхностью, диаметром пор. Значительно реже используют оксид алюминия 
и крайне редко — другие адсорбенты, широко применяющиеся в классической колоноч-
ной и тонкослойной хроматографии. Основная причина этого — недостаточная механи-
ческая прочность большинства прочих адсорбентов, не позволяющая упаковывать их и 
использовать при повышенных давлениях, характерных для ВЭЖХ. 
        Полярные группы, обусловливающие адсорбцию и находящиеся на поверхности си-
ликагеля и оксида алюминия, по свойствам близки. Поэтому обычно порядок элюирова-
ния смесей веществ и элюотропный ряд растворителей для них одинаковы. Однако раз-
личие химического строения силикагеля и оксида алюминия иногда приводит к появле-
нию различий в селективности — тогда предпочтение отдают тому или другому адсор-
бенту, более подходящему для данной конкретной задачи. Например, оксид алюминия 
обеспечивает большую избирательность при разделении некоторых многоядерных аро-
матических углеводородов. 



        Предпочтение, отдаваемое обычно силикагелю по сравнению с оксидом алюминия, 
объясняется более широким выбором силикагелей по пористости, поверхности и диамет-
ру пор, а также значительно более высокой каталитической активностью оксида алюми-
ния, нередко приводящей к искажению результатов анализа вследствие разложения ком-
понентов пробы либо их необратимой хемосорбции. 
 
2.1.1. Адсорбционная хроматография на силикагеле 
 
        Адсорбционную хроматографию с использованием в качестве наполнителя колонок 
силикагеля очень широко применяют в классическом варианте жидкостной хроматогра-
фии. При однократном разделении силикагель оказывается достаточно удобным, эффек-
тивным и недорогим сорбентом. Очень интенсивно используют силикагель в качестве ад-
сорбента для ТСХ (также однократно). Адсорбционная активность силикагеля достаточно 
легко воспроизводится путем определенных операций гидроксилирования, сушки, акти-
вации. Большой опыт применения силикагеля в ТСХ и колоночной хроматографии, есте-
ственно, стимулировал широкое его использование на ранних стадиях развития ВЭЖХ. 
        Обнаружилось, что при многократном использовании достаточно трудно поддержи-
вать колонку с силикагелем в условиях работы, при которых времена удерживания и по-
лучаемое разделение оставались бы стабильными (в отличие от ТСХ и классической ко-
лоночной ЖХ). Это связано с тем, что алканы, используемые в качестве основных рас-
творителей (н - гексан, н - гептан, изооктан), содержат очень небольшое количество воды 
(десятки ппм) в состоянии насыщения или меньше, если их осушали тем или иным спосо-
бом. Силикагель в колонке, не имеющий на поверхности адсорби-рованной воды, являет-
ся эффективным осушителем и отнимает воду от растворителя, меняя при этом свою ак-
тивность как адсорбент. Хроматографические характеристики его при этом, естественно, 
также изменяются. Это продолжается до тех пор, пока не установится равновесие между 
количеством воды, поглощаемой и отдаваемой силикагелем. Если при смене раствори-
теля новая партия будет иметь другую степень насыщенности водой, чем старый раство-
ритель, опять начнется процесс установления нового динамического равновесия, и хро-
матографические характеристики снова изменятся. Аналогичный процесс может идти и в 
обратном направлении, когда растворитель хорошо высушен, а силикагель содержит 
много адсорбированной воды. 
        Основная проблема здесь состоит в том, чтобы иметь растворитель, например гек-
сан, с постоянной влажностью, например, составляющей 50% от максимальной. Обычно 
этого добиваются, смешивая непосредственно перед использованием равные объемы 
гексана, находящегося в равновесии с водой, и абсолютно безводного. Если увлажнение 
и осушку проводят идентично и воспроизводимо, то и влажность получается одна и та же, 
силикагель работает в состоянии динамического равновесия» и Хроматографические ха-
рактеристики колонки сохраняются. Правда, установление равновесия занимает много 
времени, так как для установления первоначального равновесия требуется пропустить 
через колонку более 200 объемов колонки растворителя. Так же длительно и уравнове-
шивание с растворителем новой колонки, обычно заполняемой в присутствии полярных 
растворителей; рекомендуется последовательная промывка (для ускорения процесса) 
рядом растворителей, например, последовательно метанолом, метиленхлоридом и гек-
саном. 
        Существуют еще методы, которые позволяют получить воспроизводимые хромато-
графические характеристики колонки с силикагелем. Один из них заключается в исполь-
зовании безводного гексана, модифицированного для получения нужной селективности 
метиленхлоридом или ацетонитрилом. Так как их содержание в гексане существенно вы-
ше, чем воды (при равной элюирующей силе), равновесие устанавливается существенно 
быстрее, и его легче поддерживать. При этом задача получения безводного гексана оста-
ется. 
 



  
 
Рис. 2.1. Хроматограмма фенола, крезолов и 
ксиленолов, полученная на колонке размером 
2х250х4.6 мм с зорбаксом Сил (6 мкм), подвиж-
ная    фаза — гексан — метиленхлорид — изо-
пропанол (100 : 10 :1 по   объему),   расход 1 
мл/мин,   детектор — УФ  (254 нм), проба 10 мкл: 
1 — 2,4,6-триметилфенол; 2 — 2,6-ксиленол;  3 — 2,5-
ксиленол;  4 — 2,3-ксиленол;  5 — 2,4-ксиленол;   6 — о-
крезол; 7 — 3,5-ксиленол; 8 — 3,4-ксиленол;  9 — м-
крезол;   10 — n-крезол;  11 — фенол 
 
 

        В другом методе с использованием гексана при его модификации водой применяют 
так называемую систему контролируемой влажности (СКВ). Метод основан на создании 
замкнутого цикла растворителя, который после детектора возвращается в систему через 
большую колонку с обогреваемой термостатом рубашкой. Большая колонка содержит си-
ликагель или оксид алюминия (увлажненные) и служит для удерживания компонентов 
проб и поддержания требуемой влажности гексана. Увеличивая или понижая температуру 
в рубашке, можно изменять количество воды в циркулирующем гексане и, следовательно, 
менять параметры удерживания аналитической колонии. Подробно устройство и работа 
системы СКВ описаны в литературе [6]. 
        При анализе веществ, достаточно сильно взаимодействующих с силикагелем, на-
пример фенолов, спиртов, часто алифатические углеводороды модифицируют спиртами, 
например изопропанолом. На рис. 2.1 представлена хроматограмма, демонстрирующая 
высокую селективность в разделении сложной смеси метилфенолов и фенола: разделе-
ны изомеры, очень сложно разделяемые методом газовой хроматографии и обладающие 
очень близкими свойствами, такие, как м и n-крезолы и 2,4- и 2,5-ксиленолы. 

 
 
  
 
 
 
 
 
Рис. 2.2. Хроматограмма смеси аминных стабилизаторов полимеров, по 
лученная на колонке размером 250x4,1 мм с силасорбом-600 (5 мкм), под-
вижная фаза — гексан — метиленхлорид — изопропанол — диэтил-амин  
(100:10:1:0,01 по объему), расход 1 мл/мин, детектор — УФ (254 нм), проба 2 
мкл: 1 — фенил-β-нафтиламин; 2 — N-фенил-N’-изопропил-n-фенилендиамин;    3 — N-
1,3-диметилбутил-N’-фенил-n-фенилендиамин; 4 — N,N'-бис(1,4-диметиламил-n-
фенилендиамин) 
 
 
 

        Наиболее сильное влияние на удерживание фенолов оказывает, как видно из хрома-
тограммы, экранирование гидроксильной группы даже такой малообъемной и слабоэкра-
нирующей группой, как метильная. За счет этого различия происходит четкое разделение 
на 3 группы: орто -, орто’ - замещенные; орто - замещенные с неэкрани-рованной гид-
роксильной группой (не имеющей орто - заместителей). Пример разделения аминных 
стабилизаторов — на рис. 2.2. 
        В общем виде можно сформулировать следующее положение: удерживание в ад-
сорбционной хроматографии на силикагеле определяется химической природой функ-
циональных групп или групп, способных к взаимодействию с центрами адсорбции на по-
верхности силикагеля, а также степенью пространственного затруднения при их сближе-
нии до наступления такого взаимодействия. В ряду функциональных групп эмпирический 
ряд увеличения удерживания выглядит следующим образом: фтор — хлор — бром — иод 
— простой эфир — трет-амин — нитрил — нитрогруппа — сложный эфир — кетон — 



альдегид — первичный амин — амид — спирт — фенолкарбоновая кислота — сульфо-
кислота. транс-Изомеры удерживаются слабее, чем цис-изомеры, изомеры с аксиально 
расположенными группами — слабее, чем с расположенными экваториально. Если груп-
повое разделение (по типу и количеству функциональных групп) методом адсорбционной 
хроматографии на силикагеле провести легко, то разделение членов гомологического ря-
да внутри таких групп, как правило, достигается только для первых членов и быстро па-
дает с ростом числа метиленовых групп. 
        Популярность силикагеля в качестве сорбента для ВЭЖХ начала падать с появлени-
ем и ростом применения полярных привитых сорбентов, таких, как амин, нитрил и диол. 
Последние более удобны в работе и позволяют подбирать селективность, меняя фазу. 
Тем не менее есть качества силикагеля, которые обеспечивают ему достаточно надежное 
будущее в ВЭЖХ. Это прежде всего относительная дешевизна силикагеля, дающая ему 
большие преимущества при препаративных разделениях, особенно в том случае, когда 
масштаб их приближается к производственному. Это хорошая механическая прочность, 
возможность регулировать размер и объем пор, иметь такой сорбент, который можно от-
мыть кислотой от ионов металлов переменной валентности, прокалить при высокой тем-
пературе и т.д. Поэтому, хотя следует ожидать дальнейшего уменьшения использования 
силикагеля в аналитической практике, его производство и потребление будут увеличи-
ваться за счет препаративной хроматографии. 

 
2.1.2. Адсорбционная хроматография на оксиде алюминия 

 
        Оксид алюминия, так же как и силикагель, широко используют в колоночной хромато-
графии низкого давления и в ТСХ. Так как имелся большой опыт разделений, вначале его 
достаточно интенсивно применяли для ВЭЖХ. Однако постепенно его применение 
уменьшалось, и в настоящее время встречаются единичные работы, связанные с приме-
нением оксида алюминия в качестве адсорбента. Фирмы или не производят сорбентов та-
кого типа, или же производят ранее разработанные (возможно, даже давно произведен-
ные), не разрабатывая новых вариантов. 
        С чем это связано? Как правило, разделения, которые проводят на оксиде алюми-
ния, легко могут быть перенесены на силикагель или же на привитофазные полярные 
сорбенты на его основе. Химическая же однородность поверхности силикагеля выше. Ка-
талитическая активность оксида алюминия значительно выше, он гораздо чаще вызывает 
разложение компонентов пробы или их необратимую сорбцию. При одинаковой цене за 
грамм в колонку с оксидом алюминия требуется его в два раза больше по массе, чем си-
ликагеля, что вдвое дороже. 
        Можно считать, что в настоящее время использование оксида алюминия в качестве 
адсорбента в какой-то мере стимулируется тем, что многие исследователи его имеют и 
используют, когда пытаются перейти от ТСХ разделений на оксиде алюминия к ВЭЖХ 
варианту. Используют его и в тех случаях, когда воспроизводят опубликованные более 
ранние работы. 

Однако следует признать, что, за исключением некоторых особых случаев примене-
ния, когда сорбенты на основе оксида алюминия показали повышенную селективность по 
сравнению с силикагелем (например, в разделении многоядерных ароматических углево-
дородов, некоторых аминов), применение силикагеля более целесообразно. 
 
2.1.3. Недостатки адсорбционной хроматографии, ограничивающие ее использование. 
 
        Популярность адсорбционной хроматографии по мере развития метода ВЭЖХ по-
степенно падала, она все больше заменялась и продолжает заменяться на другие вари-
анты, такие, как обращенно-фазная и нормально-фазная ВЭЖХ на сорбентах с привитой 
фазой. Какие же недостатки адсорбционной хроматографии привели к этому? 
        Прежде всего, это большая длительность процессов уравновешивания адсорбентов 
с растворителями, содержащими воду в микроколичествах, трудность приготовления та-



ких растворителей с определенной и воспроизводимой влажностью. Из этого следуют 
плохая воспроизводимость параметров удерживания, разрешения, селективности. По 
этой же причине невозможно использовать градиентное элюирование — возврат к исход-
ному состоянию настолько длителен, что значительно превосходит выигрыш времени за 
счет использования градиента. 
        Существенные недостатки  адсорбентов, особенно оксида алюминия, связанные с 
частыми случаями перегруппировок чувствительных к катализу соединений, их разложе-
ния, необратимой сорбции, также общеизвестны и неоднократно отмечались в литерату-
ре. Необратимо сорбирующиеся вещества, накапливаясь на начальном участке колонки, 
меняют природу сорбента, могут привести к повышению сопротивления колонки или даже 
к полной ее забивке. Последний недостаток может быть устранен путем использования 
предколонки, которая по мере повышения сопротивления и забивки заменяется на новую 
или перезаполняется новым сорбентом. Однако необратимая сорбция, имеющая место и 
в этом случае, приводит к получению хроматограммы, на которой полностью или частич-
но отсутствуют чувствительные к сорбции или каталитическому разложению компоненты 
пробы. 
 
 
2.2. РАСПРЕДЕЛИТЕЛЬНАЯ ХРОМАТОГРАФИЯ 
 
        Распределительная хроматография — это вариант ВЭЖХ, в котором разделение 
смеси на компоненты осуществляется за счет различия их коэффициентов распре-
деления между двумя несмешивающимися фазами: растворителем (подвижная фаза) и 
фазой на сорбенте (неподвижная фаза). Исторически первыми были сорбенты такого ти-
па, которые получали нанесением жидких фаз (оксидипропионитрила, парафинового 
масла и др.) на пористые носители, аналогично тому, как готовили и готовят сорбенты 
для газожидкостной хроматографии (ГЖХ). Однако сразу же обнаружились и недостатки 
таких сорбентов, основным из которых было относительно быстрое смывание фазы с но-
сителя. За счет этого количество фазы в колонке постепенно уменьшалось, времена 
удерживания также уменьшались, на начальном участке колонки появлялись не покрытые 
фазой центры адсорбции, вызывавшие образование хвостов пиков. С этим недостатком 
боролись, насыщая растворитель нанесенной фазой еще до его попадания в колонку. 
Унос также уменьшался, когда использовали более вязкие и менее растворимые поли-
мерные фазы, однако в этом случае из-за затруднения диффузии из толстых полимерных 
пленок эффективность колонок заметно снижалась. 
        Логическим оказалось привить химическими связями жидкую фазу к носителю таким 
образом, чтобы унос ее стал физически невозможен, т.е. превратить носитель и фазу в 
одно целое — в так называемый привито-фазный сорбент. 
        Первые привито-фазные сорбенты были получены замещением силанольных групп, 
находящихся на поверхности силикагеля, в результате их реакции со спиртами или ами-
нами. При этом отщеплялась вода, а остатки спиртов или аминов химически прививались 
к поверхности силикагеля. Эти так называемые «щеточные» сорбенты показали, что с их 
использованием действительно удается получить высокую эффектив-ность колонок при 
отсутствии уноса фазы из колонки и стабильности времен удер-живания. Однако устой-
чивость таких сорбентов в условиях применения водных раствори-телей и даже слабоос-
новных или кислых сред была низкой: фаза отщеплялась химически за счет реакции гид-
ролиза. 
        В дальнейшем усилия исследователей были направлены на поиск реагентов, при-
вивка которых протекала бы достаточно быстро и полно, а образовавшиеся связи были 
максимально устойчивыми. Такими реагентами стали алкилхлорсиланы и их производ-
ные, позволившие по сходной технологии получать привито-фазные сорбенты разного 
типа и с разными как полярными, так и неполярными группами на поверхности. 
        Успешное применение сорбентов последнего типа для ВЭЖХ способствовало росту 
их производства самыми разными производителями. Каждая фирма производила такие 



сорбенты, как правило, на основе своего вида силикагеля и по своей технологии, которая 
обычно составляет «ноу-хау» производства. В результате большое количество сорбен-
тов, называющихся химически совершенно одинаково (например, силикагель с привитым 
октадецилсиланом), имеют очень сильно различающиеся хроматографические характе-
ристики. Это связано с тем, что силикагель может иметь поры шире или уже, разную по-
верхность, пористость, его поверхность до прививки может гидроксилироваться или нет, 
прививаться могут моно-, ди- или трихлорсиланы, условия прививки могут давать моно-
мерный, полимерный или смешанный слой фазы, используются разные методы удаления 
остатков реагентов, может использоваться или не использоваться дополнительная де-
зактивация силанольных и других активных групп. 
        Сложность технологии прививки реагентов и подготовки сырья и материалов, ее 
многостадийность приводят к тому, что даже полученные по одной технологии на одной 
фирме-производителе партии сорбентов могут иметь несколько разные хроматографи-
ческие характеристики. Особенно это касается тех случаев, когда такие сорбенты исполь-
зуют для анализа многокомпонентных смесей, содержащих вещества, заметно разли-
чающиеся по количеству и положению функциональных групп, по роду функциональности 
[9, 10]. 
        Учитывая вышеуказанное, всегда следует стремиться к тому, чтобы при использова-
нии описанной в литературе методики анализа применять именно тот самый сорбент и те 
же условия работы. В этом случае вероятность того, что работу не удастся воспроизве-
сти, является минимальной. Если же такой возможности нет, а берется сорбент другой 
фирмы с аналогичной привитой фазой, нужно быть готовым к тому, что потребуется дли-
тельная работа по переделке методики. При этом существует вероятность (и ее следует 
учитывать), что на этом сорбенте даже и после длительной разработки можно не до-
биться требуемого разделения. Наличие в литературе многих описанных методик разде-
ления на давно производимых старых сорбентах стимулирует их дальнейшее производ-
ство и применение по этой причине. Однако в тех случаях, когда приходится переходить к 
разработке оригинальных методик, особенно применительно к веществам, склонным к 
разложению, хемосорбции, перегруппировкам, целесообразно начинать работу на сор-
бентах, разработанных в последнее время и выпускаемых по новым, улучшенным вари-
антам технологии. Новые сорбенты имеют более однородный фракционный состав, бо-
лее однородное и полное покрытие поверхности привитой фазой, более совершенные 
окончательные стадии обработки сорбентов. 
        Перейдем теперь к рассмотрению групп привито-фазных сорбентов, являющихся в 
настоящее время основными в ВЭЖХ, а также сорбентов с нанесенными фазами для 
распределительной хроматографии. 
 
2.2.1. Нормально-фазная распределительная хроматография с привитыми фазами 
 
        Недостатки, присущие адсорбционной хроматографии и подробно рассмотренные в 
разделе 2.1.3, а также стремление исследователей преодолеть недостатки, характерные 
для распределительной хроматографии с нанесенными полярными фазами, способство-
вали разработке сорбентов с привитыми полярными фазами. Такие сорбенты, по крайней 
мере основных типов, нашедших наиболее широкое применение, в настоящее время вы-
пускаются большинством производителей. 
        Основными привитыми фазами для нормально-фазной распределительной хромато-
графии в настоящее время являются нитрильная и аминная. Каждая из них прививается с 
использованием соответствующего силана (диметиламинопропилхлор или 
диметилцианпропилхлорсилана). Нитрильная и аминная привитые фазы могут быть по-
этому использованы в двух вариантах: для нормально-фазной (с неполярными 
элюентами) и обращенно-фазной (с полярными элюентами) распределительной ВЭЖХ. В 
качестве нормально-фазных сорбентов они работают, подобно силикагелю или оксиду 
алюминия, с теми же элюотропными рядами 



  
 
 
 
 
 
 
Рис. 2.3. Хроматограмма витаминов в пищевых продуктах, полученная на колонке 
размером 250x4 мм с нуклеосилом NH2 (10 мкм), подвижная фаза — гептан — 
хлороформ (80:20 по объему), расход 3,5 мл/мин, детектор—УФ (254 нм), проба 5 
мкл: 1 — уксусный эфир витамина А; 2 — витамин Е; 3 — витамин Д3 

 
 
 

растворителей и близкими (но не идентичными) порядками элюирования соединений 
разных классов. За счет разной химической природы силанольных, амино- и нитрильных 
групп нередко возникает различие в селективности разделения, позволяющее отдать 
предпочтение тому или иному сорбенту. 
        Основными преимуществами сорбентов с привитыми нитрильными или амино-
группами по сравнению с адсорбентами являются следующие: 1) вследствие отсутствия 
силанольных групп вероятность необратимой адсорбции веществ заметно уменьшается; 
2) заметно уменьшается влияние воды на хроматографическое разделение, отпадает не-
обходимость строго контролировать содержание воды в растворителях; 3) быстро дости-
гается равновесие с новым составом растворителя, что позволяет быстро переходить от 
методики к методике или успешно использовать градиентное элюирование; 4) возможно 
использование растворителей в широком диапазоне полярностей, колонки легко могут 
быть регенерированы; 5) сорбенты с привитыми аминогруппами проявляют свойства сла-
бых анионообменников. 
        Следует принимать во внимание и некоторые особенности применения сорбентов с 
аминофазами. Не рекомендуется использовать в качестве растворителей и компонентов 
проб вещества с альдегидными или кетонными группами, так как в этом случае возможно 
разрушение структуры привитой фазы с образованием оснований Шиффа или исчезно-
вение некоторых компонентов проб. Аминофаза может быть легко окислена, поэтому 
следует исключить действие на сорбент сильных окислителей. Аналогично, при исполь-
зовании нитрильной привитой фазы следует поинтересоваться, не реагируют ли с нитри-
лами выбранный растворитель или компоненты, входящие в состав пробы. 
        Нитрил и аминофазы применяют в биологии, медицине, биохимии, фармакологии и 
др. (рис. 2.3-2.5). Эти фазы нашли наиболее широкое признание и выпускаются почти 
всеми производителями сорбентов (см. Приложение 14.1). Некоторые фирмы выпускают 
варианты аминофаз, содержащие, например, диэтиламиноэтильные или диметиламино-
пропильные группы. 

Достаточно широко применяют также еще одну привитую полярную фазу — так назы-
ваемую «диольную», или просто «диол», которая содержит в составе привитой группы 
две гидроксильные группы. Ее селективность также будет несколько отличной из-за дру-
гой химической природы полярных групп. Сорбенты с такими привитыми фазами выпус-
кают значительно меньшее число производителей. 
        Сорбенты с другими привитыми полярными группами (за исключением ионообмен-
ников) выпускаются еще меньшим числом фирм или же всего одной-двумя, а их приме-
нение также достаточно редко. Это связано с тем, что какая-то особая селективность, оп-
равдывающая их применение (рис. 2.6), отмечается довольно редко. С чем же связано 
то, что многие привитые полярные фазы разных типов, которые были разработаны и да-
же производились, не приобрели заметной популярности? Ведь в ГЖХ этот путь является 
основным, позволяющим добиться разделения на колонке — новая фаза с особыми 
свойствами, дающая высокую селективность. 
  
 



 
 
 
 
 
 
Рис. 2.4. Хроматограмма моносахаридов, полученная на колонке размером 
250x4,6 мм с полигосилом 60 NH2 (5 мкм), подвижная фаза — ацетонитрил — 
вода (75:25 по объему), расход 2 мл/мин, детектор — УФ (190 нм): 1 — рамно-
за; 2 — ксилоза; 3 — арабиноза;      4 — фруктоза; 5 — манноза; 6 — глюкоза; 7 — галактоза 
 
 
 
 
 
 

 
 
 Рис. 2.5. Хроматограмма цитохромов Ц разного происхождения, полученная 
на колонке размером 250х4 мм с нуклеосилом CN (5 мкм), подвижная фаза — 
0,05 М раствор сульфата натрия в 0,1 М фосфатном буферном растворе (рН 
2,0) — ацетонитрил (77,5:22,5 по объему), расход 1 мл/мин, детектор — УФ (400 
нм): 1 — лошади; 2 — быка; 3 — собаки; 4 — тунца 
 

 
 
 
 
 
 
 Рис. 2.6. Хроматограмма полициклических углеводородов, полученная на колонке 
размером 150x4,6 мм с нуклеосилом NO2 (5 мкм), подвижная фаза — изооктан, расход 
1,4 мл/мин, детектор УФ (254 нм), проба 20 мкл: 1 — бензол; 2 — нафталин: 3 — фенантрен; 4 
— флюорен; 5— пирен; 6 — 1,3,5 - трифенилбензол;  
7 — хризен 

 
 
 

        Главная причина в том, что в ГЖХ молекулы разделяемого ве-
щества вступают во взаимодействие с неподвижной фазой непосредственно, а в ВЭЖХ 
— только через молекулы сольватированного растворителя, которого тем больше (а 
влияние привитой группы — слабее), чем больше сольватирующие способности раство-
рителя и сольватируемость полярных групп привитой фазы. Хотя природа привитых по-
лярных групп (нитрил, амин, диол) заметно различается, нивелирующее действие соль-
вата-ционных оболочек сглаживает эти различия. Поэтому улучшение разрешения заме-
ной сольватирующей полярную группу молекулы или группы молекул на новую путем мо-
дификации состава растворителя, введения новых компонентов растворителя или доба-
вок к нему (при сохранении той же привитой полярной группы) часто не только проще для 
хроматографиста, но и дает существенно более значимый результат. 
 
2.2.2. Обращенно-фазная распределительная хроматография с привитыми фазами 
 
        Вариант распределительной хроматографии, в котором используют сорбент с приви-
тыми неполярными (как правило, длинными алкильными или алкилсилильными) группами 
и полярный растворитель, например водный метанол, получил название обращенно-
фазной ВЭЖХ. Этот не совсем удачный термин, указывающий на перемену полярности 
неподвижной и подвижной фаз на противоположные в данном варианте ВЭЖХ прижился 
и стал общепринятым, означающим: подвижная фаза полярна, неподвижная — неполяр-
на. В отличие от недостаточно удачного названия сам метод оказался настолько удач-
ным, что в настоящее время является основным в ВЭЖХ. По общим оценкам, каждые два 



разделения из трех, появляющихся в литературе и используемых в практической работе, 
относятся к обращенно-фазной ВЭЖХ в ее разных вариантах, т.е. 60—70% работы в 
данное время проводят этим методом. В чем же причина такой популярности обращенно-
фазной хроматографии, что на все остальные варианты ВЭЖХ (адсорбционную, распре-
делительную нормально-фазную, ионообменную, эксклюзионную и другие) приходится 
менее одной трети применений? 
        Причин таких несколько, и каждая сыграла роль в широком использовании метода 
обращенно-фазной ВЭЖХ. Были разработаны и быстро внедрены в производство сор-
бенты для этого метода, имеющие привитые алкилсилильные группы разной длины (от 
С2 до Саг с прямой алкильной цепью, фенильной и ди-фенильной группами). Раствори-
тели, используемые для этого метода (ацетонитрил, метанол, вода, в меньшей мере — 
тетра-гидрофуран), позволяют работать в широком УФ-диапазоне, так как они УФ-
прозрачны со 190-210 (ТГФ — с 220) нм. Это позволяет применять наиболее популярный 
детектор — УФ-спектрофотометр как при 190-210 нм, где он детектирует неселективно, и 
поэтому приближается к универсальному детектору (анализ Сахаров, жиров, сложных 
эфиров, спиртов, олефинов), так и при любой длине волны, обеспечивающей селек-
тивное детектирование (например, витамина А при 325 нм). Растворители, используемые 
в обращенно-фазных разделениях, относительно легко растворяют практически все важ-
нейшие группы веществ, находящихся в организме человека, биологических объектах, 
используемых в виде лекарственных препаратов, пестицидов, гербицидов широко ис-
пользуемых в органической химии, нефтехимии, биоорганической химии (рис. 2.7-2.10). 
Сорбенты в обращенно-фазной ВЭЖХ быстро  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Рис. 2.7. Хроматограмма смеси ароматических углеводородов, полученная на колонке размером 250х4,6 мм с 
зорбаксом ОДС (6 мкм), подвижная фаза — метанол — вода (90:10 по объему), расход 1,5 мл/мин, детектор УФ 
(254 нм), проба 20 мкл: 1 — толуол;    2 — о-ксилол; 3 — трет-бутилбензол; 4 — n-трет-бутилтолуол; 5 — n-трет-амил-толуол; 

6 — n-трет-гексилтолуол; 7 — 3,5-ди-трет -бутилтолуол; 8 — трет-гексил-о-ксилол 

 
 
 
 
 
 
 
Рис. 2.8. Хроматограмма натурального кофе, полученная на колонке размером 
150х4,6 мм с нуклеосилом С8 (5 мкм), подвижная фаза — метанол — 0,01 М 
фосфатный буферный раствор с рН 7,0 (20:80), расход 1,2 мл/мин, давление 12 
МПа, температура   25 °С,   детектор   Уф (280 нм), проба 20 мкл: 1 — кофеин 
 
 
приходят в равновесие с новыми растворителями и при изме-

нении состава растворителя, что позволяет переходить от одной методики к другой с ис-
пользованием одной и той же колонки, а также широко применять градиентное элюиро-



вание с быстрым восстановлением равновесия сорбента с исходным растворителем. 
Сорбенты дают возможность использовать растворители в широком диапазоне свойств, а 
также добавки разных типов (соли, кислоты и основания, ион-парные реагенты, органиче-
ские модификаторы). Регенерация растворителей высокой чистоты может быть осуще-
ствлена с использованием четкой ректификации. Загрязненный сорбент в колонке может 
быть промыт и приведен снова в рабочее состояние при прокачивании через колонку рас-
творителей, удаляющих загрязнения. 
        Однако в обращенно-фазной хроматографии существуют и некоторые проблемы, ко-
торые нужно принимать во внимание и которые часто затрудняют, особенно для начи-
нающих, использование метода. Прежде всего, характеристики удерживания и селектив-
ности для обращенно-фазных сорбентов меняются не только при переходе от сорбента 
одного производителя к сорбенту другого (например, от сферисорба ОДС к партисилу 
ОДС), формально определяемых как идентичные (силикагель с привитым октадецилси-
ланом). Эти характеристики меняются более или менее значительно даже при переходе 
от одной партии сорбента к другой партии того же производителя. Проблема эта была 
отмечена еще в самом начале производства и применения обращенно-фазных сорбен-
тов, однако она не решена и до настоящего времени в полном объеме. Подробнее при-
чины этого будут рассмотрены с точки зрения химии поверхности сорбента в разделе 5.3. 
Здесь можно отметить одну — то, что исходные силикагели, используемые разными 
фирмами, заметно различаются по поверхности, объему и размеру пор. 
        Для прививки фаз, которые далее называют одинаково, применяют разные агенты, 
при этом их чистота (технических сортов, используемых для производства) также различ-
на. Например, для получения привитой фазы ОДС (октадецилсилан) используют октаде-
цилтрихлорсилан, метилоктадецилдахлорсилан и диметил-октадецилхлорсилан.  

 
 
 
 
 
 Рис. 2.9. Хроматограмма смеси полибромсодержащих антипи-
ренов, полученная на колонке размером 250х4,6 мм с зорбаксом 
ОДС, подвижная фаза — метанол, расход 1 мл/мин, детектор—
УФ (254 нм), проба 10 мкл: 1 — гексабромбутен-2;  2 — гексабромбензол; 
3,4 — примеси; 5 — декабромдифенилоксид 
 
 
 

         
 

Рис. 2.10. Хроматограмма наркотических веществ, полученная на колонке 
размером 250Х4 мм с нуклеосилом С18 (10 мкм), подвижная фаза мета-
нол—вода (55:45 по объему), расход 3,5 мл/мин, давление 14 МПа, де-
тектор—УФ (254 нм), проба 5 мкл: 1 — примесь; 2 — веронал; 3 — люминал; 4 — 
проминал; 5 — ревонал; 6 — примесь;    7 — тио-генал  

 
 
Если используют ди- или три-функциональные силаны, то в зависимости от степени без-
водности растворителей и силикагеля, на поверхности может получиться мономерная 
пленка фазы (монослой) или же полимерная (чем больше воды, тем выше степень поли-
меризации). Свойства мономерной и полимерных пленок с разной степенью полиме-
ризации заметно различаются. Наконец, силанольные группы, находящиеся на поверхно-
сти исходного силикагеля, к которым прививается фаза, не могут из-за пространственных 
затруднений быть полностью замещены, например, диметилоктадецилсилильными груп-
пами: в самых жестких условиях прививки удается заместить примерно половину сила-
нольных групп. Остающиеся силанольные группы не удается полностью устранить даже в 
процессе так называемого окончательного покрытия поверхности силикагеля («энд кэп-
пинга»), когда используют молекулы более активного низкомолекулярного силана (обыч-



но триметилхлорсилана). Силанольные группы на поверхности такого привитого сорбента 
могут взаимодействовать с некоторыми компонентами пробы и в некоторых случаях быть 
основным фактором, отвечающим за удерживание. Нередко они действуют не непосред-
ственно, а через посредство малых поляризуемых молекул растворителя (метанола, во-
ды), сольватированных силаноль-ными группами. В некоторых случаях, когда в удержи-
вании вещества участвуют как привитые, так и силанольные группы, это приводит к обра-
зованию хвостов пиков. 
        Интересно проследить, как производители сорбентов меняли свои программы по 
мере развития представления о химии поверхности привитых сорбентов и о роли сила-
нольных остаточных групп. Например, фирма «Ватман» первоначально выпускала только 
один сорбент вида ОДС — партисил ОДС, который был одним из первых появившихся в 
продаже обращенно-фазных сорбентов и широко применялся. Однако содержание угле-
рода в нем составляло только 5%, и степень покрытия поверхности составляла 50% от 
возможной. Далее был выпущен партисил ОДС-2, который содержал уже 15% С, но сте-
пень покрытия поверхности увеличилась только до 75%, т.е. покрытие стали получать 
более плотное, и пленка стала полимерной. Последним появился партисил ОДС-3, со-
держащий 10% углерода, однако со степенью покрытия 95%. Это достигнуто за счет того, 
что привитая фаза стала мономерной и окончательное покрытие проводилось дополни-
тельно. Аналогично партисилам ОДС выпущены сферисорбы ОДС и ОДС-2, Р-силы С18 
двух типов («высокой прививки» и «низкой прививки»). Те же производители сорбентов, 
которые появились на рынке позже и использовали технологию, учитывающую недостат-
ки старых сорбентов и технологий их получения, как правило, сразу выпускали сорбент с 
максимальным покрытием поверхности мономерным слоем фазы, а для устранения оста-
точных силанольных групп пользовались окончательным покрытием. 
        У начинающего хроматографиста сразу возникает вопрос: почему производители не 
заменяют старый сорбент, который вроде бы хуже, на новый, а выпускают новый допол-
нительно? Второй вопрос, так же естественно возникающий: если есть новые, более со-
вершенные сорбенты с улучшенной химией поверхности, то почему продолжают произ-
водить и покупать старые сорбенты, например лихросорб РП-18, при этом часто по це-
нам, даже более высоким? Конечно, причина не в том, что старые сорбенты хорошо и 
умело рекламируются: та же фирма «Ватман» рекомендует теперь партисил ОДС как 
«уникальный сорбент, работающий и по механизму обращенно-фазной, и по механизму 
aдcоpбциoннoй хроматографии», партисил ОДС-2 — как «рабочую лошадку исследо-
вательской лаборатории, стабильно и длительно работоспособную», а партисил ОДС-3, 
естественно, как «наиболее инертную обращенную фазу с оптимальным покрытием и 
наименьшим влиянием остаточных силанольных групп». 
        Причина в том, что не только производители, но и хроматографисты заинтересованы 
в выпуске старых сорбентов наряду с новыми, более совершенными. Приобретая старый 
сорбент, хроматографист приобретает и возможность использовать все имеющиеся в ли-
тературе разработки, выполненные на этом сорбенте. Переход на другой сорбент, как 
правило, сопряжен с большими затратами труда и времени на переработку и доводку ме-
тодики — нередки случаи, когда после длительной работы исследователь убеждается в 
том, что на новый сорбент перенести методику не удается. Каждый сорбент в чем-то уни-
кален по свойствам, и полное совпадение их у двух сорбентов хотя в принципе и возмож-
но, однако маловероятно. Поэтому чем больше выбор сорбентов и заполненных ими ко-
лонок у исследователя, тем легче ему работать, тем легче использовать накопленный 
опыт, тем меньше времени он тратит на переделки методик. Это не значит, конечно, что, 
воспроизведя методику, исследователь не может попытаться использовать более новый 
и эффективный сорбент, другой растворитель и т.п. — он все это может спокойно попро-
бовать, зная, что в случае неудачи вернется к воспроизведенной методике с использова-
нием сорбента ранее упомянутого в литературе. 
        Из этого обсуждения следует еще один важный вывод: ни один сорбент, как бы хо-
рош он ни был по химии поверхности, технологии получения, не может быть использован 
для воспроизведения или решения любых методик или задач. Исследователь всегда 



должен располагать возможностью использовать ряд сорбентов для решения возникаю-
щих аналитических задач. 
        Поэтому на третий вопрос, который обычно задают начинающие хроматографисты, 
— какой обращенно-фазный сорбент является наилучшим, — ответить однозначно не 
удается ни одному исследователю с большим опытом работы. Обычно он честно и корот-
ко говорит: «Я не знаю». Он может сказать, какой сорбент или сорбенты наиболее подхо-
дят для его работы, которые поэтому наилучшие для него. Он может поделиться опытом 
работы с этими сорбентами, знает, как их упаковывать, с какими растворителями рабо-
тать, как регенерировать. Однако дать совет, какой сорбент является наилучшим вообще, 
очевидно, не может никто, независимо от предшествующего большого опыта. 
        Одна из причин, способствовавших быстрому росту применения обращенно-фазных 
сорбентов в ВЭЖХ, — это их способность четко разделять серии гомологов в порядке 
возрастания их молекулярной массы, делающая их в этом чем-то сходными с популяр-
ными в ГЖХ полиметилсилоксановыми фазами. При этом гомологи могут, в отличие от 
разделяемых методами адсорбционной или нормально-фазной хроматографии, не иметь 
функциональных групп — обращенно-фазный сорбент может так же четко разделить гек-
сан и гептан, бензол и толуол, фенол и n-крезол, mреm-бутилтолуол и трет-амилтолуол. 
Это вовлекает в область анализа методом ВЭЖХ такие важные объекты, как углеводоро-
ды нефти, продукты нефтепереработки (бензины, керосины, газойли, смазочные масла, 
ароматические углеводороды), сланце- и углепереработки — очень важные многотон-
нажные продукты. Если нужно разделить вещества неполярные или малополярные, прак-
тически любой обращенно-фазный сорбент может при относительно простом подборе 
растворителя обеспечить почти идентичное разделение. 
        В настоящее время фирмы-производители выпускают разные обращенно-фазные 
сорбенты, перечень которых приведен в приложении 1.1. Как видно из этого перечня, 
практически все производители выпускают привитые фазы С3 и C18 (последние нередко в 
нескольких вариантах), многие — C1-С3 (что нередко обозначает одно и то же — прививку 
триметилхлорсилана, иногда диметилдихлорсилана), некоторые — фенил, С4 или С6. Ес-
ли плотность прививки фазы одинакова, то сорбент будет содержать для С4 - фазы в   2 
раза меньше, а для C18 - фазы более чем в 2 раза больше привитого углерода, чем фаза 
С3. На практике эта плотность несколько падает в ряду С4—С8—C18, поэтому содержание 
углерода для С4 несколько больше, а для C18 — меньше, чем можно было ожидать. Так 
как удерживание соединений в обращенно-фазной хроматографии пропорционально со-
держанию привитого углерода (точнее, той части привитого углерода, которая доступна 
для взаимодействия с молекулами разделяемых веществ), то для сорбентов, одной тор-
говой марки удерживание увеличивается в ряду С2—С4—C8—C18. Однако если взять сор-
бенты разных производителей, то заранее ничего сказать нельзя: нередко в таком случае 
сорбент с С8-фазой удерживает не слабее, а сильнее, чем с фазой C18, выпускаемой дру-
гой фирмой. 
        Наряду с неполярными привитыми фазами, выпускаемыми специально для обра-
щенно-фазной хроматографии, в обращенно-фазном варианте часто используют нит-
рильную и аминную привитые фазы, а иногда и диольную. В этом случае они работают и 
разделяют вещества в основном по обращенно-фазному механизму, как имеющие корот-
кий (Сз) привитой алкилсилан, а полярные группы или не участвуют в разделении, или иг-
рают второстепенную роль, несколько меняя селективность для ряда веществ опреде-
ленной химической структуры. 
        В качестве растворителей для обращенно-фазной ВЭЖХ используют преимущест-
венно метанол и ацетонитрил. Другие спирты, кроме метанола, используют редко, так как 
их вязкость значительно выше и при работе возникает слишком большое давление, а 
эффективность падает вследствие затрудненной диффузии в подвижной фазе. Тетра-
гидрофуран также используют значительно реже, во-первых, из-за нестабильности при 
хранении (он быстро окисляется, накапливая гидропероксиды, которые уменьшают диа-
пазон УФ-пропускания, способны окислять привитую фазу и взрывоопасны), во-вторых, 



из-за трудности очистки перегонкой (необходимо разрушать пероксиды до перегонки во 
избежание взрыва). 
        Ацетонитрил имеет ряд преимуществ перед метанолом. При хорошей очистке он 
лучше пропускает в ближнем ультрафиолетовом диапазоне (ниже 210 нм) и позволяет 
работать в смеси вода — ацетонитрил при 200 и даже 190 нм. Он обычно обладает луч-
шими растворяющими свойствами для проб, чем метанол. При использовании смесей 
метанол — вода вязкость такой смеси не является аддитивной величиной (так же как и 
для смесей ацетонитрил — вода)  и при 25 °С меняется от 0,89 и 0,57 МПа⋅с (для чистых 
воды и метанола соответственно) до 1,4 (цифры для смеси ацетонитрил — вода соответ-
ственно 0,89, 0,43 и 0,98). Большая вязкость смесей метанол — вода по сравнению со 
смесями ацетонитрил — вода (почти в 1,5 раза) затрудняет использование колонок, за-
полненных частицами сорбента размером 3 и 5 мкм, при ис пользовании водно-
метанольных смесей. Точно так же при градиентном элюировании колонки, работающие с 
системой метанол — вода, подвергаются при равном расходе действию больших давле-
ний и быстрее выходят из строя. Наконец, не малую роль играет и то обстоятельство, что 
метанол относится к группе особо опасных ядов, находящихся на строгом контроле и уче-
те, тогда как ацетонитрил к этой группе не относится. 
        К недостаткам ацетонитрила, несколько ограничивающим его использование, отно-
сятся его довольно высокая стоимость (особенно высокочистых сортов, предназначенных 
для ВЭЖХ и УФ-спектроскопии), некоторая токсичность, требующая предосторожностей 
при работе, а также то, что его труднее, чем метанол, освобождать от воды, так как он 
образует азеотропную смесь с водой. Это затрудняет его регенерацию из отработанного 
растворителя, что особенно важно при большом масштабе работы, например, при препа-
ративной работе. 
        Особо следует сказать о качестве воды и о требованиях к ней. Вода, являющаяся в 
настоящее время одним из важнейших растворителей для ВЭЖХ, является как самым 
доступным, так и очень трудным для тщательной очистки растворителем. Если для изо-
кратических разделений, особенно при использовании не очень чувствительных шкал и 
работе не в ближнем УФ-диапазоне удается обойтись бидистиллятом (не деионизи-
рованной водой!), то для градиентной работы и работы с высокочувствительными детек-
торами такого качества воды уже недостаточно. Деионизированная вода, как правило, не 
подходит для использования в ВЭЖХ: органические иониты, используемые для извлече-
ния из нее неорганических ионов, дают воду с очень низкой проводимостью, однако очень 
заметно обогащенную органическими загрязнениями по сравнению с водой до деиониза-
ции. Удалить все органические соединения из воды очень трудно, особенно микроколи-
чества — никакая перегонка или ректификация не помогают, так как вследствие образо-
вания азеотропных смесей отделить примеси органических соединений не удается. 
        Существуют системы высокой очистки воды, осуществляющие деионизацию с по-
следующим извлечением органических соединений адсорбентами, однако они достаточ-
но дороги. Разработаны системы, позволяющие резко уменьшить содержание ор-
ганических соединений в воде путем обработки ее мощным УФ-облучением, иногда с по-
следующей обработкой адсорбентами. Эти системы дешевле, но не так универсальны. 
Наконец, существуют патроны, заполненные адсорбентом, рассчитанным на  извлечение  
органических  соединений  из определенного объема воды (обычно из 15 л) — они доста-
точно недороги и удобны, позволяют получить ровно столько очищенной воды, сколько 
нужно для ближайшей работы. Высокочистая вода нестабильна при хранении, поэтому 
лучше ее использовать достаточно быстро и свежеприготовленную. 
        Как же поступить в том случае, если таких систем или патронов в распоряжении ис-
следователя нет? Тогда следует взять наиболее чистую воду, имеющуюся в лаборато-
рии, и пропустить ее через колонку, заполненную чистым обращенно-фазным сорбентом 
с привитой фазой C18. Все органические примеси из воды будут сорбироваться в начале 
колонки, а чистая вода без примесей — накапливаться в сосуде. После пропускания оп-
ределенного объема воды, зависящего от количества органических загрязнений в ней, 



колонку промывают чистым метанолом или ацетонитрилом, смывая загрязнения, после 
чего она снова готова к работе. 
        Возможны разные варианты такой очистки. Можно просто при использовании гра-
диента высокого давления установить колонку с привито-фазным сорбентом C18, жела-
тельно не обладающую большим гидравлическим сопротивлением (с зернением 20 или 
15 мкм), после насоса, подающего чистую воду, до смесителя. В этом случае колонка бу-
дет очищать ровно столько воды, сколько нужно для работы, и вода будет самая свеже-
очищенная. Можно использовать стеклянную колонку, заполнив ее более крупным препа-
ративным сорбентом (например, 40 — 63 мкм), и подавать воду под гидро-статическим 
давлением, получая столько воды, сколько нужно на день работы. Можно, наконец, ис-
пользовать полупрепаративную или препаративную колонку для ВЭЖХ и качать воду на-
сосом хроматографа, используя для очистки воды ночное время, когда аналитическая 
работа не нужна. Какой вариант удобнее, решает сам исследователь. 
        Работая в градиентном режиме с водно-метанольными и водно-ацетонитрильными 
растворами, всегда следует ежедневно дегазировать растворители наилучшим из воз-
можных способов, особенно если используют градиент на стороне низкого давления. Ни-
когда не будет лишним иметь на выходе из детектора клапан или гидравлическое сопро-
тивление, поддерживающее в кювете детектора избыточное давление около 0,05 —0,3 
МПа. .Это простое приспособление позволяет добиться того, что пузырьки воздуха, если 
они и образуются, образуются уже после такого клапана, за кюветой детектора, и не ме-
шают работе.  
 
2.2.3. Распределительная хроматография с нанесенными фазами 
 
        Этот вариант распределительной жидкостно-жидкостной хроматографии был одним 
из первых, примененных для ВЭЖХ. Однако в отличие от ГЖХ, где нанесение на носи-
тель жидкой неподвижной фазы является наиболее популярным методом работы, обес-
печивающим большую часть аналитических разделений, он не нашел в ВЭЖХ широкого 
применения и был вытеснен привито-фазными сорбентами. Тем не менее работы с его 
использованием проводят, и в некоторых случаях применение распре-делительной хро-
матографии с нанесенными фазами вполне оправдано. 
        Неподвижную фазу и растворитель обычно подбирают таким образом, чтобы они 
были практически взаимно нерастворимы. Это понятно, так как в противном случае нане-
сенная фаза будет быстро вымываться из колонки растворителем. Такими комбинациями 
фазы и растворителя являются, например, трис (цианэтокси) пропан и гексан, парафино-
вое масло и вода. Однако при работе с такими системами компоненты образца, как пра-
вило, обладают коэффициентами распределения близкими или к нулю, или к бесконеч-
ности, т.е. или элюируются с фронтом растворителя без разделения, или задер-живаются 
в колонке бесконечно долго. 
        Методы нанесения неподвижной фазы могут быть разными. Фаза может быть раст-
ворена в подходящем растворителе с низкой температурой кипения и нанесена методом 
испарения, как это делают в ГЖХ. Фаза может быть нанесена непосредственно в виде 
жидкости или пара. В обоих случаях заполнение колонок представляет трудности, если 
частицы сорбента меньше 40 мкм и не могут быть использованы для заполнения «сухим» 
способом. 
        Более популярным является динамический метод нанесения неподвижной фазы. Он 
заключается в том, что носитель, например силикагель с размером частиц от 5 до 10 мкм, 
вносят в колонку обычным суспензионным способом. На колонку подают заданный объем 
раствора неподвижной фазы, потом прокачивают растворитель, насыщенный неподвиж-
ной фазой, до установления равновесия. Носитель в колонке равномерно покрывается 
неподвижной фазой, она находится в равновесии с насыщенным фазой растворителем. 
Такая система будет стабильной и не нуждается в восстановлении из-за уноса фазы. На-
сыщение растворителя фазой может проводиться в предколонке с той же фазой, уста-
навливаемой после насоса до инжeктоpa и периодически заменяемой. 



        Недостатки распределительной хроматографии с нанесенными фазами следующие. 
Невозможно использовать градиентную ВЭЖХ из-за уноса фазы. Невозможно работать в 
препаративном режиме, так как собранные фракции, естественно, будут содержать за-
метное количество нанесенной фазы, остающейся в образце после упаривания раство-
рителя. Трудно менять состав растворителя, так как при этом колонка длительно прихо-
дит в новое равновесное состояние с новым растворителем. Затруднено исполь-зование 
повышенных температур для анализа, так как растворимость неподвижной фазы при по-
вышении температуры заметно возрастает. Растворитель, в который вводится проба, 
должен по составу быть максимально близким к подвижной фазе, иначе возможны час-
тичный смыв неподвижной фазы, ложные пики и нарушение процесса хроматографии. 
        Несколько слов о носителе и его желательных характеристиках для распре-
делительной хроматографии с нанесенными фазами. Он должен иметь достаточно 
большой объем пор, быть при этом прочным механически (допускать суспензионное за-
полнение колонки), иметь крупные поры и не очень большую поверхность. Наносимая 
фаза не должна быть высоковязкой, чтобы не было затрудненного массообмена и сниже-
ния эффективности разделения по этой причине. 
 
 
2.3. ИОНООБМЕННАЯ ХРОМАТОГРАФИЯ  
 
2.3.1. Основы метода 
 
        В ионообменной хроматографии разделение компонентов смеси достигается за счет 
обратимого взаимодействия ионизирующихся веществ с ионными группами сорбента. 
Сохранение электронейтральности сорбента обеспечивается наличием способных к ион-
ному обмену противоионов, расположенных в непосредственной близости к поверх-ности. 
Ион введенного образца, взаимодействуя с фиксированным зарядом сорбента, обме-
нивается с противоионом. Вещества, имеющие разное сродство к фиксированным заря-
дом, разделяются на анионитах или на катионитах. Аниониты имеют на поверхности по-
ложительно заряженные группы и сорбируют из подвижной фазы анионы. Катиониты со-
ответственно содержат группы с отрицательным зарядом, взаимодействующие с катио-
нами. 
        В качестве подвижной фазы используют водные растворы солей кислот, оснований и 
растворители типа жидкого аммиака, т.е. системы растворителей, имеющих высокое зна-
чение диэлектрической проницаемости ε и большую тенденцию ионизировать соедине-
ния. Обычно работают с буферными растворами, дозволяющими регулировать значение 
рН. 
        При хроматографическом разделении ионы анализируемого вещества конкурируют с 
ионами, содержащимися в элюенте, стремясь вступать во взаимодействие с противо-
положно заряженными группами сорбента. Отсюда следует, что ионообменную хрома-
тографию можно применять для разделения любых соединений, которые могут быть ка-
ким-либо образом ионизированы. Можно провести анализ даже нейтральных молекул са-
харов в виде их комплексов с борат-ионом: 

Сахар + ВО32-  ↔ Сахар ⋅ ВО32- 

 
        Ионообменная хроматография незаменима при разделении высокополярных ве-
ществ, которые без перевода в производные не могут быть проанализированы методом 
ГЖХ. К таким соединениям относятся аминокислоты, пептиды, сахара. 
        Ионообменную хроматографию широко применяют в медицине, биологии, биохимии 
[11—15], для контроля окружающей среды, при анализе содержания лекарств и их мета-
болитов в крови и моче, ядохимикатов в пищевом сырье, а также для разделения неорга-
нических соединений, в том числе радиоизотопов, лантаноидов, актиноидов и др. Анализ 
биополимеров (белков, нуклеиновых кислот и др.), на который обычно затрачивали часы 



или дни, с помощью ионообменной хроматографии проводят за 20-40 мин с лучшим раз-
делением. Применение ионообменной хроматографии в биологии позволило наблюдать 
за образцами непосредственно в биосредах, уменьшая возможность перегруппировки 
или изомеризации, что может привести к неправильной интерпретации конечного резуль-
тата. Интересно использование данного метода для контроля изменений, происходящих 
с биологическими жидкостями [11]. Применение пористых слабых анионообмен-ников на 
силикагелевой основе позволило разделить пептиды [12]. 
 
Механизм ионного обмена можно представить в виде следующих уравнений:                         
 
для анионного обмена 

X- + R+Y- ↔ Y- + R+X- 
для катионного обмена 

X+ + R-Y+ ↔ Y+ + R-X+ 

 
        В первом случае ион образца X- конкурирует с ионом подвижной фазы Y- за ионные 
центры R+ ионообменника, а во втором в конкуренцию с ионами подвижной фазы Y+ за 
ионные центры R- вступают катионы образца Х+. 
        Естественно, что ионы образца, слабо взаимодействующие с ионообменником, при 
этой конкуренции будут слабо удерживаться на колонке и первыми вымываются с нее и, 
наоборот, более сильно удерживаемые ионы будут элюировать из колонки последними. 
Обычно возникают вторичные взаимодействия неионной природы за счет адсорбции или 
водородных связей образца с неионной частью матрицы или за счет ограниченной раст-
воримости образца в подвижной фазе. Трудно выделить «классическую» ионо-обменную 
хроматографию в «чистом» виде, и поэтому некоторые хроматографисты исходят из эм-
пирических, а не теоретических закономерностей при ионообменной хроматографии. 
        Разделение конкретных веществ зависит в первую очередь от выбора наиболее под-
ходящего сорбента и подвижной фазы. В качестве неподвижных фаз в ионообменной 
хроматографии применяют ионообменные смолы и силикагели с привитыми ионогенными 
группами. 
        Полистирольные ионообменные смолы для ВЭЖХ зернением 10 мкм и менее обла-
дают селективностью и стабильностью, но сетчатая структура их, характеризующаяся 
расстоянием между узлами сетки 1,5 нм, что значительно меньше размера пор при-
меняемого для  адсорбционной хроматографии силикагеля (10 нм), замедляет массо-
обмен и, следовательно, значительно снижает эффективность. Применяемые в ВЭЖХ 
ионообменные смолы представляют собой в основном сополимеры стирола и дивинил-
бензола. Обычно добавляют 8—12% последнего. Чем больше содержание ди-
винилбензола, тем больше жесткость и прочность полимера, выше емкость и, как прави-
ло, селективность и тем меньше набухаемость. 
        Катиониты получают сульфированием матрицы. Протон, ионно связанный с сульфо-
группой, может перемещаться и даже уходить за пределы смолы в раствор. При этом 
чтобы молекула была в целом электронейтральной, место протона занимает положи-
тельно заряженный ион, который из раствора переходит в смолу. Например, при дейст-
вии Na+Cl- на катионо-обменную смолу в Н+-форме происходит реакция обмена: 
 

Смола – SO4
-H+ + Na- → Смола – SO3

-Na+ + H+ 

 
Если реакция протекает до конца, то смола находится в натриевой (ионной) форме. 
        Анионообменные смолы получают хлорированием матрицы и последующим алкили-
рованием алифатическим амином. 
        Наиболее распространены аниониты, имеющие четвертичные аммонийные группы, 
полученные при алкилировании триметиламином: 
 



                           СlСН2OСН3                                      N(СН3)3 
Смола - С6Н5 ----------------> Смола - С6Н4СH2Cl ------------> Cмoлa – C6H4CH2N(CH3)3

+Cl- 
         
        В этих смолах подвижен анион хлора, который может замещаться другим анионом, 
например ОН-. Катиониты обычно поставляются в Н+-форме или Nа+-форме, а аниониты 
— в ОН--форме или Сl--форме. Таким образом указывается противоион ионо-обменника. 
Полученные материалы, содержащие сульфатные или триалкиламмонийные группы, яв-
ляются сильными катионнообменниками и сильными анионообменниками и называются 
соответственно SCX и SAX. Слабые катионообменники и анионообменники получают на 
основе карбоксилата СOO- или амина NH+

3 соответственно. Существуют также жидкие 
органические ионообменники — несмешивающиеся с водой жидкости, физически нане-
сенные на пористые или поверхностно-пористые материалы. Жидкие анионообменники 
— высокомолекулярные амины или их соли, а катионообменники—эфиры фосфорной 
или фосфиновых кислот. 
        Для улучшения условий разделения в ионообменной хроматографии иногда получа-
ют лигандные комплексы ионов, изменяя при этом их полярность 
 

Fe3
+ + 4Cl- ↔ FeCl4- 

 
и делят на анионообменном носителе анионы железа. Так как селективность смолы зави-
сит от характера противоиона, часто необходимо изменить форму смолы. Противоионы 
связаны кулоновскими силами взаимного притяжения с ионообменными группами и экра-
нируют их заряд. Это притяжение зависит от физической природы противоиона, разме-
ров, формы, плотности электронных оболочек. Одни противоионы при равенстве кон-
центраций могут вытеснять другие из связи с ионными группами ионообменника. Ниже 
приведены ряды противоионов в порядке убывающей активности и уменьшения сродства 
к ионообменной смоле: 
 
для анионов 

HSO-
4 > СlO3

- > NО3
- > Вг- > CN- > НСО3

- > ОАс- > ОН- > F 
для катионов  

Ва2+ > Рb2+ > Са2+ > Ni2+ > Cd2+ > Co2+ > Zn2+ > Mg2+ > 
Ag+ > Cs+ > Rb+ > K+ > NH4

+ > Na+ > H+ > Li+ 
 
        Знать эти ряды полезно для выбора системы элюирования. Наиболее быстрый ме-
тод превращения анионита в форму, которая в ряду селективности стоит выше исходной, 
состоит в промывании ее четырехкратным объемом 1 М раствора соответствующей соли. 
Если для работы необходима форма слабее исходной, то ее сначала переводят в гидро-
ксильную форму, промывая 20-кратным количествам 1 М раствора NaOH, а затем уже 
превращают в нужную форму. Катиониты переводят в требуемую форму промыванием 1 
М раствором нитрата соответствующего металла. 
        При изменении ионной формы смолы или в присутствии органических раство-
рителей, таких, как ацетонитрил, тетрагидрофуран, может изменяться и объем смолы. 
Если смола уменьшается в объеме, упаковка в колонке оседает и образуется мертвый 
объем наверху колонки. Это оседание сопровождается потерей эффективности. Если 
смола набухает и упаковка в колонке увеличивается, то возрастает сопротивление в ко-
лонке, значительно уменьшает скорость потока и может даже привести к разрушению 
сорбента. Невысокая стабильность ионогенных материалов является одним из недостат-
ков ионообменной хроматографии, причем анионообменники менее стабильны, чем ка-
тионообменники. Для увеличения срока службы колонок используют предколонки, а также 
регенерацию колонок сильным растворителем. Катиониты, например, регенерируют об-
рабатывая 1 М азотной кислотой и продолжительно промывая той подвижной фазой, ко-
торая будет использована.  



        Ионообменники характеризуются степенью набухания и емкостью. Степенью набу-
хания называют объем упакованного в колонну обменника (в мл), приходящийся на 1 г 
его в сухом виде, и имеет размерность мл/г. Максимальное количество ионов, которое 
может связать ионообменник, определяет его емкость, которая совпадает с концен-
трацией ионогенных групп. Ёмкость выражается числам ммоль эквивалентов обменивае-
мого иона на 1 г сухого обменника (ммоль экв/г) или на 1 мл упакованного в колонну на-
бухшего ионообменника  (ммоль экв/мл) при значениях рН, соответствующих его полной 
ионизации. Для высокомолекулярных ионов или амфолитов, например белков, вводят 
понятие «эффективная» емкость, кoтоpaя зависит от размера молекулы амфолита, рас-
стояния между ионогенными группами и степени доступности всего объема пористой 
матрицы обменника для этих молекул. Понятия емкости и эффективной емкости могут не 
совпадать. Иногда приходится снижать полезную емкость сорбента за счет изменения 
рН, увеличивая при этом его эффективную емкость. Катионообменные смолы имеют ем-
кость около 4,4 ммоль экв/г, а анионообменные — 3,5-4 ммоль экв/г для гелеобразной 
структуры и 2,5 ммоль экв/г для пористой. Обменная емкость изменяется 
при изменении рН. При низких рН происходит нейтрализация катионита при добавлении 
протона: 

R-+H+ ↔ R-H+, 
 

а при высоких рН подобным образом при действии щелочи нейтрализуются аниониты: 
 

R++OH- ↔ R+OH-. 
 

Этот эффект зависимости обменной емкости от рН для сильных и слабых ионообменни-
ков показан на рис. 2.11. Поскольку ионообменная емкость сильных катионитов падает до 
нуля при низких рН, они не могут быть использованы при рН<1. Сильные аниониты долж-
ны применяться при рН<11, слабые катиониты при рН>6, а слабые аниониты при рН<8. 
Из рисунка видно, что сильные ионообменники могут быть использованы в более широ-
ком диапазоне рН, чем слабые. Этим объясняется широкое применение сильных иони-
тов, на которых может быть разделено большее количество веществ разных классов од-
новременно, особенно если используется градиентное изменение рН. Сильно удержи-
ваемые вещества, нестойкие при крайних значениях рН, могут разделяться на 

 
Рис. 2.11. Зависимость емкости ионообменных смол от рН: 1—сильный катионообменник; 2—сильный анионо-

обменник; 3—слабый катионообменник; 4—слабый анионообменник 
 
слабых ионитах. Еще раз подчеркнем, что сильные иониты полностью ионизированы в 
диапазоне рН=2-11. Слабые иониты полностью ионизированы в ограниченной области 
рН, и их ионизацией можно управлять, меняя рН элюента в пределах диапазона рабочих 
значений рН. 
        Таким образом, к категории слабых могут быть отнесены ионообменники, значитель-
но отличающиеся друг от друга. Для них характерно не только сужение рабочего диапа-



зона рН, но и уменьшение прочности сорбции вещества внутри этого диапазона. Слабым 
ионообменникам, в частности анионитам с замещающими группами диэтиламиноэтила 
(ДЕАЕ), отдают предпочтение в тех случаях, когда необходимо элюирование в мягких ус-
ловиях, например, при разделении белков и пептидов. 
        Наибольший интерес в качестве сорбентов для ионообменной хроматографии пред-
ставляет химически модифицированный силикагель, получаемый прививкой к силикагелю 
ионогенных групп. Применение этих материалов значительно увеличивает стабильность 
работы колонок, в которых не происходит изменения эффективности. Однако сильнокис-
лые или сильноосновные среды (2>рН>7,5) могут воздействовать на силикагель, выводя 
из строя колонку. 
 
Таблица 2.1. Характеристика модифицированных силикагелей и ионообменных смол 
 
Характеристика Силикагель Смола (сополимеры полистирола 

с дивинилбензолом) 
Типичный  диаметр час-
тицы в мкм 

5-10 7-10 

Типичная ионообменная  
емкость, в мэкв/г 

0,5-2 3-5 

Стойкость к деформации 
давлением 

Очень хорошая От удовлетворительной до пло-
хой (в зависимости от степени 
сшивки) 

Форма Сферическая или непра-
вильная 

Сферическая 

Перепад давления на 
колонке 

Высокий Очень высокий 

Эффективность Высокая Низкая 
Метод набивки Суспензионный Суспензионный 
Диапазон рН 2-7,5 0-12 (анионообменные) 

0-14 (катионообменные) 
Скорость регенерирова-
ния 

Умеренная Медленная 

 
Привитые к силикагелю ионообменники могут быть нестабильны при действии органиче-
ских растворителей, концентрированных буферных растворов, высоких температур. Ио-
нообменные силикагели зернением 10 или 5 мм не набухают, не сжимаются, как смолы, и 
отличаются от них большИМ размером и доступностью внутренних пор как для ионов об-
разца, так и для противоионов. Благодаря этому быстрее устанавливается массоперенос 
даже без повышения температуры и значительно возрастает эффективность сорбента.  
        Не существует слабых катионитов на основе силикагеля, так как при рН<8 материал 
не ионизирован, а при рН>8 разрушается подложка наполнительного материала. Сравни-
тельные характеристики модифицированных силикагелей и ионообменных смол, приме-
няемых в ионообменной хроматографии, даны в табл. 2.1. 
 
2.3.2. Выбор подвижной фазы и условий разделения 
 
        Подвижная фаза в ионообменной хроматографии должна обеспечивать раствори-
мость различных солей и создание буферного раствора, необходимых для ионного обме-
на, контроль степени удерживания образца за счет использования растворителя нужной 
силы, получения необходимой селективности разделения. 
        Ионообменное, разделение обычно выполняют при применении водных растворов 
солей, которым придаются буферные свойства. Иногда добавляют в подвижную фазу не-
большое количество смешивающихся с водой органических растворителей - метанола, 



этанола, ацетонитрила, тетрагидрофурана. Сила и селективность растворителя зависят 
от типа и концентрации буферных ионов и других солей, от значения рН и от вида и кон-
центрации добавленных органических растворителей. 
        Удерживание в ионообменной хроматографии зависит от двух процессов: распре-
деления образца между водной подвижной фазой и органической неподвижной и образо-
вания ионных пар (т.е. анионного или катионного обмена), причем последний процесс 
доминирует. 
        Распределение вещества между фазами зависит от силы электростатического взаи-
модействия заряженных ионизированных групп вещества с заряженными группами ионо-
обменника. Некоторые гидрофобные соединения или вещества, способные образовывать 
водородные связи, могут взаимодействовать с материалом матрицы неспецифически. 
        Степень удерживания образца снижается с увеличением ионной силы подвижной 
фазы и увеличивается с увеличением ионообменной емкости сорбента. Ионная сила 
подвижной фазы возрастает при возрастании концентрации буфера и сохранении неиз-
менным рН или при добавлении соли. Важна также концентрация буферных растворов, 
так как в растворе наблюдается конкуренция между ионами образца и буфера. Уменьше-
ние концентрации буферного раствора увеличивает сродство смолы к образцу, что при-
водит к увеличению времени удерживания. Концентрация буферного раствора колеблет-
ся от 0,001 до 6 моль/л, причем верхняя граница определяется растворимостью соли, ис-
пользуемой в качестве буфера, а нижняя — самой буферной силой, так как в слабом бу-
ферном растворе нельзя контролировать уровень рН. Сильных буферных растворов так-
же следует избегать, так как возможно выпадение осадка и забивание колонок. Сила рас-
творителя зависит от типа противоиона, причем степень удерживания образца увеличи-
вается в ряду, обратном ряду активности ионов, приведенному выше. 
        При анализе рН раствора выбирают таким образом, чтобы молекула образца была 
полностью ионизирована, обычно для кислот рН≅рКα+1,5, а для оснований рН≅рКα+1,5. 
Изменение рН подвижной фазы влияет на удерживание образца. Оно с повышением рН 
увеличивается при анионообменном разделении и уменьшается при катионообменном, 
т.е. происходит уменьшение силы растворителя при анионном и увеличение при катион-
ном обмене. Особенно сильно влияет изменение рН раствора, происходящее вблизи 
значений рКα образца. 
        В ионообменной хроматографии применяют следующие буферные растворы: аце-
татный, фосфатный, цитратный, формиатный, аммиачный, боратный. Селективность 
разделения в ионообменной хроматографии зависит от концентрации и вида буферных 
ионов и органических растворителей, а также от рН среды. Ионообменное разделение 
проходит в пределах температур от комнатной до 60°С. Чем выше температура, тем 
меньше вязкость подвижной фазы и тем эффективнее разделение. Однако при высокой 
температуре стабильность колонки или образца может быть нарушена. Многие ионо-
обменники выдерживают температуру до 60 °С, а некоторые полимерные катионообмен-
ники — даже до 80°С. Биохимические пробы принято разделять при низких температурах, 
часто при 4°С, хотя в современной ВЭЖХ при быстрых разделениях вероятность разру-
шения образца при 20-30°С резко снижается. Повышение температуры может привести к 
снижению k' для всех компонентов образца, а снижение ионной силы подвижной фазы 
может привести к обратному явлению. 
        Вводимые количества образца не должны превышать 5% суммарной ионообменной 
емкости. Так, для соединений с молекулярной массой 200-500 предполагается введение 
около 50 мг пробы на 1 г полимерного сорбента. Желательно, чтобы вводимый объем об-
разца не превышал 1/3 объема первого интересующего пика. 
        В подвижную фазу добавляют иногда органические растворители (метанол, этанол, 
ацетонитрил, диоксан), действие которых аналогично добавлению растворителей в об-
ращенно-фазной хроматографии: при увеличении их количества степень удерживания 
образца снижается, и этот эффект более силен для менее полярных растворителей. До-
бавлением органических растворителей можно добиться также изменения селективности 
системы. Таким образом, снижают время удерживания в ионообменной хроматографии 



следующие факторы: 1) повышение температуры; 2) повышение концентрации буферного 
раствора; 3) снижение степени ионизации вещества за счет изменения рН. 
 
2.3.3. Ионная хроматография 
 
        Особым видом ионообменной хроматографии, применяемым для анализа органиче-
ских и неорганических ионов, не поглощающих в УФ-области, является ионная хромато-
графия [16]. В этом методе ионообменное разделение ионов сочетают с кондуктометри-
ческим определением их. Поскольку высокочувствительное кондуктометрическое опре-
деление возможно только при невысокой фоновой электропроводности потока жидкости, 
поступающей в детектор, фоновый электролит подвижной фазы предварительно удаляют 
пропусканием его через ионообменные смолы. 
        Предложены два основных метода ионной хроматографии.  
        1. Двухколоночная ионная хроматография, основанная на компенсации (подавлении) 
электролита, содержащегося в элюенте для разделения смеси ионов на колонке с помо-
щью второй ионообменной колонки, расположенной между детектором и разделительной 
колонкой. Этот метод и был ранее назван ионной хроматографией. 
        Принципиальная схема установки для анализа катионов показана на рис. 2.12. Ве-
щества разделяются на катионообменной колонке 4 по ионообменному механизму, попа-
дают в десорбционную колонку 5 со смолой в ОН-форме, где происходит нейтрализация 
подвижной фазы и удаление электролита из элюента. Анализируемые вещества выходят 
из колонки 5 в деионизованной воде и попадают в кондуктометрическую кювету 6. Сигнал 
с кондуктометра 7 поступает на самописец 8 или интегратор. На аналогичной установке 
анализируют анионы. Так как десорбционную колонку приходится часто регенерировать, 
отношение объемов, пропущенных через колонку 5, к объемам, допущенным через ко-
лонку 4, должно быть меньше или равно 1O. Предложений схемы разделения для ионной 
хроматографии и варианты заполнения разделительной и десорбирующей колонок. 
        2. Другим вариантом ионной хроматографии является одноколоночная ионная хро-
матография, основанная на использовании электролита с невысокой электропроводно-
стью. В этом случае компенсационная колонка отсутствует. 
        Метод подробно не рассматривается нами, так как имеется ряд неплохих обзоров по 
ионной хроматографии [17, 18]. 
        Ионнные хроматографы от простых до полностью автоматических выпускают фирмы 
«Даонекс корпорейшн», «Бекман» (США) и др. В СССР ионные хроматографы серийно 
выпускаются Дзержинским ОКБА. Методом ион-хроматографии определяют неокрашен-
ные анионы и катионы, находящиеся в образце в виде примесей, и микроколичества 
вредных веществ в воде, воздухе и биологических жидкостях. 
 

 
 

Рис. 2.12. Схема установки для анализа катионов методом ионной хромато-
графии:1 — емкость с элюентом; 2 — насос: 3 — ввод пробы; 4 — разделительная колон-

ка;5 — десорбирующая колонка; 6 — кондуктометрическая кювета;7 — кондуктометриче-
ский детектор; 8 — самописец 

 
 
2.3.4. Практические рекомендации 
 
        Ионообменная хроматография в экспериментальном отношении — один из самых 
трудных видов ВЭЖХ, так как имеется много параметров, которые необходимо учитывать 
и контролировать. 
        Если анализ необходимо вести при рН ниже 2 или выше 7,5, то должна быть приме-
нена соответствующая анионная или катионная смола, а в остальных случаях - силика-
гель с привитой ионообменной смолой. 



        Для анализа молекул с молекулярной массой до 2000 применяют ионообменники с 
химически привитой фазой к силикагелю с размером частиц 5-10 мкм, а при препаратив-
ном разделении можно применять полимерные пористые сорбенты типа даррум ДА-Х8. 
При разделении крупных молекул с молекулярной массой 2000 применяют слабооснов-
ный ионит, привитый на крупнопористый силикагель. Подробные сведения о наполни-
тельных материалах приведены в разделе 5.6. 
        Скорость элюента обычно устанавливают 1 мл/мин, температуру 50°С или комнат-
ную, если контроль температуры неудобен, а рН подбирают так, чтобы компоненты были 
ионизированы. 
        Так как в ионообменной хроматографии изотермы не параллельны, необходимо най-
ти оптимальную для каждого частотного разделения температуру, изменяя ее с инкре-
ментом 10°С. Обычно придерживаются середины найденного интервала оптимальных 
температур, контролируя ее с точностью 1°С.  
        Для создания определенного рН и поддержания на необходимом уровне готовят со-
ответствующий буферный раствор. Если это возможно, то буферный раствор подбирают 
таким образом, чтобы его функциональная группа была похожа на функциональную груп-
пу образца. Так, ацетатный буферный раствор приемлем для анализа карбоновых ки-
слот, фосфатный — для люирования нуклеотидов. Большое значение имеет чистота бу-
ферного раствора, так как он не должен детектироваться выбранным детектором, что 
особенно важно при работе в режиме градиентного элюирования. Чистота буферного 
раствора зависит от фирм-производителей, и даже разные партии одной фирмы могут 
различаться по составу. Каждая новая партия буферного раствора тестируется двумя хо-
лостыми хроматографическими опытами перед использованием. Второй опыт показыва-
ет, существуют ли вещества, отложившиеся в колонке в процессе регенерации или в те-
чение последних стадий предыдущего градиента. Хотя большинство разделений прово-
дят в водных буферных растворах, иногда добавляют органический растворитель (мета-
нол, этанол) в количестве 3-10% для повышения селективности и улучшения раствори-
мости образца. При этом концентрация растворителя не должна быть велика, чтобы не 
выдать осаждения буферной соли, о чем будет свидетельствовать появление течи в сис-
теме и увеличение сопротивления в колонке. 
 

рис. 2.13                                        рис. 2.14 

        
Рис. 2.13. Хроматограмма катехоламинов в плазме и тканях, полученная на колонке размером 250Х4,6 мм с нук-
леосилом 5SA, подвижная фаза—ацетат-цитратный буферный раствор (рН=5,2), содержащий 10% метанола, де-
тектор—электрохимический (потенциал +0,7 В): 1 — норадреналин; 2 — адреналин; 3—допамин; 4—а-метилдопамин 
 
Рис. 2.14. Хроматограмма неорганических анионов, полученная на колонке размером 250Х4,6 мм с нуклеосилом 
10 SB, подвижная фаза — 0,03 М раствор салицилата натрия (рН=4,0), скорость потока 0,5 мл/мин, детектор — 
рефрактометр, проба 20 мкл: 1 — фосфат; 2 — хлорид; 3 — нитрат; 4 — сульфат 
 
        При работе в градиентном режиме желательно, чтобы к концу разделения ионная 
сила буферного раствора повышалась. Начинают работать с концентрации буферного       
раствора 0,1 M, так как оптимизация разделения при работе с низкими концентрациями 
(0,001 М) отнимает много времени. Если при этих условиях вещества не удается удовле-



творительно разделить, то дальнейшее улучшение разделения происходит за счет сни-
жения концентрации буферного раствора, изменения рН или температуры шаговым ме-
тодом, приводящих к повышению значений k' и увеличению времени удерживания. 
        Часто в буферный раствор для регулирования силы подвижной фазы добавляют 
нейтральные соли. Особой популярностью пользуется нитрат натрия, поскольку он не 
вызывает коррозии аппаратуры. Галогенид-ионы оказывают вредное влияние на нержа-
веющую сталь, и поэтому их лучше не применять. 
        Сравнивая сорбенты, предназначенные для ионообменной хроматографии, с сор-
бентами, применяемыми в других вариантах ВЭЖХ, можно отметить ряд недостатков у 
первых. 
        Применяемые в ионообменной хроматографии сорбенты менее эффективны и ста-
бильны, а также менее воспроизводимы, Улучшить эффективность разделения ионоген-
ных соединений можно, повысив температуру до 60 °С, изменив рН, добавив ор-
ганический растворитель или перейдя от ионообменной хроматографии к работе в режи-
ме ион-парной хроматографии или обращенно-фазной хроматографии с использованием 
метода подавления ионов. 
        Повышения стабильности достигают за счет очистки образца, уменьшения темпера-
туры и рН, снижения количества органических растворителей. Для рутинного анализа и 
лучшей воспроизводимости желательно использовать колонки, набитые в лаборатории. 
        Примеры разделения веществ на катионообменнике и анионообменнике приведены 
на рис. 2.13 и 2.14. 
 
 
2.4. ЭКСКЛЮЗИОННАЯ ХРОМАТОГРАФИЯ 
 
2.4.1. Основные понятия 
 
        Эксклюзионная хроматография представляет собой вариант жидкостной хромато-
графии, в котором разделение происходит за счет распределения молекул между рас-
творителем, находящимся внутри пор сорбента, и растворителем, протекающим между 
его частицами. 
        В отличие от остальных вариантов ВЭЖХ, где разделение идет за счет различного 
взаимодействия компонентов с поверхностью сорбента, роль твердого наполнителя в 
эксклюзионной хроматографии заключается только в формировании пор определенного 
размера, а неподвижной фазой является растворитель, заполняющий эти поры. Поэтому 
применение термина «сорбент» к данным наполнителям в определенной степени услов-
но. 
        Принципиальной особенностью метода является возможность разделения молекул 
по их размеру в растворе в диапазоне практически любых молекулярных масс — от 102 
до 108, что делает его незаменимым для исследования синтетических и биополимеров. 
        По традиции процесс, проводимый в органических растворителях, все еще часто на-
зывают гель-проникающей, а в водных системах — гель-фильтрационной хроматографи-
ей. В данной книге для обоих вариантов принят единый термин, который происходит от 
английского «Size Exclusion» — исключение по размеру — и в наиболее полной степени 
отражает механизм процесса. 
        Детальный разбор существующих представлений о весьма сложной теории процесса 
эксклюзионной хроматографии проведен в монографиях [19—21]. Мы рассмотрим только 
принципиальные основы метода, достаточные для практической работы. 
        Объем эксклюзионной колонки можно выразить суммой трех слагаемых: 
 

Vс=Vо+Vi+Vd, 
 



где Vо — мертвый объем — объем растворителя между частицами сорбента (объем под-
вижной фазы); Vi — объем пор, занятый растворителем (объем неподвижной фазы); Vd 
— объем матрицы сорбента без учета пор. 
 
        Полный объем растворителя в колонке Vt (его часто называют полным объемом ко-
лонки, так как Vd не принимает участия в хроматографическом процессе) представляет 
собой суммy объемов подвижной и неподвижной фаз: 
 

Vt=Vо+Vi. 
 

        Удерживание молекул в эксклюзионной колонке определяется вероятностью их 
диффузии в поры и зависит от соотношения размеров молекул и пор, что схематически 
показано на рис. 2.15. Коэффициент распределения Kd, как и в других вариантах хро-
матографии, представляет собой отношение концентраций вещества в неподвижной и 
подвижной фазах: 

Кd = Сi / Со. 
 

        Так как подвижная и неподвижная фазы имеют одинаковый состав, то Kd вещества, 
для которого обе фазы одинаково доступны, равен единице. Эта ситуация реализуется 
для молекул с самыми малыми размерами (в том числе и молекул растворителя), кото-
рые проникают во все поры (см. рис. 2.15) и поэтому движутся через колонку наиболее 

медленно. Их удерживаемый объем равен полному объему растворителя Vt. 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Рис. 2.15. Модель разделения молекул по размеру в эксклюзионной хроматографии 
 
        Все молекулы, размер которых больше размера пор сорбента, не могут попасть в 
них (полная эксклюзия) и проходят по каналам между частицами. Они элюируются из ко-
лонки с одним и тем же удерживаемым объемом, равным объему подвижной фазы Vo. 
Коэффициент распределения для этих молекул равен нулю. 
        Молекулы промежуточного размера, способные проникать только в какую-то часть 
пор, удерживаются в колонке в соответствии с их размером. Коэффициент распре-
деления этих молекул изменяется в пределах от нуля до единицы и характеризует долю 
объема пор, доступных для молекул данного размера. Их удерживаемый объем опреде-
ляется суммой Vo и доступной части объема пор: 
 

VR=Vo+KdVi. 
 
        Отсюда следует еще одно существенное отличие эксклюзионной хроматографии: в 
данном методе разделение заканчивается до выхода пика растворителя, в то время как в 
других вариантах ВЭЖХ компоненты смеси элюируются после пика растворителя. 
        Параметр k' в эксклюзионной хроматографии обычно не используют. Его можно вы-
разить уравнением 
 

k' = KdVi / Vo. 
 
Для большинства современных сорбентов Vi ≈ Vo, поэтому k' ≈ Kd. 



        Связь между удерживаемым объемом и молекулярной массой (или размером моле-
кул) образца описывается калибровочной кривой (рис. 2.16). Каждый сорбент характери-
зуется своей калибровочной кривой, по которой легко оценить область разделяемых на 
нем молекулярных масс. Точка А соответствует пределу эксклюзии, или мертвому объе-
му колонки Vo. Все молекулы, масса которых больше, чем в точке А, будут элюироваться 
одним пиком с удерживаемым объемом Vo. Точка В отражает предел проникания, и все 
молекулы, масса которых меньше, чем в точке В, также будут выходить из колонки одним 
пиком с удерживаемым объемом Vt. Между точками А и В располагается диапазон селек-
тивного разделения. Соответствующий ему объем Vi=Vt-Vo часто называют рабочим 
объемом колонки. Отрезок CD представляет собой линейный участок калибровочной кри-
вой, построенной в координатах VR—IgM. Этот участок описывается уравнением 
 

VR = C1 – C2lgM, 
 
где C1 — отрезок, отсекаемый на оси ординат продолжением отрезка СD, C2 — тангенс 
угла наклона этого отрезка к оси ординат. 

Величину С2 называют разделительной емкостью колонки; ее выражают числом 
миллилитров растворителя, приходящегося на один порядок изменения молекулярной 
массы. Чем больше разделительная емкость, тем селективнее разделение в данном диа-
пазоне масс. В нелинейных областях калибровочной кривой (участки АС и BD) в связи с 
уменьшением С2 эффективность фракционирования заметно снижается. Кроме того, не-
линейная связь между IgM и VR существенно усложняет обработку данных и снижает точ-
ность результатов. Поэтому всегда нужно стремиться выбирать колонку (или набор коло-
нок) так, чтобы разделение анализируемого полимера протекало в пределах линейного 
участка калибровочной кривой. 
        Если какое-либо вещество элюируется с удерживаемым объемом больше Vt, то это 
указывает на проявление других механизмов разделения (чаще всего адсорбционного). 
Адсорбционные эффекты обычно проявляются на жестких сорбентах, но иногда наблю-
даютс я и на полу жес тких гелях, видимо, из-за повышенного сродства к матрице геля. 
Примером может служить адсорбция ароматических соединений на стирол-
дивинилбензольных гелях. 
 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
Рис. 2.16. Калибровочная кривая 
 
 

        Советские исследователи предложили теорию единого механизма жидкостной хро-
матографии полимеров на жестких гелях, из которой следует, что изменением парамет-
ров взаимодействия в системе полимер — сорбент — растворитель можно переходить от 
адсорбционного механизма к эксклюзионному и наоборот [22]. В общем случае в эксклю-
зионной хроматографии нужно стремиться полностью подавить адсорбционные и другие 
побочные эффекты, так как они, особенно при исследовании молекулярно-массового   
распределения (ММР) полимеров, могут существенно исказить результаты анализа. 
        Принципиальными отличиями эксклюзионной   хроматографии от других вариантов 
являются заранее известная продолжительность анализа в конкретной используемой 
системе, возможность предсказания порядка элюирования компонентов по размеру их 
молекул, примерно одинаковая ширина пиков во всем диапазоне селективного разде-



ления и уверенность в выходе всех компонентов пробы за достаточно короткий промежу-
ток времени, соответствующий объему Vt. Хотя данный метод применяют, главным обра-
зом, для исследования ММР полимеров и анализа макромолекул биологического проис-
хождения (белки, нуклеиновые кислоты и т.д.), указанные особенности делают его чрез-
вычайно перспективным для анализа низкомолекулярных примесей в полимерах и пред-
варительного разделения проб неизвестного состава. Получаемая при этом информация 
существенно облегчает выбор наилучшего варианта ВЭЖХ для анализа данной пробы. 
Кроме того, микропрепаративное эксклюзионное разделение часто используют в качестве 
первого этапа при разделении сложных смесей путем комбинации различных видов 
ВЭЖХ. 
        Ограниченный диапазон коэффициентов распределения определяет и главный не-
достаток эксклюзионной хроматографии — заметно меньшее, чем в других вариантах 
ВЭЖХ, число пиков, которые могут быть полностью разделены на колонке заданной эф-
фективности. Однако в последнее время благодаря успехам достигнутым в технологии 
изготовления высокоэффективных колонок, этот метод все шире применяют и для разде-
ления малых молекул. 
 
2.4.2. Особенности аппаратуры 
 
        Аппаратура для эксклюзионной хроматографии принципиально ничем не отличается 
от той, которую используют в других видах ВЭЖХ. Эксклюзионное разделение можно 
осуществить на любом жидкостном хроматографе, установив в него соответствующие ко-
лонки. Характеристики аппаратуры влияют главным образом на точность получаемых ре-
зультатов. Специфичными для данного метода являются только некоторые детекторы и 
особые требования к системам обработки данных. 
        Из всех вариантов ВЭЖХ в эксклюзионной хроматографии полимеров предъявляют-
ся наиболее жесткие требования к стабильности потока подвижной фазы. Поэтому нужно 
использовать насосные системы с точностью подачи не хуже 0,3—0,5%. В лучших насо-
сах, разработанных специально для данного метода, нестабильность скорости потока 
снижена до 0,1%. 
        Между дозатором и колонками весьма желательно устанавливать фильтр с мини-
мальным мертвым объемом, так как забивание входного фильтра колонки при анализе 
полимеров происходит гораздо чаще, чем в других видах ВЭЖХ. 
        Точность результатов в эксклюзионной хроматографии полимеров заметно зависит 
от температуры. При ее изменении на 10 °С ошибка определения средних молекулярных 
масс превышает ±10% [23]. Поэтому в данном варианте ВЭЖХ термостатирование раз-
делительной системы обязательно. 
        Дозатор и колонки обычно размещают в одном термостате. Как правило, достаточна 
точность поддержания температуры ±1 °С в пределах до 80—100 °С. В некоторых случа-
ях, например, при анализе полиэтилена и полипропилена, рабочая температура состав-
ляет 135—150 °С. Необходимо также принимать меры для предотвращения заметных 
изменений температуры в линии, соединяющей колонку с детектором. При рабочих тем-
пературах до 40—50 °С и длине линии 5—8 см ее целесообразно изготавливать из фто-
ропластового капилляра с наружным диаметром около 1,5 мм, внутренним — 0,3 мм. При 
более высоких температурах требуется термостатирование капилляра. 
        Наиболее распространенным детектором в эксклюзионной хроматографии полиме-
ров является дифференциальный рефрактометр. При работе с этим детектором следует 
помнить, что в диапазоне примерно до 5⋅103—5⋅104 его сигнал зависит от молекулярной 
массы полимера. Поэтому при исследовании полимеров, содержащих значительное ко-
личество низкомолекулярных фракций, в процессе обработки результатов нужно вводить 
соответствующие поправки или, если это возможно, проводить специальную калибровку 
детектора. Из детекторов, разработанных специально для анализа полимеров, следует 
упомянуть вискозиметрический детектор и проточный лазерный нефелометр (детектор 
малоуглового лазерного светорассеяния). Эти детекторы в комбинации с рефрактомет-



ром или другим концентрационным детектором позволяют непрерывно определять моле-
кулярную массу полимера в элюенте. При их использовании отпадает необходимость ка-
либровки разделительной системы по исследуемому полимеру, но обработка информа-
ции может осуществляться только на ЭВМ. Вискозиметрический детектор, кроме того, яв-
ляется очень удобным прибором для исследования длинноцепной разветвленности син-
тетических полимеров. 
        Обычные электронные интеграторы, используемые в ВЭЖХ индивидуальных соеди-
нений, непригодны для обработки данных, получаемых при эксклюзионной хроматогра-
фии полимеров. Для этой цели используют мини-компьютеры, которые выполняют по 
специальным программам необходимые вычисления и выдают результаты определения 
в виде средних молекулярных характеристик или кривых ММР. Современные приборы 
могут быть оснащены дополнительными устройствами для полной автоматизации анали-
за. Применение автоматических дозаторов в сочетании с мини-компьютером позволяет 
выполнять различные калибровки, выдавать в требуемой форме данные по ММР, прово-
дить их статистический анализ без участия операторов.                                     
       Как отмечалось выше, в настоящее время анализ полимеров проводят в основном на 
обычной хроматографической аппаратуре. Однако существуют и специальные приборы, 
предназначенные преимущественно для определения ММР полимеров. К ним относится, 
в частности, микрогельхроматограф ХЖ-1309. Технические характеристики хроматографа 
приведены в приложении 14.6. Этот уникальный прибор оснащен высокочувствительным 
лазерным рефрактометром с вместимостью кюветы 0,1 мкл [24] и микроколонками диа-
метром 0,5 мм с эффективностью около 30 тыс. т. т./м. Продолжительность анализа со-
ставляет 5-10 мин, а расход растворителя — приблизительно 100 мкл на один анализ, 
что позволяет работать с особо дефицитными и сверхочищенными растворителями. Ка-
либровку прибора и обработку результатов проводят на ЭВМ с пакетом программ, обес-
печивающих выполнение любых расчетов, необходимых в эксклюзионной хроматографии 
полимеров. 
 
2.4.3. Выбор сорбента 
 
        Выбор сорбентов, обеспечивающих оптимальные условия для решения конкретной 
аналитической задачи, проводят в несколько этапов. Первоначально на основе данных о 
химическом составе или растворимости анализируемых веществ устанавливают, какой 
вариант процесса следует применить — хроматографию в водных системах или в орга-
нических растворителях, что в значительной степени определяет тип необходимого сор-
бента. Разделение веществ низкой и средней полярности в органических растворителях 
можно успешно осуществить как на полужестких, так и на жестких гелях. Исследование 
ММР гидрофобных полимеров, содержащих полярные группы, чаще проводят на колон-
ках со стирол-дивинилбензольными гелями, так как в этом случае практически не прояв-
ляются адсорбционные эффекты и не требуется добавка модификаторов к подвижной 
фазе, что значительно упрощает подготовку и регенерацию растворителя. 
        Для работы в водных системах используют главным образом жесткие сорбенты; ино-
гда очень хорошие результаты удается получить на полужестких гелях специальных ти-
пов. Затем по калибровочным кривым или данным о диапазоне фракционирования, при-
веденным в гл. 4, выбирают сорбент нужной пористости с учетом имеющихся сведений о 
молекулярной массе образца. Если анализируемая смесь содержит вещества, отли-
чающиеся по молекулярной массе не более чем на 2-2,5 порядка, то обычно удается раз-
делить их на колонках с одним размером пор. При более широком диапазоне масс следу-
ет использовать наборы из нескольких колонок с сорбентами различной пористости. Ори-
ентировочно калибровочную зависимость в этом случае получают сложением кривых для 
отдельных сорбентов. 
        На выбранных таким образом колонках выполняют пробный анализ и при необходи-
мости вносят изменения в систему колонок для оптимизации разделения. Оптимизацию 



приходится проводить, если колонки не обеспечивают требуемого диапазона разделения 
или эффективности разделения. 
        Наиболее сложным является выбор системы колонок для разделения синтетических 
полимеров, имеющих широкое ММР. Обычно для этой цели применяли наборы из трех — 
пяти колонок, содержащих сорбенты с последовательно возрастающим размером пор 
(например, µ-стирогель 102+103+104+105⊕) [см. разд. 4.5.1], области   разделения   ко-
торых   перекрываются. При этом, как правило, получали калибровочную зависимость с 
линейным диапазоном около трех порядков и с достаточно большими криволинейными 
участками, а продолжительность анализа (при наиболее типичной скорости потока 1 
мл/мин) составляла 40-45 мин. Главным недостатком данной калибровки является суще-
ственное ухудшение селективности разделения на криволинейных участках, что заметно 
снижает точность результатов. Кроме того, резко усложняется обработка эксперимен-
тальных данных. Поэтому особое значение имеет выбор такой разделительной системы, 
которая характеризуется линейной зависимостью логарифма молекулярной массы поли-
мера от удерживаемого объема. В этом случае можно рассматривать хроматограмму как 
зеркальное отображение дифференциальной кривой ММР в логарифмическом масштабе. 
        В работе [25] предложен принцип бимодального распределения размеров пор, кото-
рый позволяет составлять наборы колонок с значительно лучшими рабочими характери-
стиками. В соответствии с этим принципом, для составления набора колонок с линейной 
калибровочной зависимостью в широком интервале молекулярных масс нужно использо-
вать только два сорбента с размерами пор, отличающихся на один-полтора порядка и 
имеющих умеренно узкое распределение пор по размеру. Разделительная емкость С2 ко-
лонок с этими сорбентами должна быть примерно одинаковой. Полученные бимодальные 
наборы колонок, как правило, имеют линейный участок калибровочной кривой, перекры-
вающий около четырех порядков изменения молекулярной массы, и умеренную разре-
шающую способность. За счет сокращения числа колонок соответственно уменьшается 
продолжительность разделения. Так, бимодальные наборы, выпускаемые фирмой «Дю-
пон» и состоящие из колонок с зорбаксами PSM-60 и PSM-1000 длиной по 25 см, имеют 
линейную калибровку в диапазоне молекулярных масс от 2⋅102 до 106 и гарантированную 
эффективность не менее 20 000 т. т. 
        Дальнейшие исследования показали, что необходимое распределение пор сорбента 
по размерам, обеспечивающее линейную калибровку в любом заданном диапазоне моле-
кулярных масс, в общем случае является мультимодальным и может быть рассчитано на 
ЭВМ [26]. 
        Таким образом, имея несколько сорбентов разной пористости с известным распре-
делением пор по размеру, можно рассчитать состав смешанного «линейного» сорбента. 
        Так, калибровочная зависимость тримодального сорбента на основе макропористых 
стекол [27] в диапазоне молекулярных масс  от 2⋅103 до 4⋅105 имела значительно более 
высокую степень линейности, чем у бимодальных наборов, описанных в работе [25]. 
        Линейные наборы можно составлять и из колонок с полужесткими гелями. В работе 
[25] приведен пример составления линейного набора из колонок  с [µ-стирогелями 500 ⊕ 
и 105 ⊕ в том случае, когда разделительная емкость первой колонки заметно меньше, 
чем второй. Полученная калибровочная зависимость представляет собой ломаную линию 
с точкой излома, соответствующей молекулярной массе около 20 000 (верхний предел 
селективного диапазона первой колонки). При подключении еще одной колонки с разме-
ром пор 500 Д разделительная емкость в диапазоне масс до 20 000 увеличилась пример-
но вдвое, а калибровочная зависимость набора стала практически линейной в диапазоне 
молекулярных масс от 5⋅102 до 2⋅106. 
        По мнению Йоу с сотр., колонки с жесткими гелями лучше подходят для сочетания в 
бимодальные наборы, так как свойства этих сорбентов более стабильны от партии к пар-
тии [25]. Однако следует отметить, что в последние годы качество колонок с полужестки-
ми гелями и воспроизводимость их характеристик значительно улучшились. Отмечено, 
что современные полимерные сорбенты более однородны по размерам пор, чем сорбен-



ты на основе силикагелей [28]. Опыт работы одного из авторов с колонками типа µ-
сферогель показал, что соединение различных колонок требуемой пористости, взятых 
«через одну» (например, 5⋅102+104⊕ или 103+105⊕), в большинстве случаев позволяет 
получить линейную калибровочную зависимость в диапазоне около 4 порядков. 
        Оптимизацию разделительной системы целесообразно рассмотреть на примере ис-
следования образца, о котором не известно ничего, кроме растворимости (в воде или в 
органическом растворителе) [20]. Предварительное разделение образца проводят на би-
модальном наборе колонок с широким диапазоном разделения. В зависимости от вида 
получаемой хроматограммы (рис. 2.17) изменяют разделительную систему в соответст-
вии с рекомендациями, приведенными ниже. 

1) Набор оптимален 
2) Недостаточный диапазон разделения: имеются высокомолекулярные фракции, по-

падающие в область эксклюзии. Необходимо добавить колонку с более крупными 
порами. 

3) Имеются фракции, попадающие в область эксклюзии; колонка II не участвует в 
разделении. Необходимо заменить ее на колонку с более крупными порами, чем у 
колонки I. 

4) Колонка II не участвует в разделении. Следует использовать две колонки типа I. 
5) Улучшение разделения можно получить на двух колонках со средним размером 

пор. 
6) Недостаточная селективность разделения; колонка I не участвует в разделении. 

Следует использовать две колонки типа II. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Рис. 2.17. Различные виды хроматограмм неизвестного образца:  
1 — область разделения крупнопористой колонки; 2 — область разделения мелкопористой колонки 

 
 
 

        Ес ли в любом из рассмотренных вариантов необходимо повысить эффективность 
разделения, то следует удвоить число колонок, входящих в выбранный набор. 
        Описанный процесс оптимизации не учитывает особенностей, связанных с адсорб-
цией анализируемых веществ и другими побочными явлениями. Устранение адсорбции 
за счет модификации подвижной фазы рассмотрено ниже. 
        Для предотвращения специфических затруднений, возникающих при эксклюзионной 
хроматографии биополимеров, витаминов и различных лабильных соединений, в по-
следнее время чаще всего используют сорбенты с привитой карбогидратной (типа диол) 
или эфирной фазой (µ-бондагель Е) и полимерные сорбенты, предназначенные для ра-
боты в водных средах. 
 
2.4.4. Выбор растворителя 
 
        Растворители, применяемые в эксклюзионной хроматографии, должны удовлетво-
рять следующим основным требованиям: 

1) полностью растворять образец при температуре разделения; 
2) смачивать поверхность сорбента и не ухудшать эффективность колонки;  



3) предотвращать адсорбцию (и другие взаимодействия) разделяемых веществ с по-
верхностью сорбента; 

4) обеспечивать максимально высокую чувствительность детектирования;  
5) иметь низкую вязкость и токсичность. 

 
        Кроме того, при анализе полимеров имеет существенное значение термодинамиче-
ское качество растворителя: весьма желательно, чтобы он был «хорошим» по отношению 
к разделяемому полимеру и матрице геля. Свойства, наиболее распространенных рас-
творителей для эксклюзионной хроматографии приведены в приложении 2. 
        Растворимость образца обычно является главным лимитирующим фактором, огра-
ничивающим ассортимент пригодных подвижных фаз. В приложении 3 указаны основные 
типы полимеров, которые целесообразно анализировать в тех или иных растворителях. 
        Наилучшим органическим растворителем для эксклюзионной хроматографии синте-
тических полимеров по комплексу свойств является тетрагидрофуран. Он обладает уни-
кальной растворяющей способностью, низкой вязкостью и токсичностью, лучше многих 
других растворителей совместим со стирол-дивинил-бензольными гелями и, как правило, 
обеспечивает высокую чувствительность детектирования при использовании рефракто-
метра или УФ-детектора в области до 220 нм. Для анализа высокополярных и нераство-
римых в тетрагидрофуране полимеров (полиамиды, полиакрилонитрил, полиэтиленте-
рефталат, полиуретаны и др.) обычно используют диметилформамид или м-крезол, а 
разделение полимеров низкой полярности, например различных каучуков и полисилокса-
нов, часто проводят в толуоле или хлороформе. Последний является также одним из 
лучших растворителей при работе с ИК-детектором. о-Дихлорбензол и 1,2,4-трихлор-
бензол применяют для высокотемпературной хроматографии полиолефинов (обычно при 
135°С), которые в других условиях не растворяются. Эти растворители имеют очень вы-
сокий показатель преломления, поэтому иногда их целесообразно использовать вместо 
тетрагидрофурана для анализа полимеров с низким коэффициентом преломления, что 
позволяет повысить чувствительность при детектировании рефрактометром. 
        Для предотвращения окисления растворителей и полужестких гелей в условиях вы-
сокотемпературной эксклюзионной хроматографии к о-дихлорбензолу и 1,2,4-трихлор-
бензолу добавляют антиокислители — 1,3 г/л 2,6-ди-mреm-бутил-4-метилфенола (алко-
фен БП, ионол) или 0,4 г/л 4,4/-тиo-биc(6-трет-бyтил-3-метилфенол) а (тиоалкофен БМ, 
сантонокс R). 
       Жесткие сорбенты совместимы с любыми подвижными фазами, имеющими рН<8-8,5; 
при более высоких значениях рН силикагель начинает растворяться и колонка необрати-
мо теряет эффективность. Стирол-дивинилбензольные гели совместимы в основном с 
элюентами умеренной полярности. Для работы на колонках с µ-стирогелем (от 103⊕ и 
выше), по данным фирмы «Уотерс», пригодны тетрагидрофуран, ароматические и хлори-
рованные углеводороды, гексан, циклогексан, диоксан, трифторэтанол, гексафтор-
пропанол и диметилформамид. 
        Степень набухания частиц геля в различных растворителях неодинакова, поэтому 
замена элюента в колонках с данными сорбентами может привести к снижению эффек-
тивности за счет изменения объема геля и образования пустот. При использовании не-
подходящих растворителей (ацетон, спирты) происходит столь сильная усадка геля, что 
колонка оказывается безнадежно испорченной. У сорбентов с малым размером пор (типа 
µ-стирогеля 100⊕ и 500⊕) такая усадка наблюдается как в полярных, так и в неполярных 
растворителях, поэтому с ними, кроме того, нельзя работать в насыщенных углеводоро-
дах, фторированных спиртах и диметилформамиде. Удобным, хотя и весьма дорогим вы-
ходом из положения является использование отдельных наборов колонок для каждого 
применяемого растворителя. Некоторые фирмы с этой целью выпускают колонки с одним 
и тем же размером пор, заполненные разными растворителями — тетрагидро-фураном, 
толуолом, хлороформом и диметилформамидом. 



        Для предотвращения усадки геля рекомендуется следующий способ замены раство-
рителя: колонку, содержащую растворитель А, присоединяют к насосу, устанавливают 
скорость потока растворителя А 0,3-0,5 мл/мин, проводят градиентное изменение состава 
элюента от 0 до 100% растворителя В со скоростью 1%/мин и промывают с той же скоро-
стью растворителем В в течение 1,5-2ч. Резкое изменение полярности растворителя поч-
ти всегда приводит к ухудшению характеристик колонки, и его лучше вообще избегать. 
Если такая замена все же необходима, то следует использовать промежуточный раство-
ритель. Так, толуол сначала заменяют на тетрагидрофуран и через 1-2 дня — на диме-
тилформамид. Падение эффективности при этом будет меньше, чем при одностадийной 
замене растворителя. В любом случае замена подвижной фазы в высокоэффективных 
колонках с полужесткими гелями остается весьма деликатной операцией, требующей 
особой осторожности. В принципе возможно приготовление таких колонок и для работы с 
полярными растворителями. Нужный растворитель при этом используют при набивке ко-
лонки. Однако вследствие малой набухаемости гелей в этих растворителях получаемые 
колонки обычно имеют более низкую эффективность. 
        При разделении макромолекул основной вклад в размывание полосы определяется 
затрудненной массопередачей. К с ожалению, многие из применяемых элюентов имеют 
выс оку ю вязкос ть. Для с нижения вязкос ти (а также для у лу чшения растворимости) экс-
клюзионную хроматографию часто проводят при повышенных температурах, что сущест-
венно улучшает эффективность хроматографической системы. 
        Анализ большинства полимеров на жестких гелях часто осложняется их адсорбцией. 
Для подавления адсорбции обычно используют растворители, которые адсорбируются на 
насадке колонки сильнее, чем анализируемые вещества. Если по каким-либо причинам 
это невозможно, то подвижную фазу модифицируют добавкой 0,1-2% полярного модифи-
катора, например тетрагидрофурана [29]. Значительно более сильными модифи-
каторами являются этиленгликоль и полигликоли с различной молекулярной массой 
(ПЭГ-200, ПЭГ-400, карбовакс 20 М) [30]. Иногда, например при анализе поликислот в ди-
метилформамиде, требуется добавка достаточно сильных кислот [31]. Следует отметить, 
что полностью устранить адсорбцию добавкой модификаторов удается не всегда. В таких 
случаях нужно использовать полужесткие гели [32, 33]. Некоторые полимеры хорошо рас-
творяются только в высоко полярных растворителях (ацетон, диметилсульфоксид и т. п.), 
несовместимых со стирол-дивинилбензольными гелями. При их разделении на жестких 
сорбентах выбор растворителя проводят в соответствии с общими принципами, изложен-
ными выше. 
        Иная ситуация имеет место при проведении эксклюзионной хроматографии в водных 
средах. Из-за специфических особенностей многих разделяемых систем (белки, фермен-
ты, полиэлектролиты и др.) и разнообразия применяемых сорбентов существует очень 
много вариаций состава подвижной фазы для подавления различных нежелательных 
эффектов [34, 35]. Общими приемами модификации является добавка различных солей и 
применение буферных растворов с определенным значением рН. В частности, поддер-
жание рН=<4 дает возможность подавить слабую ионообменную активность силикагелей, 
обусловленную присутствием на их поверхности кислых силанольных групп. Требуемая 
ионная сила подвижной фазы достигается при концентрации буферного раствора 0,05-0,6 
М; оптимальную концентрацию   подбирают экспериментально. Для предотвращения ио-
нообменной сорбции катионных соединений наиболее часто используют такой активный 
модификатор, как тетраметиламмонийфосфат при рН≅3. Однако при разделении некото-
рых белков могут проявляться гидрофобные взаимодействия, в свою очередь ослож-
няющие эксклюзионный механизм разделения. Те же эффекты иногда проявляются и при 
работе с дезактивированными гидрофильными сорбентами. Для их устранения к раство-
рителю добавляют метанол. Иногда в водную подвижную фазу вводят полярные органи-
ческие растворители, полигликоли, кислоты, основания и поверхностно-активные веще-
ства. 
 



2.4.5. Исследование полимеров 
 
        Важнейшей областью применения эксклюзионной хроматографии является исследо-
вание высокомолекулярных соединений. Применительно к синтетическим полимерам 
этот метод за короткий срок занял главенствующее положение для определения их моле-
кулярно-массовых характеристик и интенсивно используется для изучения других видов 
неоднородности. В химии биополимеров эксклюзионную хроматографию широко приме-
няют для фракционирования макромолекул и определения их молекулярной массы. 
        В данном разделе основное внимание уделено специфическим особенностям экс-
клюзионной хроматографии синтетических и некоторых природных полимеров, так как 
при анализе биополимеров, представляющих собой в большинстве случаев индивиду-
альные макромолекулы, отсутствуют затруднения, связанные с неоднородностью ве-
ществ по молекулярной массе. Здесь также не рассматриваются особенности высокоэф-
фективного эксклюзионного разделения олигомеров, так как они детально описаны в мо-
нографиях [21, 36]. 
        Принципиальное отличие эксклюзионной хроматографии высокомолекулярных син-
тетических полимеров заключается в невозможности разделения смеси на индивидуаль-
ные соединения. Эти вещества представляют собой смесь полимергомологов с различ-
ной степенью полимеризации и соответственно с разными молекулярными массами Mi. 
Молекулярную массу таких смесей можно оценить некоторой средней величиной, которая 
зависит от способа усреднения. Содержание молекул каждой молекулярной массы Mi оп-
ределяют либо по их численной доле в общем числе полимерных молекул, либо по мас-
совой доле в их общей массе. Обычно полимер характеризуют найденными этими спосо-
бами средними величинами, которые называют соответственно среднечисленной Мn и 
среднемассовой Mw молекулярной массой. Значения Мn дают, например, криоскопия, ос-
мометрия, эбулиоскопия, а значения Мw — светорассеяние и ультрацентрифугирование. 
        Если обозначить число молекул с молекулярной массой Mi через Ni, то общую массу 
полимера можно выразить ∑MiNi, численную долю молекул с массой Mi-Ni/∑Ni,  а массо-
вую долю молекул с массой Mi—fi=MiNi/∑MiNi. Чтобы определить часть общей массы по-
лимера, соответствующую этим долям, их умножают на Mi. 
        Просуммировав полученные значения для всех величин i, получают средние моле-
кулярные массы: 
                                                                  ∑MiNi          1 

Mn=~~~~~~=~~~~~~~ 
                                                                    ∑Ni        ∑(fi/Mi) 
 
        Отношение Mw/Mn характеризует полидисперсность полимера. 
        В практической работе часто определяют молекулярную массу полимеров методом 
вискозиметрии. Средневязкостную молекулярную массу находят по уравнению Марка —
Куна — Хаувинка: 
 

[η]=KηMη
a 

 
где [η] — характеристическая вязкость; К, а — константы для данной системы полимер — 
растворитель при данной температуре. 
 
        Величина Мη описывается уравнением 
 

Mη = (∑Mi
afi)1/a 

 
        Как правило, величины средних молекулярных масс удовлетворяют неравенству 
Mw>Mη>Mn. 



        Обычно полимерный образец характеризуют комплексом значений Mw, Мn и Mw/Mn, 
но этого может быть недостаточно. Наиболее полную информацию о молекулярно-
массовой неоднородности образца дают кривые ММР. 
        Типичная хроматограмма, полученная в процессе эксклюзионного разделения, пред-
ставляет собой достаточно плавную кривую с одним (в случае унимодального ММР) или 
несколькими максимумами. Из этой кривой с использованием калибровочной зависимо-
сти и соответствующих расчетов определяют значения средних молекулярных характе-
ристик и ММР полимера в дифференциальной или интегральной форме. 
 
2.4.5.1 Влияние различных факторов на результаты эксперимента 

 
        Стабильность и скорость подачи растворителя.

        

 В высокоэффективной эксклюзион-
ной хроматографии погрешность определения молекулярных масс примерно на порядок 
выше, чем погрешность подачи растворителя [37, 38]. В современных насосах с элек-
тронным управлением при ежедневной установке расхода далеко не всегда удается по-
лучить одну и ту же скорость подвижной фазы; при обычно используемой скорости потока 
1 мл/мин погрешность установки в 0,01 мл/мин составляет один процент, что приведет к 
ошибке определения молекулярных масс около 10%. Это обстоятельство вызывает необ-
ходимость в тщательном ежедневном контроле скорости растворителя. Точность уста-
новки расхода проверяют специальными расходомерами или по времени выхода вы-
бранного стандартного вещества. 

Практически полностью устранить ошибки, связанные с воспроизводимостью установ-
ки расхода, позволяет метод внутреннего стандарта. В этом методе к анализируемым 
пробам добавляют некоторое количество индивидуального соединения, которое элюиру-
ется из колонки после выхода полимера и не накладывается на пики низкомолекулярных 
примесей [39, 40]. При изменении скорости потока отношение параметров удерживания 
полимера и стандарта остается постоянным. 
        Время удерживания полимерных фракций определяют по формуле 
 

tR = tR’ (ts / ts’), 
 
где tR , ts — время удерживания фракции полимера и стандартного соединения по калиб-
ровке; t’R и t’s — те же параметры, измеренные по хроматограмме. 
        В работе [39] в качестве очень удобного стандартного вещества предложено приме-
нять элементную серу, которая растворяется во многих растворителях и хорошо детекти-
руется УФ-детектором и рефрактометром. 
        В хроматографических процессах, согласно уравнению Ван-Деемтера, существует 
оптимальная скорость потока, при которой колонка имеет наиболее высокую эффектив-
ность. Для большинства эксклюзионных колонок с размером частиц 10мкм она составля-
ет около 1 мл/мин. При повышении скорости потока ВЭТТ возрастает, главным образом, 
за счет ухудшения массообмена. В эксклюзионной хроматографии этот процесс выражен 
наиболее резко, так как коэффициенты диффузии сильно снижаются при повышении мо-
лекулярной массы. Отсюда также следует, что снижение эффективности в наибольшей 
степени наблюдается для высокомолекулярных фракций. 
        Так, для полистирольного стандарта с М=39⋅104 эффективность набора колонок с 
жесткими гелями при увеличении расхода от 1 до 2 мл/мин снижается примерно в полто-
ра раза, a для толуола — практически не меняется. 

Температура. Обычно эксклюзионное разделение проводили при 20-25°С, часто без 
термостатирования. Некоторые труднорастворимые полимеры (полиэтилен, полипропи-
лен, полиамиды и др.) анализируют при 135-150°С. Повышение температуры широко 
применяют для снижения вязкости растворителей, так как при этом увеличиваются ко-
эффициенты диффузии и, следовательно, эффективность колонок. В связи с тем, что 
этот эффект сильнее проявляется для самых высокомолекулярных фракций, даже не-
большое повышение температуры анализа позволяет улучшить разделение именно в той 



области, где оно наименее эффективно. Поэтому целесообразно работать при повышен-
ных температурах (40-50°С вместо комнатной температуры) и в тех случаях, когда под-
вижная фаза имеет низкую вязкость. Некоторые полужесткие гели для эксклюзионной 
хроматографии в водных средах (например, ОН-пак и ион-пак) рекомендуется использо-
вать при 40-80°С, так как в этих условиях они имеют максимальную разрешающую спо-
собность. 
       Термостатирование колонок (±0,5°С) существенно повышает точность результатов.  
       Гидродинамические объемы макромолекул полистирола, а следовательно, и их 
удерживаемые объемы зависят от растворителя и температуры. Показано [41], что они 
увеличиваются на 10% при изменении температуры от 25 до 35°С в толуоле и от 45 до 
35°С — в хлороформе. Определены температурные интервалы, в которых данными из-
менениями можно пренебречь: 25-50°С для тетрагидрофурана, 20-30°С и 45-55°С — для 
хлороформа и 35-65 °С — для толуола. Эти интервалы рекомендованы авторами для 
практической работы. 
        Размер и вязкость пробы. Эксклюзионные колонки очень чувствительны к перегрузке 
пробой. Максимальная масса полимера, которую можно вводить в колонку, составляет 
0,1-0,5мг на 1г сорбента. При работе с наиболее часто применяемыми колонками диа-
метром 7-8мм и длиной 50-60см масса образца, как правило, не должна превышать 3-5мг. 
        При большей нагрузке возрастают объемы удерживания и падает эффективность 
колонки. Образцы всегда желательно растворять в растворителе, который в данный мо-
мент используют в качестве подвижной фазы. Концентрация полимера в растворе долж-
на быть достаточно низкой, чтобы уменьшить вязкость пробы и избежать проявления 
межмолекулярных взаимодействий полимера в растворе. Допустимые значения концен-
трации полимеров в зависимости от их молекулярной массы при разделении на колонках 
с µ-стирогелем, рекомендуемые фирмой «Уотерс», должны быть следующие: 
 
            Молекулярные 

массы .....            <20000     30000—200000      400000—2000000      >2000000 
            Концентрация, 

% (масс). . . .       0,25                 0,1                           0,05                        0,01 
 
Соблюдение указанных концентраций особенно важно для анализа полимеров с узким 
ММР, в частности, для калибровочных стандартов. Увеличение вязкости анализируемого 
раствора приводит к резкому ухудшению разделения и занижению найденных молеку-
лярных характеристик полимера. Принято считать, что вязкость пробы может превышать 
вязкость подвижной фазы максимум в два раза [20]. 
        При анализе низкомолекулярных веществ (М<3000) и полимеров с широким диапа-
зоном ММР можно использовать более высокие концентрации. 
        Типичные значения объема пробы в эксклюзионной хроматографии лежат в преде-
лах 25-300 мкл. Естественно, что при большей дозе возрастает размывание полосы. Как 
правило, объем пробы должен быть менее 1/3 объема, занимаемого в колонке индивиду-
альным низкомолекулярным соединением, элюирующимся из колонки в зоне полного 
проникания. Этот объем легко определить по ширине его пика у основания. Однако если 
чувствительность детектора недостаточна и приходится увеличивать массу образца, то 
нужно увеличивать объем пробы, а не концентрацию, так как в этом варианте ухудшение 
характеристик колонки будет заметно меньше. 
        Для получения надежных и воспроизводимых результатов определения ММР кон-
центрационные эффекты должны быть устранены в максимально возможной степени. 
Поэтому в каждом отдельном случае нужно экспериментально определять допустимую 
массу образца, концентрацию и объем дозируемого раствора полимера, при которых еще 
не искажаются характеристики удерживания, выбрать оптимальные значения и вы-
держивать их во всех анализах. 
 



2.4.5.2. Разрешающая способность и эффективность хроматографической системы 
 
        Разрешающую способность хроматографических методов принято оценивать коэф-
фициентом разрешения (см. гл. 1): 
 

RS = ¼ [(α - 1) / α][k’ / (1 + k’)] √N 
 
где три сомножителя характеризуют соответственно селективность, емкость и эффектив-
ность колонки; k' — среднее значение для двух разделяемых компонентов. 
        В связи с тем, что коэффициент распределения Kd может изменяться только в пределах 
0<=Kd<=1, а для современных сорбентов k' ≅ Kd, увеличить разрешение за счет емкости практиче-
ски невозможно. 
        Селективность колонок в эксклюзионной хроматографии определяется их раздели-
тельной емкостью. Если набор колонок оптимизирован по диапазону разделения, то для 
повышения селективности приходится увеличивать число колонок, а следовательно, и 
продолжительность анализа. 
        Таким образом, главным фактором повышения разрешающей способности является 
увеличение эффективности колонок и хроматографической системы в целом. 
        Эффективность колонок характеризуют числом теоретических тарелок N, которое 
определяют по пику низкомолекулярного соединения, свободно проникающего во все по-
ры сорбента. Так, при работе с тетрагидрофураном для этой цели обычно используют то-
луол. Расчет числа теоретических тарелок чаще всего ведут тангенциальным методом 
или по ширине пика на середине высоты (см. гл. 1). 
        В процессе эксклюзионного разделения полимера за счет фракционирования моле-
кул по размеру образуется зона определенной ширины. Размывание вещества в колонке 
и в других элементах жидкостного тракта хроматографа (внеколоночное размывание) 
приводит к дополнительному расширению этой зоны. Зарегистрированная хроматограм-
ма полимера представляет собой кривую, в которой суммированы указанные эффекты. 
Общую дисперсию* хроматограммы можно представить выражением 
 

σхр
2 = σфр

2 + σк
2 + σв

2, 
 
где σфр

2 — дисперсия, обусловленная фракционированием полимера (целевой эффект); 
σк

2 — дисперсия, обусловленная размыванием в колонке; σв
2 — Дисперсия, обусловлен-

ная внеколоночным размыванием. 
__________ 
* Если форма пика соответствует гауссовой кривой, то его ширина у основания, ограниченная касательными в точках пере-
гиба, равна 4σ, где σ — стандартное отклонение гауссовой кривой. Дисперсия σ2 представляет собой квадрат стандартного 
отклонения. 
 
        Два последних фактора нежелательны, так как снижают эффективность разделения. 
Их сумма σ2

n = σ2
к + σ2

в представляет собой дисперсию приборного уширения хромато-
графической системы. Значение σ2

n можно достаточно точно вычислить по ширине пика 
индивидуального соединения, элюирующегося из колонки с объемом, близким к Vt. 
        В эксклюзионной хроматографии до недавнего времени широко использовали колон-
ки, набитые сорбентами с размером зерна 40-100 мкм (например, колонки со стирогелями 
зернением 37-75 мкм). Внутриколоночное размывание в этих колонках было достаточно 
большим, и во многих случаях для получения корректных результатов анализа требова-
лось вводить поправку на приборное уширение. Современные колонки, заполненные 
сорбентами с размером зерна 5-10 мкм, имеют значительно более высокую эффектив-
ность (до 50000 - 60000 т.т./м), значение σ2

k у них мало, а приборное уширение в значи-
тельной степени определяется внеколоночным размыванием. Поэтому при работе с та-
кими колонками нужно обращать особое внимание на минимизацию мертвых объемов во 
всех внеколоночных коммуникациях. 



        Удобным критерием оценки разрешающей способности хроматографической систе-
мы является отношение разделительной емкости С2 к корню квадратному из дисперсии 
приборного уширения √σ2

n [42]. При С2 / √σ2
n >= 7 молекулярно-массовые характеристики, 

найденные из хроматограмм без учета приборного уширения, отличаются от результатов, 
полученных абсолютными методами, не более чем на 5% [21, 42]. Эффективность систе-
мы, необходимую для достижения указанной точности, предложено определять по фор-
муле: 

√N 
         ------------------>=7,3 

C1 / С2 - lgM 
 
При этом компоненты, различающиеся по молекулярной массе на 5%, должны разде-
ляться с коэффициентом разрешения не менее 0,09 [43]. 
        Современные хроматографические системы, оптимизированные по селективному 
диапазону разделения, характеризуются эффективностью не менее 12000-15000 т.т. и 
значением С2 / √σ2

n >= 12-15. Такие параметры позволяют получать надежные характери-
стики ММР полимеров без учета приборного уширения. При очень узком ММР (Mw/Mn=< 
1,1-1,2) поправка на приборное уширение необходима даже при использовании раздели-
тельных систем с очень высокой эффективностью. Комплекс проблем, связанных с при-
борным уширением и его влиянием на результаты эксклюзионно-хроматографического 
анализа полимеров, подробно рассмотрен в монографиях [1-3]. 
 
2.4.5.3 Калибровка хроматографической системы 
 
        Определение молекулярных характеристик по данным эксклюзионной хроматогра-
фии проводят с помощью калибровочной кривой, отражающей связь удерживаемых объ-
емов с молекулярной массой. Существует несколько методов калибровки хроматографи-
ческой системы. Наиболее надежным из них является калибровка по узкодисперсным об-
разцам исследуемого полимера (Mw/Mn=<1,1). В этом случае хроматографируют ряд 
стандартов, перекрывающих требуемый диапазон молекулярных масс, измеряют удер-
живаемые объемы в максимумах пиков и строят зависимость логарифма молекулярной 
массы от удерживаемого объема, получая калибровочную кривую типа показанной на 
рис.2.16. Если по каким-либо причинам не удается получить линейную калибровочную 
зависимость, то нелинейную S-образную кривую аппроксимируют полиномом (обычно 
достаточно полинома третьей степени). Этот метод часто используют при исследовании 
индивидуальных макромолекул, в частности, белков. Так, на рис.2.18 приведена Калиб-
ровочная зависимость для геля TSK3000SW, построенная по 25 белкам. Однако для мно-
гих типов синтетических полимеров такие стандарты обычно отсутствуют, а их приго-
товление чрезвычайно трудоемко. Наиболее доступны стандарты полистирола. Они, как 
правило, имеют нормальное логарифмическое ММР, для которого справедливо соотно-
шение Мр=√Mw*Mn (Мр — молекулярная масса, соответствующая мак-cимуму пика поли-
мера), и широко применяются в практике эксклюзионной хроматографии. При использо-
вании калибровочной кривой, построенной по полистирольным стандартам, для опреде-
ления молекулярных характеристик других полимеров результаты получают в относи-
тельных величинах (в так называемой «полистирольной шкале»).         
        Калибровку по полистирольным стандартам вследствие ее простоты и доступности 
можно применять в тех случаях, когда знание истинных молекулярных масс не является 
необходимым, в частности, при сравнении свойств различных образцов, предвари-
тельном исследовании неизвестных продуктов, отработке технологических режимов син-
теза полимеров и т.д. 
 

 
 

 



 
 
 
 
 
 
 

Рис. 2.18.   Калибровочная  кривая  для TSK 3000 SW по индивидуальным белкам 
 
 
 

      Данный метод, естественно, не позволяет определить истинные значения молекуляр-
ных масс, но дает возможность проводить корректное сравнение молекулярных характе-
ристик различных образцов исследуемого материала. Следует иметь в виду, что найден-
ные таким образом величины молекулярных масс могут существенно (в 1,5-3 раза) отли-
чаться от истинных значений, а ошибка в полидисперсности  образцов обычно невелика. 
        Особенно важное значение в эксклюзионной хроматографии имеет универсальная 
калибровочная зависимость, предложенная Бенуа и сотр. [44]. Авторы показали, что раз-
деление гибкоцепных полимеров совершенно различного состава и строения на стироге-
ле в тетрагидрофуране описывается единой калибровочной кривой в координатах VR-
lg([η)]M), где произведение характеристической вязкости на молекулярную массу харак-
теризует гидродинамический объем макромолекул. Было установлено, что эта зависи-
мость справедлива также для глобулярных и жесткоцепных макромолекул. Необходимым 
условием применимости универсальной калибровки является полное исключение сорб-
ционных взаимодействий полимера с матрицей сорбента. В монографии [3] сформулиро-
ваны следующие ограничения применения универсальной калибровки. 

1. Универсальная калибровка выполнима, если разделение проводят в термо-
динамически «хорошем» растворителе, который активно адсорбируется на матрице неор-
ганического сорбента или является «хорошим» для полимерных молекул, образующих 
матрицу полужесткого геля. 

2. Универсальная калибровка может быть справедлива для полимера в «плохом» рас-
творителе, если последний является «хорошим» (или адсорбционно-активным) по отно-
шению к сорбенту. 

3. Универсальная калибровка невыполнима при разделении в растворителе, который 
не предотвращает взаимодействия макромолекул с матрицей сорбента. 
        На основе универсальной калибровки легко рассчитать калибровочную зависимость 
для любого полимера, если известны значения констант Марка—Куна—Хаувинка К и а 
для эталонного и исследуемого полимера в используемом растворителе при температуре 
разделения. 
        В качестве эталонного полимера обычно используют полистирол, для которого полу-
чают калибровочную зависимость в координатах VR-IgM, как описано выше. Далее по 
уравнению 

lgM2=[1/(1 + a2)] lg(Kη1/Kη2) + [(1 + a1) / (1 + a2)] lgM1, 
 

где Kη и a — константы уравнения Марка—Хаувинка;  
индексы 1 и 2 относятся соответственно, к полистиролу и исследуемому полимеру 

 
рассчитывают искомую калибровочную кривую. Значения Kη и а для ряда комбинаций 
полимер — растворитель приведены в приложении 14.4. Эти данные взяты в основном из 
работ [20, 45], а для растворов в трихлорбензоле — из работы [46]. Следует иметь в ви-
ду, что эти константы постоянны только на определенном диапазоне молекулярных масс, 
поэтому нередко приходится использовать несколько пар значений Kη и а. Это обстоя-
тельство еще раз подчеркивает преимущества колонок с линейной калибровкой, так как 
при отсутствии значений Kη и а для какого-то диапазона молекулярных масс калибровоч-
ную зависимость можно экстраполировать в пределах ее линейности. 



        Достаточно часто используют методы калибровки по нескольким полидисперсным 
образцам полимеров, для которых известны какие-либо комбинации Мn, Мw и [η]. В связи 
со cложностью расчетов для их реализации необходимо использовать ЭВМ и специаль-
ные программы. Эти методы описаны монографиях [19—21]. 
        Современное состояние проблемы калибровки разделительных систем для эксклю-
зионной хроматографии детально рассмотрено в обзорах [47, 48]. 
        В заключение необходимо еще раз подчеркнуть, что даже незначительное измене-
ние общего объема хроматографической системы, например замена фитинга колонки, 
детектора, коммуникации и т.п., и условий эксперимента приводит к росту погрешностей 
анализа. Поэтому калибровать нужно всю систему в целом. Это особенно важно при ра-
боте на современных высокоэффективных колонках с жесткими гелями, когда на разде-
ление полимера с широким ММР расходуется всего 5-15 мл растворителя. Калибровка и 
анализ образцов должны выполняться в строго одинаковых условиях, при которых отсут-
ствует зависимость удерживаемых объемов от концентрации пробы, скорости потока и 
температуры. Отклонение рабочих условий анализа от условий калибровки приводит к 
очень большим погрешностям: так, при изменении температуры на ±10°С ошибка опре-
деления средних молекулярных масс возрастает до 10-20% [19,49], а при изменении рас-
хода элюента на ±10% - до 50-170% [23, 49]. 
 
2.4.5.4. Обработка результатов 
 
        При значительном объеме анализов расчеты целесообразно проводить на мини-
компьютере, непосредственно соединенном с хроматографом. Ручная обработка, опи-
санная ниже, менее точна и занимает много времени. 
        Хроматограмму полимера разбивают на n равных частей (n=15-50) вертикальными 
линиями и измеряют высоты hi между кривой и базовой линией. Соответствующие вели-
чины удерживаемого объема отсчитывают от момента ввода пробы. По калибровочной 
зависимости для каждого удерживаемого объема определяют соответствующие молеку-
лярные массы Mi. Результаты сводят в таблицу и заполняют добавочные графы. 
        После заполнения таблицы суммируют числа в столбцах 2, 5 и 6 и получают величи-
ны Σhi, Σhi / Mi и ΣhiMi. Из этих сумм рассчитывают средние молекулярные массы по фор-
мулам: 
      Σhi                            Σhi / Mi 

Mn= ———— ; Mw= ———— 
             Σhi / Mi                          Σhi 

       Отношения hi/Σhi, приведенные в столбце 4, представляют собой массовые доли ка-
ждой фракции полимера, заключенной между вертикальными линиями в точках i и j=i+1; в 
столбце 7 даны значения кумулятивной массовой доли (начиная от минимальных масс), 
которая для i-й фракции определяется суммой массовых долей всех предшествующих 
фракций и половины массовой доли этой фракции fi/2. Откладывая на оси абсцисс сред-
ние молекулярные массы фракций, начиная с меньшей, а на оси ординат — соответст-
вующие значения массовой или кумулятивной массовой доли, получают дифферен-
циальную и интегральную кривые ММР полимера. 
       Достоинством данного метода является его применимость для обработки хромато-

грамм любой формы. Для унимодальных хроматограмм 
предложены более быстрые графические методы опре-
деления средних молекулярных масс [21]. 
                                          
                                                    
 
                              
Рис. 2.19. Определение средних молекулярных масс методом «тре-
угольника» 
 



       Асимметричные хроматограммы аппроксимируют треугольником, как показано на рис. 
2.19. По калибровочной зависимости находят значения молекулярных масс, соответст-
вующие точкам M1, M2 и Мр. Определяют а=М1/М2 и b=M1/Mp и рассчитывают Мn и Мw по 
формулам 

         lna + lnb 
Mn=Mp ————————————; 
             [(2a-2)/lna] – [(2b-2)/blnb] 

 
             [(2b-2)/lnb] – [(2a-2)/alna] 

Mw=Mp ————————————. 
          lna + lnb 

 
Форма таблицы для расчета молекулярных характеристик 

 
Удержи-
ваемый 
объем, 

Vi 

Высота 
отрезка, 

hi 

Молеку-
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Mi 

Массовая 
доля фрак-

ции, 
Fi=hi/Σhi 

hi/Mi Hi/Mh Кумулятивная до-
ля фракции, i=l 

W'=ΣFi+(fi/2) 
j=1 
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        Симметричные хроматограммы гаусовой формы характерны для полимеров, ММР 
которых близко к логарифмически нормальному. 
 
        В этом случае для расчета используют формулы 
 

lnМn = InМр - (1/2) σхр2D2
2;        lnМw = InМр + (1/2) σхр2D2

2; 
lnMw/Mn = σхр2D2

2, 
где D2  = 2,303 / C2. 

 
       Приближенное определение полидисперсности по симметричным хроматограммам 
можно провести без калибровки, если имеется подходящий полимер с логарифмически 
нормальным ММР и известной полидисперсностью [19, 50].  
      Определив дисперсию хроматограмм вышеупомянутого и реализируемого полимеров, 
рассчитывают искомую величину из пропорции: 
 

(Mw/Mn)1:(Mw/Mn)2 = σ2хр1 : σ2хр2 . 
 
      Различия в значениях средних молекулярных характеристик, рассчитанных для сим-
метричных хроматограмм тремя методами, находятся в пределах 3-10% [21]. 
 
2.4.6. Другие области применения 
 
        Основной областью применения эксклюзионной хроматографии, безусловно, явля-
ется исследование полимеров. Однако уникальные особенности этого метода, отличаю-
щие его от всех остальных вариантов ВЭЖХ (разделение молекул по размеру и полное 
элюирование всех компонентов из колонки за короткое время), обусловливают его пре-
имущественное использование и для решения других задач. К ним, в первую очередь, от-
носится разделение молекул, заметно различающихся по размерам. 
        Большинство современных полимерных материалов содержит различные низко-
молекулярные добавки: пластификаторы, антиоксиданты, мягчители, отдушки и др. Часто 
встречается и обратная ситуация: высокомолекулярные вещества вводят в относительно 



низкомолекулярные продукты с целью получения композиций, обладающих необходимы-
ми свойствами. Примером могут служить различные загустители, которые широко ис-
пользуют в косметических и медицинских препаратах и смазочных материалах, добавки 
для повышения температуры плавления (полиэтилен в восках) или снижения температу-
ры застывания (депрессорные присадки к нефтепродуктам) и др. Количественное опре-
деление таких добавок наиболее просто и надежно осуществляется методом эксклюзи-
онной хроматографии. 
        Этот метод также весьма удобен для сравнения различных природных и искусствен-
ных веществ, представляющих собой смеси очень сложного состава (нефтепродукты, ли-
пиды, каменноугольные и природные смолы), а также для оценки изменений, которые 
происходят при старении, окислении, переработке и деструкции подобных веществ. По-
лучаемые хроматограммы наглядно иллюстрируют различия между сравниваемыми об-
разцами даже без какой-либо предварительной информации о их составе. В ряде случа-
ев особенно ценные сравнительные результаты получают при комбинации универсально-
го и селективного детекторов. 
        В последние годы в связи с разработкой сорбентов особо высокой эффективности 
эксклюзионную хроматографию все чаще используют для разделения низко-
молекулярных соединений. На рис. 2.20 показана хроматограмма образца полиэтиленг-
ликоля (M≈200), а на рис. 2.21 — хроматограмма смеси фталатов и алкилбензолов (см. 
также рис. 5.9). Исключительно высокая инертность поверхности полужестких гелей по-
зволяет разделять на них высоколабильные вещества, которые не удается анализи-
ровать на других сорбентах. 
       При анализе полярных веществ необходимо учитывать возможность их ассоциации 
или сольватации растворителем. 
                              

  
                                          рис. 2.20                                                                                        рис. 2.21           

 
Рис. 2.20. Хроматограмма олигомеров полиэтиленгликоля 200, полученная на составной колонке 2(600Х7,5) мм 
с TSK-гелем G2000PW, подвижная фаза 0,05 M раствор NaCI, расход 1 мл/мин, давление 2 МПа, температура 40 
°С детектор—рефрактометр 
                                     

Рис. 2.21. Хроматограмма фталатов и алкилбензолов, полученная на 4 колонках шодекс KF-801 размером 300х8 
мм, растворитель тетрагидрофуран, расход 1 мл/мин, давление 7 Мпа, детектор – МФ (254 нм), проба 20 мкл, 
концентрация фталатов по 0,05%, алкибензолов – по 0,1%: 1 – динонилфталат; 2 – диоктилфталат; 3 – дигексилфталат; 4 – 
дибутилфталат; 5 – дипропилфталат; 6 – диэтилфталат; 7 – диметилфталат; 8 – η-бутилбензол; 9 – η-пропилбензол; 10 – этилбензол; 
11 – толуол; 12 – бензол 

 
 
 
 
 
 
рис. 2.22. Зависимость удерживаемого объема жирных кислот и углеводородов 
на µ-стирогеле от числа атомов углерода в молекуле: 1—жирные кислоты; 2 — углево-
дороды 



На рис. 2.22 приведен график зависимости удерживаемого объема нормальных жирных 
кислот и парафиновых углеводородов от числа атомов углерода в молекуле при исполь-
зовали тетрагидрофурана в качестве подвижной фазы. Значительная разница в удержи-
ваемых объемах углеводородов и кислот вызвана тем, что последние образуют водород-
ные связи с тетрагидрофураном и элюируются из колонки в виде более крупных по раз-
меру сольватных комплексов. 

В растворителях, не способных к образованию водородной связи (например, бен-
зол, СС14), карбоновые кислоты также имеют меньший удерживаемый объем, чем угле-
водороды, но за счет ассоциации с образованием димерных молекул. 

 В связи с исключительным многообразием структур химических соединений и не-
возможностью предварительного определения размера их молекул в растворе при экс-
клюзионном разделении малых молекул нельзя построить какую-либо общую калибро-
вочную зависимость. Для построения таких зависимостей в качестве калибровочных па-
раметров чаще всего используют длину молекул, мольный объем .или молекулярную 
массу [51—53]. При исследовании веществ с примерно одинаковой конфигурацией моле-
кул по полученным калибровочным кривым можно с достаточной надежностью опреде-
лять соответствующие параметры неизвестных соединений. 

 И наконец, эксклюзионная хроматография представляет собой наилучший метод 
для предварительного исследования  образцов неизвестного состава. За короткое время, 
практически не опасаясь каких-либо нежелательных превращений вещества в колонке, 
можно получить ценную информацию о степени сложности анализируемой смеси и (ори-
ентировочно) о молекулярной массе ее компонентов. Все остальные разновидности  
ВЭЖХ требуют достаточно больших затрат времени при выборе условий разделения. Ре-
зультаты предварительного разделения часто облегчают выбор варианта ВЭЖХ, который 
целесообразно использовать для детального изучения состава образца. Кроме того, экс-
клюзионная хроматография обычно является первым этапом при исследовании сложных 
смесей  путем сочетания различных вариантов ВЭЖХ, так как позволяет легко выделить 
из смеси нужную группу веществ. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ГЛАВА 3 
СПЕЦИАЛЬНЫЕ ВАРИАНТЫ ВЭЖХ  
  
3.1. ПРЕПАРАТИВНАЯ ВЭЖХ 
 

К настоящему времени не создан единый вариант метода препаративной ВЭЖХ, 
который обладал бы как большой скоростью и эффективностью разделения, так и высо-
кой производительностью и экономичностью. Поэтому предложены варианты метода, 
значительно различающиеся по размерам и эффективности колонок, по производитель-
ности работы, требованиям к оборудованию и затратам на оборудование, сорбенты и ра-
створители [54—56]. При выборе оптимального варианта препаративной ВЭЖХ для каж-
дой конкретной задачи .исследователю приходится сталкиваться с рядом трудностей и 
проблем. 

Первой и основной трудностью является высокая стоимость узко сепаративных 
сорбентов, особенно привитых, с размером частиц от 5 до 20 мкм. Если с этим можно ми-
риться для аналитических колонок диаметром 2—5 мм, то стоимость резко растет при ис-
пользовании колонок диаметром 10, 20 или 40 мм и может составить соответственно 200, 
800 и 3200 рублей (без. учета стоимости металлических колонок и работы по их за-
полнению). Кроме того, такие колонки достаточно непросто заполнять суспензионным 
способом. 

Вторая трудность—создание хроматографов, насосы которых могли бы подавать 
растворитель при давлениях 5—20 МПа при расходе 5—100 мл/мин, а инжекторы позво-
ляли бы водить. без размывания пробы объемом 0,5—10 мл. Для таких насосов. необхо-
димы довольно мощные, дорогостоящие и тяжелые электродвигатели, сложные и доро-
гие уплотнения, клапаны и т.д. 

Третья трудность—необходимость расходования больших объемов растворителей 
высокой чистоты, что приводит к большим затратам труда и времени на их регенерацию и 
очистку или к большим тратам на их приобретение. Расход растворителя достигает 10 л и 
более на 1 г препаративно выделенного очищенного продукта. 

Наконец, существуют проблемы, связанные с ограниченной растворимостью об-
разца в растворителе, повышенной вязкостью концентрированных растворов, взрыво- и 
пожароопасностью работы, необходимостью удаления больших объемов растворителей 
под вакуумом и т.д. 

Конечно, все эти трудности возрастают по мере роста масштаба работы и количе-
ства вещества, которое нужно препаративно выделить или очистить. Отсюда первое пра-
вило: масштаб препаративного разделения должен быть мал настолько, насколько по-
зволяют поставленные задачи. 

Многие проблемы, связанные с выделением 1—10 мг чистых веществ для их иден-
тификации современными высокочувствительными физико-химическими методами легко 
разрешаются на обычных аналитических колонках диаметром 4—5 мм путем многократ-
ного ввода проб и сбора фракций. Как правило, для таких работ не требуется никакого 
специального  оборудования, кроме обычного аналитического хроматографа,  а сбор 
фракций осуществляется вручную. Производительность работы можно увеличить без 
существенного изменения аппаратуры, заменив аналитическую колонку на препаратив-
ную диаметром 10—14 мм:  как правило, насосы способны подавать до 5—-10 мл/мин 
растворителя, а инжекторы—вводить 0,1—1 мл пробы. Правда, стоимость оборудования 
увеличивается на стоимость такой колонки, однако и производительность работы возрас-
тет в 4—10 раз. Дальнейшего увеличения количества выделяемого вещества можно до-
биться уже только при значительном усложнении и удорожании оборудования. 

Так, разделить большие количества на аналитическом хроматографе с колонкой 
диаметром 10—14 мм можно при увеличении продолжительности его работы, чего можно 
достигнуть путем автоматизации процесса ввода и сбора образца. Для этого хромато-
граф  должен быть оснащен коллектором фракций, автоматическим устройством ввода 
пробы и компьютером, управляющим их работой. Для некоторых жидкостных  насосов 



предусмотрена возможность установки специальных  препаративных головок, иногда с 
рециклом разделенных фракций, позволяющих использовать эти насосы с колонками 
диаметром 20—25 мм (при производительности до 20—30 мл/мин) или 35—50 мм (до 100 
мл/мин). Соответственно петлевой инжектор должен иметь достаточно широкие внутрен-
ние каналы и возможность установки петли размером до 10 мл. Конструкция и геометрия 
петли должны быть такими, чтобы обеспечивалось минимальное размывание образца 
при вводе пробы: длинные петли малого диаметра без резких изменений геометрии пото-
ка предпочтительней коротких и большого диаметра.  Нередко удается заметно улучшить 
разделение, одновременно уменьшив размывание образца при вводе пробы путем ввода  
пробы без инжектора, установив вместо него тройник малого Ир объема и вводя пробу 
вспомогательным насосом высокого ржавления, работающим короткий отрезок времени. 
Менее удобным способом, дающим сходный результат, является ввод больших проб на 
колонку шприцем с использованием инжектора с  прокалываемой резиновой мембраной, 
или краном малого объема, однако при этом ввод пробы (из-за ограниченного давления, 
которое можно создать шприцем даже хорошего качества: около 5 МПа для шприца ем-
костью 1 мл и около 1 МПа—для шприца емкостью 10 мл) осуществляют при остановке 
потока  (выключении основного насоса). 

   При использовании колонок большого диаметра (10 мм и более) особое внима-
ние должно быть уделено выбору сорбента. Как правило, дорогие узкодисперсные сор-
бенты с размером частиц 5 или 10 мкм для широких колонок использовать нецелесооб-
разно из-за высокой стоимости и трудности суспензионной упаковки. Поэтому часто идут 
на компромиссное решение и используют препаративную фракцию того же сорбента с 
размером частиц 25—40 мкм или 40—70 мкм, которая выпускается рядом фирм специ-
ально для этих целей. Преимуществом такого сорбента является возможность упаковки 
сухим способом в колонки большого диаметра, более низкая стоимость (в 3—6 раз де-
шевле) при полном сохранении химической природы поверхности и пористости сорбента, 
используемого в аналитическом варианте. Кроме того, при работе с более крупным сор-
бентом требуется значительно меньшее давление, что упрощает работу и позволяет ис-
пользовать более дешевое оборудование. 
             Выпускают также сорбенты для препаративной работы с размером частиц 15—25 
мкм. Колонки, заполненные такими сорбентами суспензионным методом, имеют высокую 
эффективность. При использовании непривитого силикагеля, колонок очень большого 
диаметра (более 20 мм) и при необходимости очистки или выделения очень больших ко-
личеств вещества нередко практикуется применение дешевого и доступного сорбента. 
Часто используют силикагель для ТСХ (фракция 5—40 мкм), который нередко фракцио-
нируют седиментацией для сужения фракционного состава (отделяют пылевидные ча-
стицы, заметно повышающие гидравлическое сопротивление колонки, и наиболее круп-
ные). Нередко применяют наиболее мелкую фракцию (40—70 мкм), имеющуюся в прода-
же для колоночной хроматографии. Однако переход на сорбент с другим размером и 
распределением пор и с несколько другими химическими свойствами поверхности может 
привести к заметному изменению разделения, удерживания, а иногда даже и порядка вы-
хода разделяемых компонентов. Такие же изменения наблюдаются и при переходе от 
привитого сорбента одной фирмы к препаративному сорбенту другой фирмы. 

 Количество образца, которое можно ввести на колонку для препаративного разде-
ления, зависит от многих факторов, и для каждого случая должно определяться экспери-
ментально, предпочтительно с использованием аналитической колонки и растворов об-
разца разной концентрации. В самом общем виде можно сказать, что масса образца, ко-
торую можно ввести, составляет от 0,1 до 1 мг на 1 г сорбента при отсутствии заметной 
перегрузки колонки пробой (снижение эффективности колонки менее чем в 2 раза). Как 
правило, препаративные разделения проводят при максимально возможной перегрузке 
колонки пробой, поэтому чем больше α для разделяемых компонентов, тем больше мож-
но перегрузить колонку пробой и тем соответственно больше получить разделенного ве-
щества за препаративный цикл. При разделении простых смесей, когда работают с боль-
шой перегрузкой, эффективность препаративных колонок с мелкими узкодисперсными 



сорбентами по основным пикам быстро падает, но по пикам примесей остается высокой, 
что позволяет отделять их более четко. При работе с большой перегрузкой эффектив-
ность по основным пикам для малоэффективных колонок и колонок средней и высокой 
эффективности близка. Однако по мере усложнения задачи (более сложные смеси, 
меньше α) допустимая перегрузка уменьшается и малоэффективные колонки становятся 
непригодными,. они перестают обеспечивать разделение и получение чистых компонен-
тов даже при отсутствии перегрузки. 

 Растворители, используемые для препаративной работы,. должны быть, как пра-
вило, перегнанными, профильтрованными и не содержать примесей, так как в процессе 
выделения образца из фракции упариванием его концентрация (и концентрация приме-
сей, остающихся в нем от недостаточно чистого растворителя) увеличивается в 200—
1000 раз. Смена растворителя в препаративной ВЭЖХ с колонками большого диаметра и 
уравновешивание колонки с новым растворителем обычно достаточно длительны, сопро-
вождаются большим расходом растворителей, поэтому работу надо планировать так, 
чтобы делать это по возможности редко. Раствор образца определенной концентрации 
должен быть приготовлен на основании экспериментов, выполненных на колонке с таким 
же сорбентом, но меньшего размера: вводят пробы растворов разной концентрации и 
объема и выбирают соотношение, позволяющее нагрузить колонку наибольшим количе-
ством образца при достаточном для сбора препаративных фракций в чистом виде разде-
лении. Раствор образца должен быть тщательно профильтрован и не содержать взвесей 
твердых час тиц, в том  чис ле и выпадающих в процессе его хранения до конца пре-
паративной работы. Целесообразно для предохранения колонки от возможного загрязне-
ния такими частицами ввести в систему фильтр малого объема между инжектором и пре-
паративной колонкой. Нужно стараться проводить всю препаративную работу в макси-
мально сжатые сроки, предохраняя раствор образца и собранные фракции от длительно-
го контакта с воздухом, светом и повышенной температурой. Чем ниже температура и 
меньше срок хранения раствора, чем быстрее отгоняется растворитель от собранных 
фракций, тем чище получаются собранные вещества и легче вся дальнейшая работа с 
ними. 

 Особое место в препаративной ВЭЖХ занимает эксклюзионная хроматография 
макромолекул. Этот метод используют в предварительном варианте для выделения це-
левых веществ или их групп из смесей, содержащих компоненты с заметно различаю-
щейся молекулярной массой. Исключительную важность этот метод имеет для очистки 
лабильных биополимеров. Так, на препаративных колонках с TSK-гелями SWG за один 
ввод можно очистить 100—200 мг ферментов. Разработана технология приготовления 
высокоэффективных препаративных колонок для эксклюзионной хроматографии синтети-
ческих полимеров. Это позволило решить одну из наиболее трудных проблем исследова-
ния полимеров — быстрое получение узких фракций, необходимых для исследователь-
ских целей и для калибровки аналитических систем. Особенно важным является то об-
стоятельство, что этим методом можно фракционировать практически любые полимеры, 
в то время как классические методы фракционирования не только несоизмеримо более 
трудоемки, но и малопригодны для разделения многих объектов, в частности, образцов с 
молекулярной массой до 10 000— 30000. 
          Следует отметить, что при разделении синтетических полимеров нельзя сильно пе-
регружать колонку. За счет вязкостного эффекта наблюдается сильное смещение удер-
живаемых объемов, что резко ухудшает качество получаемых фракций. Тем не менее 
производительность процесса достаточно высока. Так, при препаративном разделении на 
колонке размером 250х21,5 мм с зорбаксом-сил эффективностью около 10000 т.т. при 
единовременном вводе 200 мг образца сополимера этилена с винилацетатом (объем до-
зы 8 мл, концентрация 2,5%) разделение заканчивалось за 5 мин при скорости подвижной 
фазы (тетрагидрофуран) 16 мл/мин. Такая скорость разделения позволила за рабочий 
день фракционировать 8 г сополимера даже без применения автоматического дозатора с 
ручным отбором фракций каждые 20 с. Характеристики полученных фракций представле-
ны в табл. 3.1. 



    Эти результаты показывают, что в выбранных условиях удалось получить весь-
ма узкие фракции сополимера с молекулярной массой более 3000. Две последние фрак-
ции асимметричны и имеют заметно большую полидисперсность за счет присутствия 
продуктов с более высокой молекулярной массой, сильнее адсорбирующихся на силика-
геле. 

    Чтобы полностью избежать проявления адсорбционных эффектов, разделение 
нужно проводить на колонках с полужесткими гелями. 

 
Таблица 3.1. Характеристики узких фракций сополимера этилена с винилацетатом 
 

№ фракции Мω Мn Mω/Mn 

Исходный 
образец 

 
6300 2700 2,33 

2 10700 9300 1,15 

3 6600 5600 1,18 

4 3600 2950 1,22 

5 2000 1450 1,38 

6 1650 800 2,06 
 
 
 
3.2. МИКРОКОЛОНОЧНАЯ ВЭЖХ 
 

Среди специалистов до настоящего времени идут споры о том, какую хроматогра-
фию следует считать микроколоночной, какую обычной аналитической, но в меньшем 
масштабе [57, 58]. Если жидкостная хроматография с использованием поверхностно-
пористых  (пелликулярных)  сорбентов осуществляется на колонках диаметром около 2 
мм и даже 1 мм  и длиной до нескольких метров, можно ли считать ее микроколоночной 
ВЭЖХ или нет? Можно ли отнести к области современной микроколоночной хроматогра-
фией ранние работы с использованием заполненных микрочастицами размером 5 и 10 
мкм тефлоновых колонок, эффективность которых 500— 1500 т.т.? 

Представляется целесообразным считать, что современная микроколоночная 
ВЭЖХ возникла около 8 лет назад  и признаками ее появления в окончательно сформи-
рованном виде следует считать, во-первых, разработку технологии заполнения высоко-
эффективных колонок диаметром 2 и 1 мм, объемом от 50 до 800 мкл и имеющих приве-
денную ВЭТТ от  2 до 5, т. е. такую же, как у современных аналитических колонок, с мик-
рочастицами размером 3, 5, 7 и 10 мкм (до 20 мкм), во-вторых, создание, разработку и 
серийный выпуск как специально разработанных узлов, так и хроматографов для  микро-
колоночной ВЭЖХ. Достигнутая степень миниатюризации ВЭЖХ с колонками диаметром 
1 мм уже позволила широко ввести этот метод в практику и оценить получаемые пре-
имущества резкое снижение расхода растворителя и сорбента  (в 15—25 раз), повыше-
ние чувствительности метода и снижение определяемого минимума вещества в пробе (в 
15—25 раз). Это существенно ускорило внедрение жидкостной хроматографии в биоло-
гию, биотехнологию, медицину. 

Проводимые работы по развитию микроколоночной ВЭЖХ, направленные на даль-
нейшую миниатюризацию колонок, очевидно, являются перспективными и нужными, од-
нако их освоение и внедрение в практику в большой мере сдерживается техническими 
трудностями. Описаны капиллярные колонки для ВЭЖХ с внутренним диаметром около 5 
и 10 мкм, в том числе и с привитыми фазами, позволившие получить эффективность до 



нескольких миллионов т.т.; описаны колонки с привитыми сорбентами, имеющие внут-
ренний диаметр около 30—50 мкм, также позволившие получить эффективность около 
миллиона т.т. Однако ввод проб в такие колонки, особенно количественный, стабильная 
подача растворителей с расходом 0,01—1 мкл/мин при давлениях 10—40 МПа, наконец, 
создание детекторов с объемом кюветы в 1—20 нл, дающих высокую чувствитель-
ность,— все это только часть серьезных проблем, решить которые предстоит в дальней-
шем. Сейчас можно предсказать, что в ближайшие 5—10 лет микроколоночные хромато-
графы с колонками диаметром 0,2—2 мм найдут самое широкое применение в аналити-
ческой практике, хотя и не станут наиболее массовыми. 

Каковы же основные отличия аппаратуры для микроколоночной ВЭЖХ от обычной? 
Насос должен стабильно подавать растворитель при высоких давлениях (5—40 МПа) и 
небольших расходах (0,1—100 мкл/мин). Как правило, обычные насосы для ВЭЖХ либо 
не работают при таких параметрах, либо не обеспечивают стабильной подачи. Инжектор 
должен обеспечивать воспроизводимый ввод проб размером 0,1—1 мкл при высоких 
давлениях (до 40 МПа), что также не удается осуществить, используя старые петлевые 
инжекторы с петлями 10 мкл и более. Для соединения колонки с инжектором и детекто-
ром приходится идти либо на прямое соединение без использования капилляров, либо 
использовать капилляры с внутренним диаметром 50—150 мкм очень небольшой длины 
(2—5 см). Наконец, детектор должен иметь кювету очень малого объема (0,03—1 мкл), но 
обеспечивающую высокую чувствительность детектирования (для УФ детекторов длина 
оптического пути должна быть от 1 до 10 мм). Для градиентной микроколоночной ВЭЖХ 
дополнительно возникают трудности, связанные с микроподачей элюента в начале и кон-
це градиента (от 1% обычного расхода для микроколонки) и созданием эффективного 
микросмесителя вместимостью от 1 до 20 мкл. Весьма проблематичным становится 
формирование градиента одним насосом и системой клапанов на стороне низкого давле-
ния, так как устройство такого типа с вместимостью 10—40 мкл (включая объемы клапан-
ной системы, подводящих капилляров и поршневой камеры или камер насоса) очень 
трудно представить. 
 Какие основные проблемы в настоящее время существуют в микроколоночной 
хроматографии? Во-первых, это трудность приготовления высокоэффективных колонок с 
внутренним диаметром 0,5—2 мм с широким диапазоном сорбентов всех типов. Во-
вторых, существует ограниченный круг детекторов с микрокюветами вместимостью  
0,03—2 мкл, пригодных для работы с микроколонками, которые серийно производят в 
достаточно широком масштабе и по доступным ценам. Такими детекторами являются не-
которые УФ-фотометры, спектрофотометры, флюоресцентные детекторы,  электрохими-
ческие детекторы. Очень интересным и информативным является сочетание мик-
роколоночной ВЭЖХ с хроматомасс-спектрометром, позволяющее существенно упро-
стить проблему интерфейса для ряда применений, однако высокая стоимость такого де-
тектора ограничивает его широкое применение. Разработка детекторов с лазерными ис-
точниками позволяет создать микрокюветы для рефрактометров и Других детекторов, 
однако стоимость таких детекторов достаточно высока. В-третьих, существуют психоло-
гические трудности и инерция производства, поддерживающие развитие традиционной 
ВЭЖХ и сдерживающие развитие микроколоночной. 

Отечественный серийный микроколоночный хроматограф «Милихром» нашел ши-
рокое применение как в исследовательской работе, так и для контроля на производстве. 
Он имеет шприцевой насос вместимостью 2500 мкл, выполненный из  упрочненного стек-
ла, жидкость контактирует только с высокоинертными материалами: фторопластом, стек-
лом и танталом,  что позволяет использовать высокоагрессивные растворители и добав-
ки. Насос рассчитан на давление 10 Мпа (До 1987г. – 5 Мпа.) и диапазон подачи раство-
рителя от 1 до 600 мкл/мин. Детектором служит сканирующий спектрофотометр с диапа-
зоном длин волн 190— 360 нм и временем сканирования от  0,15 с, что позволяет осу-
ществлять сканирование в выбранном диапазоне длин волн в без остановки потока. Диа-
пазон оптических плотностей детектора от 12,8 до 0,05 единиц адсорбции на всю шкалу в 
пересчете на длину оптического пути 10 мм. Микрокювета детектора имеет вместимость 



1,5 мкл при длине оптического пути 1,5 мм. Оригинально выполнен узел ввода пробы: на-
бор пробы от 0,1 мкл и более осуществляется засасыванием пробы в иглу путем регули-
руемого хода шагового двигателя, управляющего насосом. Игла с пробой далее уплотня-
ется путем обжимания фторопластового конуса вплотную к верхнему фильтру колонки, и 
при пуске насоса проба без размывания подается  через иглу в колонку;  тем же путем 
подается растворитель,  промывающий иглу и элюирующий пробу. Таким образом, ввод  
пробы осуществляется без использования микрошприца, при  этом удается исключить 
ошибки, связанные с плохой промывкой шприца от предыдущей пробы и характерные 
для начинающего и малоопытного оператора. 

В хроматографе предусмотрено использование колонок  двух типов: стеклянных с 
внутренним диаметром 1—1,5 мм,  рассчитанных на работу при давлении до 1,5 МПа и 
создание полностью инертной хроматографической системы, и из нержавеющей стали 
длиной 60 и 120 мм с внутренним диаметром  2 мм. Все соединительные линии в хрома-
тографе выполнены  из толстостенных фторопластовых капилляров, на конце имеющих 
развальцовку, по которой и производится уплотнение; при низком давлении используются 
капилляры из полиэтилена. Шприцевой насос «Милихром» имеет привод от шагового 
двигателя, что позволяет не только обеспечить высокую воспроизводимость времени 
удерживания и количества вводимой пробы, но и формировать при необходимости в ка-
мере насоса градиент растворителя заданной формы и осуществлять градиентное элюи-
рование сложных по составу смесей веществ. Предусмотрена также работа «Милихро-
ма» с микроколлектором фракций, обеспечивающим сбор микро-фракций для последую-
щей идентификации другими физико-химическими методами. 

Серийно выпускают хроматографы, предназначенные для микроколоночной ВЭЖХ, 
различные зарубежные фирмы. Следует отметить микроколоночный хроматограф «Фэ-
милик 300 С» фирмы «Джаско», имеющий трехплунжерный насос, микроинжектор вме-
стимостью 1 и 3 мкл, спектрофотометр «Увидек 100 V» с кюветой вместимостью 1 мкл 
при 5 мм длины оптического пути и флюориметрический детектор с кюветой вмести-
мостью 2 мкл. Эта фирма имеет большой опыт в производстве микроколоночных хрома-
тографов, так как она выпустила в продажу первый микроколоночный хроматограф «Фэ-
милик 100» в 1976 г. Интересен микроколоночный хроматограф фирмы «Иско», имеющий 
шприцевой насос вместимостью 50 мл и давлением 70 МПа с подачей растворителя от 
0,02 до 600 мкл/мин, микроинжектор вместимостью 0,1 мкл и спектрофотометрический 
детектор с кюветами разной вместимости и длины оптического пути от 0,5 мкл и 10 мм до 
0,03 мкл и 1 мм. Градиентную микроколоночную систему с двумя шприцевыми насосами 
выпустила фирма «Броунли Лабс»; систему с двумя и тремя растворителями предлагает 
фирма «Хьюлетт-Пакард». Набор гибких микроколоночных хроматографов разработан 
фирмой «Жилсон» — от простейшего изократического с подачей растворителя от 0,5 
мкл/мин при 42 МПа, с микроинжектором на 1 мкл и УФ-детектором на 254 и 280 нм с 
микрокюветой 1,3 мкл при 5 мм до градиентного хроматографа, имеющего в качестве де-
тектора спектрофотометр с такой же микрокюветой или флюориметрический детектор с 
микрокюветой. Широкий набор спектрофотометров с микрокюветами вместимостью 0,5 
мкл при 1 мм длины оптического пути выпускает фирма «Кратос»; она же выпускает 
флюориметрические детекторы с микрокюветами. Изократические хроматографы для 
микроколоночной ВЭЖХ выпускают фирмы «Шимадзу», «Кнауэр», «ЛКБ», «Байо-Рэд», 
«Вариан», «Лаборатори Дэйта Контрол» и др. 

Большой интерес представляет сочетание микроколоночной ВЭЖХ с масс-
спектрометрией. Известно, что присутствие больших количеств растворителя в элюенте, 
выходящем из хроматографической колонки обычного размера (4,6 мм Х 250 мм), обу-
словливает создание достаточно сложного и дорогого интерфейса. Этот интерфейс 
предназначен для удаления растворителя и транспортировки проб в ионизационную ка-
меру масс-спектрометра. Если сечение хроматографической колонки уменьшается, как в 
микроколоночной ВЭЖХ, в 25—100 раз, т. е. если используют колонки диаметром от 0,5 
до 1 мм, мощности насосов масс-спектрометра хватает для удаления растворителя и 
поддержания высокого вакуума в ионизационной камере, и необходимость в интерфейсе 



отпадает. Следует отметить, однако, что еще не решен ряд проблем при прямой стыков-
ке микроколонки и масс-спектрометра, таких, как удаление солей из элюента при исполь-
зовании буферных систем растворителей, резкое снижение температуры на конце микро-
колонки из-за интенсивного съема тепла при испарении растворителя и др. 

Большой интерес представляют и другие сочетания микроколоночной ВЭЖХ с 
физико-химическими методами анализа. Например, показано, что с использованием дис-
ков из бромида калия можно записать и запомнить хроматографическую информацию, 
поступающую с микроколонки, и при необходимости получить ИК-спектр и другую ин-
формацию об интересующем пике или участке хроматограммы. 

 
3.3 ВЭЖХ С ГРАДИЕНТОМ СОСТАВА РАСТВОРИТЕЛЯ 
 

При разработке метода разделения сложных смесей веществ, особенно биологи-
ческого и природного происхождения, Исследователю часто приходится сталкиваться с 
тем, что в их состав не только входит большое количество соединений, но и сильно раз-
личаются их свойства. Подобрать в этом случае сорбент и растворитель, которые обес-
печивали бы разделение всех или большинства интересующих исследователя компонен-
тов, обычно не удается. Однако еще тогда, когда колонки в хроматографии были мало-
эффективными, было найдено и средство для решения таких задач — использование 
растворителя, элюирующая сила которого постепенно увеличивалась. Это приводило к 
тому, что как слабо, так и сильно удерживаемые вещества выходили из колонки за при-
емлемо короткое время,  при этом зоны сильно удерживаемых соединений сужались и 
давали более узкие и симметричные пики. Когда эффективность колонок была повышена, 
популярность градиентного  элюирования несколько уменьшилась, однако для многих 
объектов до настоящего времени это единственно приемлемый вариант — ВЭЖХ с гра-
диентом растворителя, или градиентная ВЭЖХ (ГВЭЖХ). 
 

С какими же проблемами сталкивается исследователь, переходя от изократиче-
ской ВЭЖХ к градиентной? Проблем здесь несколько, и рассмотрение их целесообразно 
разделить на связанные с конструкцией прибора, с выбором колонки и с выбором раство-
рителя для ГВЭЖХ. 

Прибор для градиентной ВЭЖХ, как видно из самого определения, должен иметь 
устройство для изменения состава растворителя по заданной исследователем програм-
ме. Возможны два варианта такого устройства: создание градиента при низком давлении 
растворителей с подачей смеси в насос и создание градиента при высоком давлении, ко-
гда каждый из растворителей (сильный и слабый) подается своим насосом с переменной 
скоростью, так чтобы элюирующая сила смеси увеличивалась. Оба варианта подробно 
рассмотрены в гл. 8. 

В приборе для ГВЭЖХ, помимо обычных узлов, появляются дополнительно про-
грамматор  (устройство формирования градиента), управляемые им система клапанов 
или второй насос (для градиента низкого и высокого давления соответственно), смеси-
тель. Этим обусловлен первый недостаток ГВЭЖХ — приборы для нее примерно вдвое 
дороже, чем для изократической ВЭЖХ. 

Нередко в состав системы для ГВЭЖХ приходится добавлять дорогое устройство 
для эффективной дегазации растворителей продуванием гелия, действием вакуума на 
растворитель, подаваемый через специальные полупроницаемые трубки и т.д. Это свя-
зано с тем, что при смешении плохо дегазированных растворителей всегда выделяются 
пузырьки, так как растворимость газа в смеси растворителей обычно отличается от сум-
мы растворимостей в чистых растворителях. Это особенно опасно при градиенте низкого 
давления, так как пузырек газа, попавший в клапанную систему и в насос, полностью на-
рушает их работу. Наконец, в градиентной системе существует довольно заметный объ-
ем от места формирования градиента растворителя до места его поступления в колонку: 
обычно этот объем составляет от 1 до 3 мл или больше, поэтому состав растворителя, 
поступающего в колонку, отличается от того, который формируется в это же время. При 



работе на колонках малого диаметра (1—2 мм) и при небольших расходах растворителя 
(10—200 мкл/мин) это приводит к еще большим отличиям. Затруднительно гомогенное 
смешение сильного и слабого растворителей, поступающих в смеситель: недостаточно 
эффективное смешение и неоднородность потока вызывают заметное увеличение шу-
мов, что мешает использовать чувствительные шкалы детектора. Наконец, при градиент-
ном элюировании практически исключается использование рефрактометрического детек-
тора, так как изменение показателя преломления при изменении состава растворителя 
приводит к нарушению его работы. 

Выбор сорбента и колонки для ГВЭЖХ также имеет свои особенности. Прежде все-
го, колонка должна быстро приходить в равновесие с растворителем постоянно изме-
няющегося состава как в процессе градиентного элюирования, так и при возвращении к 
исходному составу растворителя при подготовке колонки к новому анализу. Если для 
старых колонок в жидкостной хроматографии, работавших однократно, градиент фор-
мировался и использовался один раз, после чего сорбент в колонке заменялся свежим, и 
это позволяло применять силикагель и оксид алюминия, то для ГВЭЖХ эти сорбенты не 
подходят, так как уравновешивание их со слабым растворителем после градиента слиш-
ком длительно. Однако современные обращенно-фазные и другие привитые сорбенты 
достаточно быстро приходят в равновесие с исходным растворителем после окончания 
градиентного элюирования, что позволяет успешно использовать их для этих целей. 
Время, необходимое для уравновешивания колонки, для каждого сорбента устанавлива-
ется экспериментально по достижению постоянства времени удерживания веществ, вхо-
дящих в анализируемую смесь. Это время различно как для разных сорбентов, так и для 
разных по составу растворителей, и может колебаться от десятков до нескольких сотен 
минут. 

Наконец, очень важно правильно выбрать растворитель и добавки для него при 
ГВЭЖХ. Если при изократической ВЭЖХ небольшие примеси, присутствующие в раство-
рителе, приходят в равновесие с сорбентом и обычно не дают ложных пиков или увели-
чения шумов, то в ГВЭЖХ требования к чистоте растворителей значительно более жест-
кие. Например, в случае обращенно-фазной ГВЭЖХ использование воды, недостаточно 
очищенной от органических загрязнителей, присутствующих в природной воде или прив-
несенных в процессе ионообменной  очистки или перегонки, приводит к появлению набо-
ра интенсивных пиков, элюируемых из колонки метанольно-водным или ацетонитрильно-
водным градиентом. Перегонка воды часто приводит (если аппаратура выбрана неудач-
но) не к уменьшению, а к увеличению количества и содержания органических загрязните-
лей, добавляющихся при контакте воды с недостаточно чистой аппаратурой, полимерны-
ми пробками и шлангами, смазками на органической основе и т.д. Кроме того, многие ор-
ганические вещества, малолетучие сами по себе, способны легко перегоняться с водя-
ным паром и, следовательно, загрязнять  конденсат. Наиболее надежным методом очи-
стки воды для ГВЭЖХ следует признать двукратную дистилляцию в стеклянной или квар-
цевой аппаратуре на шлифах, при этом на первой стадии проводится окисление приме-
сей перманганатом калия, а на второй — обработка щелочью для удаления кислых ве-
ществ. Если после этого необходима дополнительная очистка, ее проводят пропусканием 
воды через колонку большого диаметра с крупным (30—100 мкм) обращенно-фазным 
сорбентом, используемым для препаративной работы и относительно дешевым. Хранить 
такую высокочистую воду желательно в темном месте в бутыли, тщательно закрытой 
пробкой. Вода не должна контактировать с полимерами, выделяющими в нее продукты 
деструкции, стабилизаторы, пластификаторы и другие загрязнители. Желательно не хра-
нить высокочистую воду длительный срок, так как ее чистота сохраняется относительно 
недолго. 

Другие растворители для ГВЭЖХ должны быть квалификации «для УФ-
спектроскопии» или «для жидкостной хроматографии». Производство ацетонитрила и ме-
танола, а также воды таких квалификаций освоено нашей промышленностью. При хране-
нии, а также использовании таких растворителей всегда следует помнить о потенциаль-
ных загрязнителях и по мере возможности избегать их. 



Примеси, находящиеся в метаноле или ацетонитриле, точно так же могут накапли-
ваться на колонке и проявляться в виде пиков при градиенте. Это легко понять, если 
представить себе, что начальный состав растворителя органический компонент — вода 
50 : 50. Невымываемая таким растворителем примесь, например нафталин, может быть 
добавлена как в воду, так и в метанол и будет накапливаться в начале колонки одинаково 
независимо от компонента системы растворителей, ее содержащего (метанола или во-
ды). Если спустя какое-то время начать градиентное элюирование, нафталин при более 
сильном растворителе начнет двигаться и выйдет в виде узкого пика. 

Наиболее жесткие требования предъявляют к растворителю если градиент осуще-
ствляется с детектированием при длинах волн ниже 220 или 210 нм, так как в этом случае 
поглощают и проявляются в виде пиков многие примеси, УФ-прозрачные при 254 или 280 
нм. 

Единственным путем установления пригодности растворителей для ГВЭЖХ служит 
проверка в реальных хроматографических условиях с градиентом требуемого состава, но 
без введения пробы вещества (холостой градиент). Как правило, проверку проводят сна-
чала на более грубых шкалах детектора и при длинах волн 254 или 280 нм, а при получе-
нии положительного результата переходят на более чувствительные шкалы и длины волн 
220 нм и ниже. Если работа по ГВЭЖХ прервана на относительно большой срок (более 
недели) или один из растворителей (или оба) заменены на новые (даже той же квалифи-
кации и партии), всегда следует до начала работы с образцами создать холостой гради-
ент для проверки работоспособности системы в целом. 

Следует отметить, что многие добавки к растворителям, такие, как соли, кислоты, 
ион-парные и другие реагенты, способны заметно изменить свойства растворителей. Так, 
накопление полифосфатов в солях фосфорной кислоты, используемых для приготовле-
ния буферных растворов, приводит к существенному дрейфу при градиенте из-за сильно-
го УФ-поглощения полифосфатов. В некоторых случаях удается уменьшить дрейф в гра-
диентном режиме, если уравнять УФ-поглощение слабого и сильного элюирующих рас-
творов добавкой УФ-поглотителя, такого, как ацетон, к менее                УФ-поглощающему 
раствору. Градиент тем легче осуществить, чем он меньше по диапазону, поэтому целе-
сообразно менять растворитель по составу только в тех пределах, которые необходимы 
для разделения. Это позволяет повысить чувствительность, уменьшить дрейф нулевой 
линии и количество ложных пиков, а также ускорить как элюирование, так и возврат сис-
темы к исходным условиям для нового анализа. 

Если при градиентном элюировании используют другой тип детектора, например 
флюориметрический, высокие требования к чистоте растворителей остаются, но меняет-
с я их направленность — не должно быть флюоресцирующих примесей. О пригодности 
растворителей для работы судят также, осуществляя холостой градиент. 

В заключение отметим, что к градиентному элюированию следует прибегать только 
в тех случаях, когда его применение является единственным путем решения данной про-
блемы. Если проверка в градиентном режиме показала, что возможно использовать изо-
кратический вариант для интересующих .веществ, следует немедленно перейти к нему. 
Это всегда выгодно, даже в тех случаях, когда анализ разбивается на два изократиче-
ских, выполняемых на двух приборах с более сильным и более слабым растворителями. 
Более воспроизводимые результаты и возможность использовать более чувствительные 
шкалы, менее жесткие требования к качеству растворителя — это только некоторые из 
получаемых преимуществ. 

Следует также отметить, что при работе в обращенно-фазном режиме с системой 
метанол — вода, вязкость которой не аддитивна, а меняется от 1 до 1,5 и затем до 0,6 
Мпа•с при переходе от 100% воды к 100% метанола, колонка находится в неблагоприят-
ных условиях, так как при постоянном расходе давление на колонку сначала возрастает в 
1,5 раза, а затем падает в 2 раза к концу градиентного элюирования. Картина повторяет-
ся в процессе регенерации колонки, при возврате к слабому растворителю. Это сокраща-
ет срок службы колонки и затрудняет работу с колонками, содержащими мелкий сорбент 
(менее 5 мкм). 



 
3.4. ВЭЖХ С ПОЛУЧЕНИЕМ ПРОИЗВОДНЫХ ДО И ПОСЛЕ КОЛОНОЧНОГО РАЗДЕЛЕ-
НИЯ 
 

Использование не самого образца, а его производных в жидкостной хроматогра-
фии позволяет увеличить чувствительность и селективность метода. Иногда для получе-
ния производных необходимо предварительное концентрирование образца. Для много-
компонентных смесей обычно требуется предварительное разделение на более простые 
по составу фракции, чтобы исключить перекрытие зон в конечной   хроматограмме или 
удалить примеси, влияющие на характеристики колонки. Некоторые соединения не обла-
дают способностью поглощать свет, и для их определения с помощью вы-
сокочувствительных фотометрического или флуориметрического детекторов необходимо 
получить производные, регистрируемые этими детекторами. Присоединяя способную к 
флуоресценции группу к окси- или аминогруппе образца, можно обнаружить очень малые 
концентрации флуоресцирующих веществ. 

Производные, полученные из экстрактов биоматериалов, имеют значительно 
меньшую полярность компонентов, что позволяет существенно изменить время их выхо-
да и отделить от общей массы полярных соединений. Большинство реактивов, приме-
няемых для модификации, реагирует с полярными группами образца, уменьшая его по-
лярность. Уменьшение полярности полученных производных дает возможность приме-
нять адсорбционную хроматографию, а не обращенно-фазную, и легко отделить вещест-
во от не вступивших в реакцию соединений. Полученные менее полярные производные 
экстрагируют и вводят в хроматограф. Таким образом очищают сложные загрязненные 
образцы фармацевтических или сельскохозяйственных препаратов, а также биохимиче-
ские субстраты: мочу, плазму, сыворотку, кровь. 

Чтобы разработать хороший способ модификаций, необходимо знать химическую 
структуру образца. Производные подбираются так, чтобы добиться хорошего отклика 
флуоресцентного или фотометрического детектора. Обработанный образец вводят в 
хроматограф для получения конечного разделения. Производные получают в тех случа-
ях, когда необходимо: 

1) отделение от матрицы интересующего нас соединения; 
2) улучшение разделения за счет снижения полярности или изменение значений а      

выбранных пар компонентов; 
3) отклика детектора на конкретные компоненты образца; 
4) изменение отклика детектора на различные компоненты образца, 
 

в результате чего могут количественно оцениваться интересующие нас вещества даже 
при наличии перекрывающихся зон не интересующих нас соединений. Две последние 
причины наиболее актуальны. Производные получают и в случае нестойких веществ, ко-
торые могли бы разложиться в хроматографе. Так обрабатывают арилгидроксиламины 
метилизоцианатом, переводя их в карбамиды. 

Общие аспекты получения производных в жидкостной хроматографии в целях по-
вышения чувствительности подробно рассмотрены в литературе. Производные могут 
быть получены до введения вещества в колонку и после разделения его на хроматогра-
фической колонке перед прохождением детектора. 
 
3.4.1. Получение производных до введения вещества в колонку 
 

Производные до введения вещества в колонку получать легче. Реакцию и очистку 
вещества обычно проводят вне хроматографа. Этот процесс может быть медленным, од-
ноэтапным и многоэтапным, причем нет никаких ограничений при проведении реакций. 
Применяют любой растворитель или смесь растворителей, продолжительность реакции 
не ограничена. Реагент берут в избытке и удаляют перед введением в хроматограф, при-
чем возможен широкий выбор реагентов. 



Производные можно получать для многих классов органических соединений, если 
предварительно проводить химическое превращение интересующих нас веществ в со-
единения, способные давать производные. Например, гидролиз сложных эфиров приво-
дит к получению кислот и спиртов. Уменьшение полярности производных по сравнению с 
таковой в исходном образце приводит к двум важным следствиям: менее полярные ве-
щества регистрируются в виде более острых пиков с большим числом теоретических та-
релок, у них уменьшается разброс значений k' и появляется возможность разделения в 
изократическом режиме вместо градиентного. У полученных производных выше значения 
а для выбранных пар веществ. Описаны производные, чувствительность определения 
которых на электрохимическом детекторе очень высока. Некоторые реагенты, применяе-
мые для получения производных, приведены в табл. 3.2. 

Получение производных до колонки имеет следующие недостатки. Некоторые об-
разцы дают более одного продукта реакции для одного конкретного вещества и, следова-
тельно, два или больше пиков на хроматограмме для индивидуального вещества. Реак-
ция не всегда протекает полностью или доопределенного предела для каждого анализи-
руемого образца. Наконец, управление ходом реакции вручную может оказаться трудо-
емким и связанным с большой потерей времени, чего не наблюдается при автоматиче-
ском режиме получения производных после колонки. 

Некоторые фирмы выпускают специальное оборудование для получения произ-
водных в автоматизированном режиме, на котором можно проводить операции растворе-
ния, экстракции, обработки реагентами, повторной экстракции, фильтрации, выпаривания 
с растворением осадка другим растворителем и т.д. 

 
3.4.2. Получение производных после разделения в колонке 
 

Реакция сводится к получению производных уже разделенных зон образца. Обыч-
но требуется тщательный подбор аппаратуры и реагентов. Этот метод был применен 
Стайном и Муром для анализа аминокислот, не имеющих окраски. Аминокислоты после 
выхода из колонки взаимодействуют с нингидрином, превращаясь в окрашенные соеди-
нения, способные поглощать свет на длине волны 570 нм и обнаруживаемые фото-
метром. Принципиальная схема установки для получения производных после колонки 
приведена на рис.3.1. 

Имеются следующие отличия этого метода от метода получения производных до 
колонки: 

1) могут использоваться для одновременного обнаружения два детектора; 
2) скорость реакции должна быть большой;  
3) реактив не должен обнаруживаться детектором; 
4) использование элюента может мешать выбору реагентов из-за нерастворимости 

или возможной реакции; 
5) обнаруживаемые вещества могут распадаться и разрушаться. 

 
Таблица 3.2. Реагенты, способствующие улучшению условий обнаружения за счет полу-
чения производных образца до колонки 
 

                  
 
       Реагент 

Обрабатываемые 
компоненты об-
разца 

Необхо-
димость 
предва-
ритель-
ной обра-
ботки об-
разца* 

 
Характеристики производных               
образца 

Ли-
тера-
тура 

 λ1**   λ2 ε***•10 - 4 

n-
Бромфенацилбромид 

Карбоновые ки-
слоты 

 
     Да 

 
260 

    1,8 
(254) 

[71] 
[75] 



N-Сукцинимидил- 
n-нитрофенилацетат 

Карбоновые ки-
слоты 

   
       ? 

 
265 

 0,62 
(254) 

[75] 

1-(n-Нитро)бензил- 
3-n-толилтриазин 

Карбоновые ки-
слоты 
 

   Нет   0,62 
(254) 

[71] 

3,5Динитробензол-
хлорид 

Спирты, амины, 
фенолы 

    -   1,0 
(254) 

[71] 
[75] 

Хлорангидрид пиро-
виноградной кислоты 

Фенолы, амины, 
спирты, меркап-
таны 

    -    [76] 

n-Иодбензолсульфо- 
нилхлорид 

Фенолы, спирты    Да     

Бензоилхлорид Спирты     -  
230 

 1,3 
(230) 

[76] 

n-
Нитробензоилхлорид 

Спирты     -  
254 

 1,0 [71] 

n-
Метоксибензоилхло-
рид 

Амины    
    Да 

 
254 

 1,5 [77] 

n-Нитробензоилгидр-
оксиламинхлорид 

Альдегиды, кето-
ны 

     
    ? 

 
 265 

 0,62 
(254) 

[75] 
[78] 

                  
 
       Реагент 

Обрабатываемые 
компоненты об-
разца 

Необхо-
димость 
предва-
ритель-
ной обра-
ботки об-
разца* 

 
Характеристики производных               
образца 

Ли-
тера-
тура 

 λ1**   λ2 ε***•10 - 4 

 
 
 
2,4-
Динитрофенилгидро-
зин 

 
Альдегиды, кето-
ны 
 

    
    Да  

 
430 
 

  
2,0 
(430) 

 
[75] 
[79] 

 
Амины 

 
     ? 

 
265 

  
0,62 
(254) 

 
[75] 

2,4-Динитро-1-фтор-
бензол 

Амины  
    Да  

 
360 

   
[71] 

Данзилхлорид(5-N,N-
диметиламинафта-
лин-1-сульфохлорид) 

Амины, амино-
кислоты, пептиды, 
фенолы 

    -  
360 

 
510 

  
[71] 

Пиридоксаль Аминокислоты     -  
330 

 
400 

  
[71] 

n-Нитробензилметил-
амин 

Изоцианты     -  
265 

 
 

 0,62 
(254) 

[80] 
 

Фенантренборная ки-
слота 

1,2-, 1,3- или  
1,4-диолы 

    -  
313 

 
385 

  
[81] 

 
 



   * «Да» означает, что обработанный образец может непосредственно вводиться в 
хроматограф. При использовании флуориметрического детектора λ1 соответству-
ет максимуму возбуждения (первичная), а λ2 — максимуму эмиссионного излучения 
(вторичная). 

** Для фотометрического обнаружения указана длина волны, соответствующая 
максимальному поглощению света. 
   *** Число в скобках, соответствует длине волны λ2, для которой указана ε. 
 

 
 

Рис. 3.1. Схема установки для получения производных после колонки: 1—насос, подающий реактив; 2—насос для 
подачи пробы; 3—колонка; 4—первый детектор (не обязателен); 5 — тройник; 6 — реактор; 7 — второй детектор; в—спираль, 

создающая противодавление 
 

Требуется тщательное конструирование узлов оборудования, поскольку эффекты 
размывания зоны вне колонки могут быть значительными. Некоторые реагенты для полу-
чения производных после колонки приведены в табл. 3.3. Продолжительность реакции 
должна быть не более 20 мин во избежание большого внеколоночного размывания. Дру-
гим ограничением почти для  всех видов реакций является преобладание воды в оконча-
тельной смеси, и поэтому хроматографирование проводят лишь с водными подвижными 
фазами или с растворителями, смешивающимися с водой. Некоторые реагенты, приве-
денные в табл. 3.3, применимы и для получения производных до колонки. 

Конструкция системы с получением производных после колонок должна обеспе-
чить смешение вытекающей из колонки жидкости с реагентом и выдержку при некоторой 
температуре T в течение такого-то времени t. Для обеспечения выдержки в период t на 
участке между колонкой и кюветой  детектора возможны три подхода: 

1) применение короткого отрезка капиллярной трубки, позволяющей проводить 
реакцию   за 10— 30 с; 

2) использование короткой колонки, наполненной стеклянными шариками неболь-
шого диаметра (выдержка до 3 мин); 

3) использование сегментированного потока, что улучшает перемешивание и уве-
личивает продолжительность выдержки до 20 мин. 
 

Следует также учесть, что реагенты и подвижная фаза должны быть смешиваемы, 
что размывание зон вне колонки увеличивается при использовании более вязких реакци-
онных смесей и при увеличении времени реакции. Для предотвращений этих явлений 
часто предпочитают проводить реакцию при повышенных температурах. 

При протекании быстрых реакций в несегментированном потоке в коротких трубках 
основное — это смешение реакционной смеси до ее поступления в кювету детектора. 
Для смешения применяют специально сконструированные тройники, на выходе которых 
устанавливают свернутую в спираль трубку («смесительная спираль»). Обычно применя-
ют тефлоновые спирали с внутренним диаметром от 0,2 до 0,5 мм и длиной 10 м. Неко-
торые производные могут быть получены и без добавления реагента, непосредственно в 
хроматографе за счет фотохимической реакции. 
 
Таблица 3.3. Реагенты, взаимодействующие с образцом, после прохождения его через                                                                        
колонку (непосредственно перед детектором в ВЭЖХ) 
 

         Реагент     Обнаруживаемые  
           вещества 

                   Примечание 



Флуорескамин 
(флурам) 

Амины, аминокислоты, 
пептиды 

Быстрая реакция, очень быстрое об-
наружение по флоуресценции 

Ортофталевый 
альдегид 

Амины, аминокислоты Быстрая реакция, очень быстрое об-
наружение по флоуресценции 

Нингидрин Амины, аминокислоты Продолжительность реакции 1мин. 
При 140°длины волн поглощения об-
разующих соединений 440 и 570 нм 

o-Нитрофенол (на-
триевая соль) 

Карбоновые кислоты, 
другие кислоты 

Быстрая реакция, обнаружение обра-
зующих соединений по поглощению 
свет на длине волн 432 нм 

2,4- Динитрофенил-
гидразин 

Альдегиды, кетоны Продолжительность реакции 3 мину-
ты; обнаружение по поглощению све-
та на длине волны 430 нм 

 
Ce4+ 

Фенолы, углеводы, кар-
боновые кислоты,  дру-
гие окисляемые органи-
ческие вещества 

Продолжительность реакции и темпе-
ратура для различных веществ попа-
дают в диапазон от приемлемых до 
предельно допустимых значений; об-
наружение по флоуресценции 

Фермент плюс суб-
страт (субстраты) 

Ингибиторы ферментов 
(например фосфоргани-
ческие и карбаматные 
инсектициды) 

Реагент может быть очень чувстви-
тельным и специфичным 

 
Субстраты для вы-
бранного фермента 

Любой фер-
мент(например лактат-
дигидрогеназа, креатин-
кеназа, щелочная фос-
фатаза) 

Реагент может быть очень чувстви-
тельным и специфичным 

Реактив Грисса 
(раствор сульфа-
ниловой кислоты и  
α-нафтиламина в 
разбавленной ук-
сусной кислоте) 

Нитриты, нитрозамиды, 
нитрозокарбаматы, ал-
килнитриты 

Продолжительность реакции 3 мин., 
обнаружение по поглощению света на 
длине волны 550 нм 

Фотохимическая 
реакция вытекаю-
щей из колонки 
жидкости 

Каннабиноиды Используется соответствующая длина 
волны облучающего света для селек-
тивного преобразования компонентов 
образца во флоуресцирующие произ-
водные 

Феррицианид Сахар, другие окисляе-
мые вещества 

Производное феррицианида обнару-
живается электрохимическим детек-
тором 

Неокупроин Сахара Продолжительность реакции 3 – 15 
мин при 97 С° 

5,5’ – Дитио – (2 – 
нитробензойная 
кислота) 

Тиолы, ферменты, не-
сущие SH-группы 

Быстрые реакции, обнаружение по по-
глощению света на длине волны 412 
нм 



Этилендиамин-
гексацианоферрат 

Катехоламины Продолжительность реакции 5 мин 
при 75 С°; обнаружение по флуорес-
ценции на длине волны 400 (I) и 510 
нм (II) 

9,10-
Фенантренхинон 

Гуанидины Продолжительность реакции 2 мин 
при 60 С°; флуориметрическое обна-
ружение на длине волны 380 (I) и 450 
нм (II) 

N-Метилникотин-
амидхлорид 

Соединения с группами 
–CH2-CO 
 

Продолжительность реакции 2 мин 
при 100 С°; флуориметрическое обна-
ружение на длине волны 380 (I) и 450 
нм (II) 

Изоникотинил-
гидразин 

3-Китостероиды Продолжительность реакции 2 мин 
при 70 С°; флуориметрическое обна-
ружение на длине волны 360 (I) и 450 
нм (II) 

 
 
3.5. ИОН-ПАРНАЯ ХРОМАТОГРАФИЯ 
 

Ион-парная хроматография давно находила применение в жидкостной хромато-
графии и экстракции для извлечения лекарств и их метаболитов из биологических жидко-
стей в органическую фазу. Как самостоятельный раздел ВЭЖХ ион-парная хроматогра-
фия, называвшаяся также экстракционной, парно-ионной, хроматографией с использова-
нием ПАВ, хроматографией с жидким ионообменником, стала развиваться с середины 70-
х годов. Метод занимает промежуточное положение между ионообменной хроматографи-
ей и адсорбционной, распределительной или обращенно-фазной. Недостатки ионооб-
менных материалов, а именно невоспроизводимость от партии к партии, меньшая актив-
ность и стабильность по сравнению с другими сорбентами и небольшой выбор наполни-
тельного материала, исключающий изменение селективности за счет сорбента, привел к 
некоторому ограничению применения ионообменной хроматографии. В ион-парной хро-
матографии большинство этих недостатков можно преодолеть. Метод ион-парной хрома-
тографии характеризуется универсальностью и обладает преимуществом по сравнению с 
классической ионообменной хроматографией, в котором активные центры фиксированы. 
Вследствие более быстрой массопередачи в ион-парной системе хроматографическое 
разделение более эффективно, чем на ионообменнике с фиксированными и активными 
зонами. 

Ион-парную хроматографию используют для разделения образцов, содержащих 
как ионные, так и неионные соединения. Ее применяют в тех случаях, когда трудно или 
невозможно получить приемлемое разделение образца методом ионообменной хромато-
графии адсорбционной или обращенно-фазной. В некоторых случаях ионные соединения 
можно разделить на обращенной фазе, придавая им свойства неионных соединений (по-
давление ионов) с помощью буферного раствора с соответствующим рН, при котором 
равновесие смещается в сторону образования неионизированной формы. Полярные ве-
щества, обладающие липофильными свойствами, делятся при этом на обращенной фазе 
как неполярные. Однако большинство наполнительных материалов колонок надежно ра-
ботает только при рН=1,5—7,5. Ис ключение с ос тавляет партис ил        5 ОДС, рабо-
тающий при рН=1—8,5. В этом диапазоне рН сильные кислоты и основания ионизирова-
ны. 

Попытки разделения сильных кислот и оснований методом подавления ионов ока-
зываются неудачными из-за плохого удерживания веществ и асимметрии пиков. Соеди-
нения, остающиеся ионизированными в интервале рН=2—8, удовлетворительно разде-
ляются методом ион-парной хроматографии, когда в подвижную фазу добавляют проти-



воион, заряд которого противоположен заряду молекулы, и создается ион-парный ком-
плекс, обладающий свойствами неполярного вещества. Если к ионному соединению, рас-
творимому только в воде, добавить противоион, то образуется ионная пара, которая, об-
ладая свойством растворяться в органической фазе, распределится между водным и ор-
ганическим слоем. Возможна также адсорбция липофильной части противоиона в угле-
водородной фазе наполнительного материала. Очевидно, что катионы будут хорошо экс-
трагироваться анионами, и наоборот. 

Таким образом, ионизированные молекулы находятся в равновесии и образуют 
ионную пару: растворенное вещество—противоион, причем все равновесия имеют кон-
центрационные зависимости. В упрощенном виде распределительное равновесие может 
быть представлено в виде 

 
                                                  В+вод + Р- орг <=> (В+Р- )орг , 
 
где В+ — протонированная форма основания, которое нужно экстрагировать; 
       Р- — анион кислоты, который применяют для образования ионной пары. 

Ионная пара В+Р- будет растворяться в полярной органической фазе, например в 
смеси спирта с хлороформом, а ионные формы будут растворяться в воде. Для опреде-
ления ароматических сульфокислот применяют в качестве противоиона тетра-
бутиламмоний, а для анализа хинина—сульфокислоты камфоры. В качестве противоиона 
обычно используют четвертичные или третичные амины, соли сульфокислот. Наиболее 
часто применяют тетраметил, тетрабутил, пальметилтриметиламмоний для анализа ки-
слот, сульфированных красителей и третичные амины типа триоктиламина для анализа 
сульфонатов. Противоионами для анализа оснований являются соли алкил- и арилсуль-
фокислот, перхлораты, пикраты. 
 Существует четыре варианта ион-парной хроматографии: 

1) адсорбционная хроматография, когда ионные пары вымываются элюентом с си-
ликагеля;  

2) нормально-фазная распределительная хроматография, когда вода, нанесенная 
на пористую подложку, является неподвижной фазой, органический раствори-
тель—элюентом;  

3) обращенно-фазная распределительная хроматография с органическим раствори-
телем в качестве неподвижной фазы и водой в качестве элюента; 

4) обращенно-фазная хроматография, когда гидрофобный ион, образующий ионную 
пару, адсорбируется углеводородной частью неподвижной фазы. Иногда добав-
ляют ПАВ, например цетилтриметиламмонийбромид (цетримид). 

Ион-парную хроматографию применяют и для разделения амфотерных веществ. 
Когда ион-парную хроматографию применяют в нормально-фазном варианте в качестве 
противоионов, иногда используют ионы, способные к абсорбции света или к флуоресцен-
ции, для улучшения идентификации некоторых не поглощающих свет соединений. В этом 
варианте ион-парной хроматографии селективность системы изменяется за счет из-
менения полярности органической фазы. В табл. 3.4 приведены примеры использования 
ион-парной хроматографии при работе в режиме нормально-фазной хроматографии. 

Однако наиболее часто применяют ион-парную хроматографию на обращенной 
фазе, при которой в качестве подвижной фазы используют водный буферный раствор и 
органический растворитель, смешивающийся с водой, обычно метанол или ацетонитрил. 
В подвижную фазу добавляют противоион, заряд которого противоположен заряду моле-
кулы, а в качестве сорбента используют силикагель с химически привитой фазой, обычно 
С8 или C18. Иногда разделение осуществляют с применением несмешиваемой с водой 
механически удерживаемой фазы, например, бутанола. При разделении на обращенной 
фазе более стабильной, чем механически удерживаемая фаза, водные образцы могут 
непосредственно вводиться в колонку, что особенно важно для анализа биологических 
образцов. При этом нет необходимости в предварительной очистке, так как гидрофиль-
ные компоненты мгновенно вызываются из колонки. Градиентное элюирование проводят, 



изменяя концентрацию противоиона в подвижной фазе или меняя полярность раствори-
теля. При изменении концентрации противоиона, который остается в неподвижной фазе, 
изменяется сила растворителя, а при изменении рН подвижной фазы изменяется се-
лективность разделения. 

 
Таблица 3.4. Примеры использования нормально-фазной ион-парной хроматографии 
 
Неподвижная фаза                                               
(вода)* 

  Подвижная фаза      Противоион          Разделяемые                                          
           соединения 

рН=9,0 
 
 

Циклогексан (хло- 
роформ), пентанол 

N,N-Диметилпро- 
триптилин** 

Карбоновые кислоты 

0,1 М НСlO4 
 
 
 
 

Различные смеси 
трибутилфосфата, 

этилацетата, 
бутанола, СН2Сl2 

или гексана 

СlO4- 
 
 
 
 

Амины 
 
 
 

HРО42- /буфер 
РO43- 

Бутанол (CH2Cl2), 
гексан 

(C4H9)4N+ 
 
 

Карбоновые кислоты 

 
0,1 М НСlO4 

 
CH2Cl2,СНСl3,    бу-

танол, пентанол 

 
ClO4 - 

 

 
              Амины 
 

 
pH=5-6 

 
CH2Cl2, и (или) 

СНСl3, 

 
Пикрат ** 

          
              Амины 

 
pН=6—8,5 
 

 
Бутанол, гептан 

 

 
(C4H9)4N+ 

 
 

 
      Сульфонамиды 
 

 
0,2— 0,25 М НСlO4 

 

 
Бутанол (CH2CI2), 

Гексан 

 
СlO4 - 

 

 
Амины и соли чет-

вертичного аммония 

 
0,1 М метансуль- 

фокислота 

 
Бутанол (CH2CI2), 

Гексан 

СНзЗОз- 
 
 

 
Амины 

 
 

 
pН=8,3 

 
 

Бутанол (CH2CI2), 
Гексан 

 
(C4H9)4N+ 

 
 

 
Карбоновые кислоты 

 
 

pН=7,4 
 
 
 

 
CH2Cl2 (СНСl3 ), 
бутанол и (или) 

пентанол 
 
 

 
(C4H9)5N+ 
(C4H9)9N+ 
(C4H9)11N+ 

 

 
Конъюгированные 

Соединения глюкуронида 
и сульфатов 



 

 
* Воде различными солями или противоионами приданы буферные свойства. 
** Хромофорные противоионы, помогающие идентифицировать не поглощающие 
свет соединения. 
 
 

От обычной обращенно-фазной хроматографии легко перейти к ион-парной на об-
ращенной фазе, и наоборот. 

Ион-парное разделение на обращенной фазе (табл. 3.5) может быть проведено не-
сколькими методами: 

1) на привитой к матрице неподвижной фазе, состоящей из углеводородов; 
2) то же самое, но в качестве противоиона используют ПАВ; 
3) на неподвижной фазе, состоящей из механически удерживаемой органической 

жидкости; 
4) на неподвижной фазе, содержащей жидкий ионообменник. 

 
 Важным условием проведения ион-парной хроматографии является стабильность 
системы. Это означает в случае механически удерживаемой жидкости несмешиваемость 
водной и органической фаз, что достигается четким термостатированием и предвари-
тельным насыщением подвижной фазы неподвижной. При работе с нормальной фазой 
при введении противоиона в неподвижную фазу необходимо предотвратить его унос не-
подвижной фазой за счет образования ионных пар, покидающих болонку. Противоион в 
этом случае добавляют в образец до введения его в хроматограф или в подвижную фазу. 
Поскольку в ион-парной хроматографии работают с полярными веществами, склонными к 
образованию хвостов, следует помнить, что в этом случае желательно применить другую 
подвижную или неподвижную фазу, другой противоион. Необходимо, чтобы в ион-парной 
хроматографии при изменении концентрации не изменялось значение k' образца, что мо-
жет повлечь образование хвостов. Водная фаза должна иметь постоянную концентрацию 
противоиона и рН. Обычно используют цитратный или фосфатовый буферный раствор. 
Иногда противоион сам является буфером. В случае разделения при низких рН растворы 
сильных кислот обеспечивают достаточное буферное действие. 

Интересно проследить роль противоиона в ион-парной обращенно-фазной хрома-
тографии. Можно написать следующие уравнения для образца, имеющего анион и кати-
он: 
                                            k'=(Vs/Vm)E(c+),       k'={Vs/Vm)E(c-), 
 
где Е—константа экстракции конкретной ион-парной системы;  
(с+) и (с-) — концентрации анионного и катионного противоиона. 
 
При прочих неизменных условиях Е постоянна и, следовательно, повышение концентра-
ции противоиона в подвижной фазе приводит к увеличению k' при разделении на обра-
щенной фазе. В нормально-фазной ион-парной хроматографии k' также меняется за счет 
изменения концентрации противоиона в подвижной фазе. Значение k' может регулиро-
ваться типом противоиона, например, замена гептансульфокислоты пентансуль-
фокислотой может изменить k' в 2—5 раз. Этот эффект ярко выражен при низких концен-
трациях противоиона. Крупные молекулы противоиона дают большие величины k' при 
ион-парном разделении на обычной фазе. Так, переход от тетраэтиламмония к тетрапен-
тиламмонию позволил изменить k' на несколько порядков. 



 
 
 Таблица 3.5. Примеры использования обращенно-фазной  ион-парной хроматографии 
 
    
  Неподвижная фаза 
              

Подвижная фаза  
          (вода)* 

 
  Противоион 

 
Разделяемые соединения 

1. Силикагель –  
      ODS** 
      Лихросорб –  
      RO-2**  
      µ - Бондапак 
      С18 ** 

0,1 M HClO4 аце-
тонитрил 
pH=7,4 
 
Метанол, pH=2-4 

ClO4- 
 
(Бутил)4N+ 
 
(Бутил)4N+ 

Амины 
 
Карбоновые кислоты 
 
Красители 

2. Силикагель –  
      SAS** 
      Силикагель –  
      ODS** 

Пропанол или 
CH2Cl2 
Метанол, H2SO4 

Гексадецил 
(CH3)3N+ 
Додецил SO2- 

Сульфокислоты 
 
Амины 

3. Пентанол - 1 pH=7,4 (Бутил)4N+ Карбоновые кислоты, 
сульфонаты 

4. Бис(2-этилгексил) 
     фосфорная кислота  
      CHCl3 
   Три-n-октиламин  

PH=3,8 
 
 
0,05 M HClO4 

Бис(2-этилгек-
сил) фосфат 
 
(Октил)3NH+ 

Фенолы 
 
 
Карбоновые кислоты, 
сульфонаты 

 
* Воде различными солями или противоионом приданы буферные свойства. 
** Обращенно-фазные сорбенты,  используемые без добавления органической фазы. 
 

Способность различных анионов экстрагировать ион тетра-бутиламмония из воды 
в хлороформ является мерой эффективности этих противоионов (табл. 3.6). 

В тех случаях, когда вещество полностью ионизировано, изменение силы раство-
рителя за счет изменения концентрации противоиона не влияет на селективность, и толь-
ко когда вещество частично ионизировано или не ионизировано, селективность меняется 
при изменении концентрации противоиона. 

В ион-парном разделении на обращенной фазе сила растворителя меняется за 
счет изменения полярности подвижной фазы. Увеличивая в смесях воды с метанолом 
или ацетонитрилом содержание воды, мы увеличиваем силу растворителя и снижаем 
значение k' для образца. В ион-парной хроматографии в качестве подвижных фаз приме-
няют бутанол, пентанол, метиленхлорид и гексан. При этом более полярные раствори-
тели являются более сильными и дают самые низкие значения k''. Сила растворителя в 
ион-парной хроматографии зависит от его способности стабилизировать или растворять 
ионы и ионные пары, в отличие от фактора полярности растворителя Р', связанного с его 
способностью растворять полярные неионные вещества. Сила растворителя в ион-
парной хроматографии зависит от параметра Р' и от его диэлектрической проницаемости 
е. Показателем относительной силы растворителя служит функция Р'+0,25 ε (табл. 3.7). 

Повышение ионной силы водной фазы приводит к уменьшению числа образую-
щихся ионных пар из-за конкуренции буферных ионов с противоионом за образование 
ионной пары. Поэтому повышение ионной силы в ион-парной хроматографии приводит к 
снижению k' при разделении на обращенной фазе и к повышению k' при разделении на 
нормальной фазе.  Влияние буферных ионов возрастает в последовательности: NO2-<Br-
<.Cl-<SO4

2-. Селективность растворителя в ион-парной хроматографии изменяется по 
тем же правилам, как и в случае распределительной жидкостной хроматографии.  

 



Таблица 3.6. Эффективность различных анионов при экстракции иона тетрабутиламмо-
ния из воды в хлороформ 
 
 
   Противоион 

  
  lgE 

 
   Противоион 

 
  IgE 

 
           Сl- 

 
 -0,11 

 Нафталин-2- 
 сульфонат 

 
   3,45 

 
     Бензоат 

 
   0,39 

 
       СlO4- 

 
   3,48 

 
      Вг- 

 
   1,29 

 
     Пикрат 

 
   5,91 

    Толуол-4-   
   сульфонат 

 
   2,33 

 
  Дипикриламин 

 
    9,6 

 
    Салицилат 

 
   2,42 

 
 

 
 

 
 
Таблица 3.7. Значение силы растворителей при нормально-фазной ион-парной хромато-
графии 
 
 
      Растворитель 

 
       Р' 

  

    ε 
 
Р'+0,25ε 

Тетрахлорид углерода 1,7 2,2 2,3 

Бензол 3,0 2,3 3,6 

Хлороформ 4,4 4,8 5,6 

Метиленхлорид 3,4 8,9 5,6 

Этилацетат 4,3 6,0 5,8 

Метилизобутилкетон 3,5 13,1 6,8 

1-Пентанол 3,6 14,7 7,3 

1-Бутанол 
 

3,9 17,5 8,3 

 
 

Оптимальными при ион-парном разделении на обращенной фазе являются сред-
ние значения рН. При снижении рН подвижной фазы анионы Х- начинают превращаться в 
неионизированные кислоты и число ионных пар образца в неподвижной фазе уменьша-
ется, а следовательно, снижается и значение k'. Изменение рН оказывается мощным 
средством изменения селективности разделения. При высоких значениях рН значение k’ 



также падает, что аналогично уменьшению обменной емкости, так как ионы ОН- подвиж-
ной фазы начинают связывать противоионы и конкурировать с анионом образца в обра-
зовании ионных пар. Слабые кислоты или основания обычно не используют в качестве 
противоионов для ион-парной хроматографии. 

При ион-парном разделении на нормальной фазе зависимость k' от рН обратна. 
Компоненты образца более сильно удерживаются при низких и при высоких значениях рН 
при условии, что неионизированные ионы образца не удерживаются водной фазой. Объ-
ем вводимого в ион-парной хроматографии вещества обычно не должен быть очень 
большим, чтобы не было размывания зон. Иногда ограничивающим фактором является 
концентрация противоиона в подвижной фазе; повышая его концентрацию, можно увели-
чить максимальную концентрацию вводимого вещества. При повышении концентрации 
противоиона и соответственном изменении значений k' образца возможно одновремен-
ное добавление избытка нейтральной соли в водную фазу, что стабилизирует значение 
k'. Получаем закономерность, аналогичную закономерности влияния буферного раствора. 
Максимальное количество вводимого образца может быть повышено при добавлении об-
разца в виде ионных пар. При этом до введения в хроматограф противоион смешивают с 
образцом, а рН доводят до нужного значения. 

Влияние температуры имеет в ион-парной хроматографии большое значение. При 
использовании механически удерживаемых неподвижных фаз колонка должна быть тер-
мостатирована. В ион-парной хроматографии применяют обычно фазы с повышенной 
вязкостью, а повышение температуры снижает ее. Зависимость селективности от темпе-
ратуры также наиболее выражена в ион-парной хроматографии. 

Применяя противоионы, поглощающие в УФ-области, можно получать при ион-
парном разделении легко обнаруживаемые спектрофотометром ионные комплексы. Тре-
буется, однако, чтобы противоионы не растворялись в органической фазе во избежание 
высокого поглощения выходящего из колонки раствора. Таким образом, используя ион 
пикрата или 2-нафтилсульфоната, можно обнаружить амины. 

Одним из затруднений, наиболее часто встречающихся в ион-парной хроматогра-
фии, является нестабильность колонок, особенно в обращенно-фазном режиме. В колон-
ках с обычной фазой наблюдается постепенный унос противоиона из неподвижной фазы, 
однако этого можно избежать, получая ионные пары до введения образца в хроматограф. 
Большим недостатком ион-парной хроматографии является образование хвостов. Причи-
ной этого является либо диссоциация ионных пар, которая уменьшается при повышении 
концентрации противоиона, либо неправильная концентрация буферного раствора. Ино-
гда удается уменьшить затягивание зон и увеличить эффективность разделения, перейдя 
от обычной ион-парной хроматографии к хроматографии с использованием поверхност-
но-активных веществ. 

Такой способ разделения,  по-видимому, пригоден для анализа очень полярных 
молекул, например сульфированных красителей. Длина углеродной цепи неподвижной 
фазы также варьируется в ион-парной хроматографии. 

Воспроизводимость колонок в ион-парной хроматографии удовлетворительная в 
отличие от таковой в ионообменной хроматографии. 

Ион-парную хроматографию обычно применяют для анализа физиологических и 
биологических жидкостей, полярных соединений и веществ с несколькими ионизируемы-
ми группами, в том числе промежуточных продуктов красителей. Расфасованные реаген-
ты для ион-парной хроматографии, состоящие из буфера и противоиона, которые можно 
непосредственно добавлять в подвижную фазу, выпускает фирма «Уотерс». К ним отно-
сится реактив А (0,005 М раствор тетрабутиламмонийфосфата, рН=7,5), реактив В-5 
(0,005 М раствор пентансульфокислоты, рН=3,5) и реактив В-7 (0,005 М раствор гептан-
сульфокислоты, рН=3,5). 

При отсутствии четких литературных аналогий начинают разделение методом ион-
парной хроматографии на обращенной фазе C18 с размером частиц 5—10 мкм. Наполни-
телем в ион-парной хроматографии с добавкой органической неподвижной азы является 
материал, используемый для обращенной фазы, при работе с нормальной фазой приме-



няют обычный силикагель 5—10 мкм, как и в случае адсорбционной хроматографии. воз-
можно применение нейтральных полистирол-дивинильных смол или смол ХАД. Колонки с 
C18 служат дольше в ион-парной хроматографии, чем колонки с неподвижной фазой, 
имеющей более короткую углеводородную цепь. Последующая после «привязывания» 
фазы силанизация улучшает свойства материала и увеличивает срок его службы (парти-
сил 5 ОДС). 

Для увеличения стабильности колонки рН следует уменьшать по мере увеличения 
концентрации противоиона. 

Для этой же цели предложено использовать триэтиламин в качестве основания, 
так как этот реактив доступен, растворим, удобен в работе и обладает малой химической 
активностью. Предполагается, что сильные основания, так же как четвертичные гидро-
ксиды, разрушают силикагелевую подложку. Подвижную фазу для ион-парной хромато-
графии желательно фильтровать через фильтр из стекловолокна, а после окончания ра-
боты колонку следует промывать пятикратным объемом элюента метанол — вода (50 : 
50). 

                                            Рис. 3.2.                             Рис. 3.2. 

 
Рис. 3.2. Хроматограмма витаминов, полученная на колонке размером 300 Х 4 мм с µ-бондапаком C18, подвиж-
ная фаза — метанол — вода (70 : 30) с 0,1% В7 и В5 (1:1), расход 1 мл/мин, детектор—УФ (254 нм): 1— никотинамид; 
2 — пиродоксин; 3 — рибофлавин; 4 — тиамин 
 
Рис. 3.3. Хроматограмма изомеров фталевой кислоты, полученная на колонке размером 300 Х 4 мм с                   
µ-бондапаком C18, подвижная фаза — вода с добавкой реактива А, метанол с добавкой реактива А, градиент от 
5 до 40% метанола за 15 мин, скорость потока 2 мл/мин, детектор — УФ (254 нм): 1 — терефталевая кислота; 2 — ор-
тофталевая кислота; 3 — изофталевая кислота 

 
Необходимо, чтобы противоион растворялся в элюенте. Неправильный выбор про-

тивоиона может привести к образованию осадка, что вызовет возрастание значений k', 
размывание пика и заметное повышение давления на входе. Концентрация обычно ко-
леблется от 0,01 М для противоиона с малой длиной цепи до 0,005 М для противоиона с 
более длинной цепью. 

Для препаративных разделений ион-парную хроматографию не применяют, а коли-
чество вводимого образца сопоставимо с количествами, применяемыми для распредели-
тельной хроматографии. Увеличение максимально вводимого количества может быть 
достигнуто за счет предварительного образования ионных пар в образце. Для некоторых 
ионизированных (независимо от рН) анионов и катионов не требуется добавка буфера. 
Кислоты обычно разделяются при рН=4—7,4, а основания — при рН=2—5. При этом зна-
чения рН подвижной фазы могут для улучшения селективности разделения варьировать-
ся. 

Следует помнить, что ион-парная хроматография на обращенной фазе в целом 
метод более грубый, чем разделение на обращенной фазе, и должен использоваться, ко-



гда неприменимы распределительная хроматография на обращенной фазе или метод 
подавления ионов. Примеры ион-парного разделения приведены на рис. 3.2 и 3.3.  
 
 
3.6. ЛИГАНДООБМЕННАЯ ХРОМАТОГРАФИЯ 
 

Лигандообменная хроматография основана на образовании координационных свя-
зей между сорбентом и разделяемыми ионами или молекулами. Лигандообменная хро-
матография применима только для разделения соединений, содержащих донорные гете-
роатомы или кратные связи. Ионы переходных металлов, находящиеся в неподвижной 
фазе, являются акцепторами электронов и легко вступают в координационное взаимо-
действие с электронодонорными атомами функциональных групп разделяемого соедине-
ния. Для проведения лигандного разделения необходимо наличие склонных к координа-
ции органических соединений и комплексообразующего катиона металла. Такое разделе-
ние характеризуется обратимостью процесса и высокой скоростью обмена лигандов. Ли-
гандный обмен применяют в жидкостной колоночной, тонкослойной и газовой хромато-
графии, но наибольшие успехи были достигнуты в ВЭЖХ. 

Лигандообменную хроматографию применяют для разделения в водной среде со-
единений, представляющих большой интерес для органической химии и биохимии: ами-
нов, аминокислот, белков, нуклеотидов, пептидов, углеводов. При этом в качестве ком-
плексообразующих используют ионы меди, цинка, кадмия, никеля, серебра и железа. Ио-
ны ртути и серебра в неполярной среде алифатических углеводородов образуют лабиль-
ные комплексы с ненасыщенными и ароматическими углеводородами. Большими досто-
инствами лигандообменной хроматографии является ее селективность и отсутствие же-
стких требований к сорбенту, который может быть прочно связан ионами металла или 
только пропитан солями металла. 

Аминокислоты занимают две координационные позиции, т.e. являются бидентат-
ными лигандами, что резко повышает прочность их связывания за счет образования хе-
латного комплекса. 

Лигандообменная хроматография оптически активных соединений основана на об-
разовании лабильных координационных соединений, в которых с центральным ионом ме-
талла-комлексообразователя одновременно координирована молекула расщепляющего 
асимметрического реагента и один из подлежащих разделению энантиомеров. Для осу-
ществления лигандообменной хроматографии необходимо наличие в расщепляющих 
реагентах и в разделяемых лигандах донорных гетероатомов серы, кислорода, азота, 
способных координироваться с ионом металла. Наблюдается хорошая координация α-
аминокислот и ионов меди, цинка и никеля. Донорные атомы образуют плотно упакован-
ную координационную сферу вокруг центрального иона металла, при этом разделяемые 
лиганды вступают в тесный контакт с расщепляющим реагентом. Этим и объясняется вы-
сокая эффективность распознавания реагента, т.e. энантиоселективность. 

Такой принцип расщепления рацематов—лигандообменная хроматография—
впервые был применен с использованием полистирольного сорбента, ковалентно связан-
ного с остатками оптически активной природной аминокислоты L-пролина. Сорбент проч-
но координировал двухвалентную медь, оставляя в ее основной координационной плос-
кости две вакантные позиции для связывания подвижного лиганда молекулы L- или D-
аминокислоты. Оказалось, что остаток L-пролина проявляет настолько высокое сродство 
к D-изомерам аминокислот, что последние пришлось даже вымывать из колонки раство-
ром аммиака, который, координируясь с ионами меди, вытеснял подвижный лиганд из 
сорбционного комплекса, в то время как L-изомеры десорбировались водой. 

Взаимодействием аминогруппы оптически активной аминокислоты с хлорметиль-
ной группой полистирола в присутствии иодида натрия синтезировано более 50 сорбен-
тов, имеющих асимметрические атомы. Оказалось, что циклические аминокислоты про-
лин и оксипролин обладают максимальной энантиоселективностью и количественно рас-
щепляют рацематы практически всех аминокислот, а также многие оксикислоты, диами-



ны, аминоспирты. Достоинством полистирольных асимметрических сорбентов являются 
высокая химическая стабильность, большая обменная емкость и возможность препара-
тивного расщепления рацематов. Иногда за один цикл на 300 г сорбента удается расще-
пить до 20 г рацемата. Появились лигандообменники с привитыми к силикагелю амино-
пропильным или полученным из него дитиокарбаматным радикалом. 

 

 
 
Рис. 3.4. Хроматограмма рацематов аминокислот, полученная на колонке размером 100Х1 мм (стекло) с асим-
метрическим полистирольным анионитом (7,5 мкм), подвижная фаза — 0,25 М ацетат натрия и 1,5Х10-3 М ацетат 
меди, рН=5,2, детектор—УФ (260 нм): 1 — лизин; 2 — аланин; 3 — серии; 4 — лейцин 

 
Лигандообменную  хроматографию с успехом применяют для производства опти-

чески чистых меченных тритием аминокислот. 
Весьма важное применение лигандообменной хроматографии — быстрое разделе-

ние асимметрических энантиомеров без предварительного отделения от  сопутствующих 
примесей. В лигандообменной жидкостной хроматографии в отличие от лигандообменной 
газовой хроматографии не требуется предварительное превращение энантиомеров в 
легколетучие соединения. Обычно в качестве сорбента применяют полистирол, к ко-
торому привит радикал оптически активного бензилзамещенного пропилендиамина. 

Для сокращения времени анализа, повышения его чувствительности и точности 
требуется повышение эффективности колонки, что достигается за счет уменьшения час-
тиц полистирольного сорбента. Перспективным является получение сорбентов для ли-
гандообменной хроматографии на основе пористых силикагелей, химически модифици-
рованных активными лигандами. Поверхность силикагеля связывается через n-
пропиленовые мостики с L-оксипролиновыми лигандами. 

В настоящее время создано и испытано около десятка асимметрических силикаге-
левых сорбентов. Хотя в большинстве сорбентов использованы оптические изомеры 
пролина и оксипролина, они различаются сродством к различным аминокислотам и по-
рядком их элюирования; это связано с тем, что подвижный лиганд фиксируется в ком-
плексе не только координацией карбоксильной и аминогруппой с ионом меди, но и взаи-
модействием бокового радикала аминокислоты с ближайшим окружением координацион-
ного центра, что определяет в конечном итоге порядок удерживания антиподов амино-
кислот сорбенте. 

Поскольку сорбенты для лигандообменной хроматографии выпускаются, предло-
жены некоторые модификации метода, позволяющие использовать традиционные сор-
бенты. Так, N-алкилированные оптически активные аминокислоты сорбируются на обра-
щенно-фазном силикагеле. В алкильном радикале должно быть больше 5—6 углеродных 



атомов. В этом случае модификатор прочно удерживается на сорбенте и не смывается 
водным элюентом, в который добавляют следовые количества меди. 

Разделение рацематов α-аминокислот методом лигандообменной хроматографии 
показано на рис. 3.4. 
 
 
3.7. ОПРЕДЕЛЕНИЕ МИКРОПРИМЕСЕЙ  
 
3.7.1. Общие положения 
 

ВЭЖХ является надежным методом анализа микропримесей—веществ с концен-
трацией  0,01 %. 

В жидкостной хроматографии применяют селективные детекторы (амперометриче-
ский, флуориметрический и др.), способные детектировать очень малое количество ве-
щества. Очистка образца до ввода в жидкостной хроматограф минимальна, нередко его 
вводят без предварительной обработки, и без получения производных, что часто невоз-
можно при применении других методов анализа. Наконец, в жидкостной хроматографии 
возможно создание уникального диапазона селективных взаимодействий за счет измене-
ния подвижной фазы, что значительно улучшает разрешающую способность всей хрома-
тографической системы. Работа с микропримесями налагает ряд требований на весь 
процесс разделения. Особенное значение имеет разрешающая способность колонки, вы-
бор детектора, предварительная обработка образца и построение калибровочного графи-
ка. Правильный выбор условий хроматографирования позволяет повысить чувствитель-
ность, надежность и воспроизводимость результатов, что очень актуально при работе с 
микропримесями. 

 
3.7.2. Предварительная подготовка образца и его ввод в хроматограф 
 

Перед анализом микропримесей для повышения чувствительности желательно 
провести концентрирование соединения методами, описанными в соответствующем раз-
деле. Предпочтительно применять оборудование, позволяющее проводить автоматиче-
скую предварительную обработку образца, в том числе экстрагирование, измельчение, 
фильтрацию и автоматический ввод в хроматограф. 

Для получения высокой чувствительности нужно вводить максимально возможный 
объем образца. При работе в изократическом режиме на высокоэффективных аналитиче-
ских колонках оптимальный объем образца составляет от 100 до 500 мкл. Ввод большого 
объема разбавленного образца позволяет компенсировать относительно низкую чувстви-
тельность некоторых детекторов для жидкостной хроматографии. 

При небольших количествах образца анализ проводят на колонках с внутренним 
диаметром 1—2 мм, что уменьшает его расход. Используя в качестве растворителя про-
бы слабый растворитель, можно наносить на колонку большие объемы образца. При 
этом он накапливается на входе в колонку, так как к' для компонентов образца велико и в 
колонке происходит концентрирование микропримесей, что значительно повышает чув-
ствительность обнаружения. Пользуясь этим приемом, можно обнаружить некоторые ма-
лополярные органические соединения, например ароматические углеводороды, присут-
ствующие в виде микропримесей в сточных водах, на колонке с обращенной фазой. 

Для обеспечения наибольшего концентрирования растворитель пробы должен 
быть по возможности слабым, например, содержать 90—95% воды. В дальнейшем для 
элюирования пробы силу подвижной фазы резко увеличивают. Концентрирование на ко-
лонке позволяет в некоторых случаях вводить 1 л и более образца при конечном объеме 
зоны интересующего нас вещества менее 50 мкл (градиентное элюирование), т.е. кон-
центрировать вещество в 20 000 раз. Можно повысить чувствительность обнаружения, 
проводя концентрирование образца и вне колонки, например, выпаривая растворитель. 
Однако надо быть уверенным, что при этом не происходит потеря или видоизменение 



примесей. Кроме того, при таком процессе значительно повысится содержание основных 
компонентов в образце, что приведет к перегрузке по ним колонки и затруднит анализ. 
Вещества, удерживаемые сильнее, чем примеси, могут быть после анализа, удалены из 
колонки не только за счет повышения силы растворителя, но и путем обратной промывки 
колонки. 
 
3.7.3. Разрешающая способность колонки 
 

Иногда удается провести разделение на обращенной фазе таким образом, что ос-
новные компоненты образца элюируются со временем, близким к t0, а микропримеси 
удерживаются на колонке, что облегчает их количественное определение. Оценка содер-
жания микропримеси наиболее надежна, когда ее пик регистрируется до пика преобла-
дающего в образце компонента. Элюирование пика микропримеси на хвосте преобла-
дающего компонента сильно ухудшает ее количественное определение. Любое хромато-
графическое разделение на колонке приводит к разбавлению образца. При анализе мик-
ропримесей возникает проблема разделения при минимальном разбавлении. Степень 
разбавления введенного образца может быть выражена уравнением 

 
С макс/С0 = VSN0,5/[VR(2π)0,5], 

 
где Смакс — Концентрация, соответствующая максимуму пика; С0 — исходная концен-
трация в образце; Vs — вводимый объем; N — число теоретических тарелок для дан-
ной колонки; VR — удерживаемый объем микропримеси. 
 

Из уравнения видно, что снижения степени разбавления, .а значит, увеличения 
чувствительности определения микропримеси можно достигнуть за счет увеличения вво-
димого объема, ^использования колонки с большим числом теоретических тарелок или за 
счет снижения объема удерживания микропримеси. К увеличению N ведет применение 
эффективных колонок, заполненных частицами с размером менее 10 мкм. При анализе 
микропримесей желательно применение коротких колонок (5—10 см) с размером частиц 
3—5 мкм. 

Большое влияние при анализе микропримесей оказывает изменение селективно-
сти системы и повышение коэффициента разделения α, что достигается изменением со-
става подвижной фазы и выбором оптимального хроматографического режима. Кроме 
того, как видно из уравнения 

 
Cмакc/С0 =(α—1)/α 

      
изменение селективности может значительно снизить степень разбавления пика. 
 
3.7.4. Детекторы 
 

При анализе микропримесей работают с селективными детекторами, чувствитель-
ными к интересующему веществу. Предельная чувствительность детектора зависит от 
отношения сигнала к шуму самого детектора и от его способности реагировать на микро-
примеси в образце. Перед выполнением анализа необходимо эти микропримеси иденти-
фицировать. Наиболее часто при анализе микропримесей применяют высокочувстви-
тельные фотометрические детекторы, работающие в УФ-области, и спектрофотометры. 
УФ-фотометры, имеющие чувствительность более 0,002 е.о.п. на всю шкалу при шуме 
1%, позволяют обнаруживать  нанограммовые количества веществ, умеренно погло-
щающих в УФ-области, а флуориметры — даже пикограммовые. Для достижения макси-
мальной чувствительности желательно работать при длине волны, соответствующей 
максимуму поглощения в УФ-спектре вещества. Получение соответствующих производ-



ных после колонки повышает селективность анализа и позволяет проводить его при мак-
симальной предварительной очистке образца. 

Примеси, способные к окислению или восстановлению в электролите, наиболее 
целесообразно определять чувствительными электрохимическими детекторами. 

 
3.7.5. Калибровочные графики 
 

При количественном анализе микропримесей не так важна высокая точность изме-
рений, как их надежность, что достигается получением зон, свободных от посторонних 
соединений. Так как точность около 10% считается вполне удовлетворительной, пики 
можно оценивать по их высоте, меньше зависящей от четкости отделения микропримеси 
от соседних зон, пики которых могут накладываться на пики анализируемых микропри-
месей. Хотя оценка по площадям пиков более точна, калибровка по высоте пиков удоб-
нее. 

В ВЭЖХ калибровочные графики микропримесей обычно линейны и проходят че-
рез начало координат. Чтобы избежать возможных частичных потерь образца, проводят 
калибровку методом внутреннего стандарта (по соотношению высот пиков), причем внут-
ренний стандарт известной концентрации добавляют до предварительной обработки об-
разца. В этом случае потери учитывают за счет эквивалентного изменения концентрации 
внутреннего стандарта и образца. Стандартный образец, близкий по свойствам микро-
примеси, добавляют, когда трудно выделить анализируемое вещество в чистом виде, 
чтобы построить калибровочный график. Подробнее калибровка по методу внутреннего 
стандарта рассмотрена в гл. 10. 

При анализе сложных смесей, в частности в тех случаях, когда наблюдаются эф-
фекты влияния матрицы или когда получение в чистом виде исходного образца, для ко-
торого строится калибровочный график, затруднительно, применяют метод добавления 
стандарта. Наличие других компонентов в образце может влиять на степень удерживания 
и (или) высоту пика интересующего вещества. Метод добавления стандарта состоит в 
следующем. Образец разделяют в хроматографе и измеряют высоту hx интересующего 
нас пика. После этого добавляют известное весовое количество Wx вещества Х и повто-
ряют разделение, определяя высоту пика h'x вещества X. Для вещества Х строят калиб-
ровочный график и, определив калибровочный коэффициент Sx=(h'x—hx)/Wx, вычисляют 
количество вещества Х в исходном образце как hx/Sx. Для проверки линейности графика 
берут несколько значений Wx. Метод добавления стандарта не обеспечивает поправки на 
нестабильность базовой линии, на помехи со стороны других компонентов и т.д. Эти по-
мехи должны быть выявлены до добавления стандарта. 

Методом, альтернативным методу добавления стандарта, является получение об-
разца без анализируемого вещества и использование этого образца как матрицы для 
подготовки стандартов при обычной калибровке. 

При определении микропримесей нужно придерживаться следующих рекомендаций. 
1. Проводить предварительное концентрирование образца, а в ряде случаев и пред-

варительную его очистку. 
2. Использовать большие объемы образца и короткие эффективные колонки, запол-

ненные частицами сорбента менее 10 мкм, особенно микроколонки. 
3. Применять наиболее чувствительные детекторы с высоким отношением сигнала к 

шуму. 
4. Применять хроматографические системы, обеспечивающие высокую разрешающую 

способность для микропримесей (α>1,2) при относительно низких значениях к' (0,5—1,5). 
Если это возможно, то разделение следует проводить в обращенно-фазном варианте, ко-
гда основной компонент выходит в зоне to. 
5. Калибровку проводить по высоте пиков. 
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