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Введение

Хроматография, открытая М.С. Цветом в начале XX столетия, 
динамично развивается и в XXI веке. Усоверш енствование ставших 
рутинными и создание новых вариантов хроматографического метода 
связано как с развитием теоретических аспектов хроматографии, так и 
с необходимостью решать вновь возникающие практические задачи. 
Наиболее актуальным в настоящее время является м едико-биологиче
ское и экологическое применение хроматографии. Исследователи, 
разрабатывающие способы и приемы применения хроматографических 
методов для биомедицинских целей, понимают, какие широкие пер
спективы и большие возможности для изучения живой природы, про
цессов метаболизма, ключевых звеньев патогенеза заболеваний и даже 
лечения больных открывает эта область знаний.

С развитием метода высокоэффективной жидкостной хромато
графии (ВЭЖХ) и капиллярного электрофореза значительно расш и
рились возможности хроматографии в исследовании и анализе при
родных макромолекул и биополимеров и, как следствие, применения 
ее в медицинской практике для прогнозирования и диагностики забо
леваний, а также для биохимических исследований. Однако это не 
означает, что другие варианты хроматографии (газовая, жидкостная 
плоскостная — бумажная и тонкослойная) перестали использоваться в 
м едико-биологических исследованиях. Ц елесообразно сделать не
большой экскурс в историю  «внедрения» хроматографии в медицину 
и биологию.

Еще в первой половине XX века были разработаны такие варианты 
хроматографических методов, как бумажная, тонкослойная, газовая хрома
тография, применяющиеся для аналитических целей в биологии и медици
не. Однако малая эффективность бумажной и тонкослойной хроматотра- 
фии, ограниченность использования газовой хроматографии для анализа 
летучих веществ препятствовали созданию унифицированных, быстрых, 
надежных и простых методов исследования нативных экстрактов из тканей 
органов и биологических жидкостей (кровь, моча, лимфа, слюна и т.д.). 
Поэтому в то время хроматографический анализ не нашел широкого рас
пространения в клинической практике.

В 70-х  годах XX столетия произошел качественный скачок в 
развита хроматографии: разрабатывались новые, обладающие высокой 
селективностью сорбенты, автоматизированные и высокоэффективные 
хроматографические системы с использованием надежных интеграго-
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ров, микропроцессоров, прецизионных насосов. Это и определило не
сомненную целесообразность применения хроматографии в медицине 
и биологии.

В настоящее время разработаны и внедряются в практику здраво
охранения методы ВЭЖХ, позволяющие определить качественно и коли
чественно практически все встречающиеся в живом организме соединения: 
от низкомолекулярных (витамины, сахара, аминокислоты, нуклеотиды, 
пептиды и т.д.) до биологически активных полимеров (белки, нуклеиновые 
кислоты, полисахариды, липопротеиды и др.).

Многообразие целей биомедицинского применения хроматографии 
обусловило наличие множества конкретных хроматографических систем, 
различающихся аппаратурным обеспечением, основными механизмами 
разделения и принципами детектирования.

Простейшая, наиболее распространенная в практике биомедицин
ских исследований хроматографическая система состоит из емкости 
для подвижной фазы, колонки и сосуда для сбора фракций. Эти основ
ные элементы хроматографической системы в зависимости от задач и 
целей могут быть легко дополнены новыми звеньями: градиентным 
устройством, насосом, детектором, интегратором, микропроцессором, 
коллектором для сбора фракций, устройством для ввода проб и т.д. На
пример, препаративное разделение белков плазмы крови для получения 
чистой фракции с определенным молекулярным весом, с точки зрения 
биолога-экспериментатора достаточно прецизионный методический 
прием, может быть проведено с помощью простейшей хроматографи
ческой системы, не требующей сложного аппаратурного обеспечения, и 
зависит от правильности выбора параметров колонки, сорбента, усло
вий работы подвижной фазы.

При исследовании же биологических жидкостей и экстрактов 
для диагностических, прогностических и других медицинских целей 
требуется новейшее хроматографическое оборудование, высокоэффек
тивные хроматографические системы, прецизионные приборы, позво
ляющие в течение нескольких минут получить достоверные результа
ты с высокой воспроизводимостью, стабильностью и надежностью. 
Минимальный объем исходного материала, широкий диапазон кон
центраций компонентов смеси, наличие микропримесей определяют 
жесткие границы и условия выбора метода разделения смесей из био
логических объектов для клинических целей и в особенности приме
нения хроматографии в медицине.
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1. Основные аспекты применении хроматографии 
в медицине и биологии

Благодаря развитию жидкостной тонкослойной и колоночной хромато
графии стало возможным определение свободных аминокислот и нуклеоти
дов в биообъектах; исследователи получили инструмент для анализа состава 
белков и нуклеиновых кислот, а клиницисты -  “аминокислотную” и 
“нуклеотидную” диагностику патологических состояний; стало возможным 
определение различного рода лекарственных препаратов и их метаболитов в 
крови и тканях органов больных экспериментальных животных, следова
тельно, фармакологи имеют возможность изучать фармакокинетику, а кли
ницисты -  контролировать эффективность лечения.

При достаточно стандартизированных условиях можно получить 
хроматограммы с информацией, необходимой для диагностирования, не 
добиваясь полного разделения смесей. Такие хроматограммы названы об
зорными, а метод их использования для диагностики заболеваний челове
ка, разработанный в лаборатории хроматографии 2-го медицинского ин
ститута, — «методом обзорных хроматограмм» [1]. Так, по “обзорным” 
хроматограммам можно диагностировать рак, гастрит или устанавливать 
отсутствие патологии (рис. 1 и 2).

FTic. 1. «Обзорные» хроматограммы кислоторастворимой 
фракции плазмы крови здоровых (2) и больных раком желудка (1)
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1

Рис. 2. «Обзорные» хроматограммы кислотораствори
мой фракции эритроцитов больных гастритом (1) и раком 
желудка (2)

В практике клинической медицины большое распространение имеет 
лечение различных патологий с применением сорбентов, используемых в 
хроматографии. Так, под руководством академика АМН РФ Ю.М. Лопу
хина разработаны методы лечения больных посредством удаления из био
логических жидкостей токсических метаболитов эндогенной и экзогенной 
природы с помощью различного рода сорбентов (сорбция токсичных аген
тов из крови -  гемосорбция; из плазмы -  плазмосорбция; из ликворы -  ли- 
кворосорбция). Лопухиным с соавт. разработаны принципы, аппаратура, 
сорбенты, техника для реализации этих методик, получены положительные 
результаты при лечении больных с острыми отравлениями лекарственны
ми препаратами и химическими ядами, больных с поражениями печени в 
стадии прекомы и комы.

Основой этого метода является жидкостно-адсорбционная хромато
графия, где неподвижная фаза -  адсорбент, подвижная — плазма, лимфа, 
ликвор, а разделяемая смесь -  вся масса веществ и токсические метаболи
ты соответствующей биологической жидкости. Техника лечения заключа
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ется в том, что соответствующий сосуд (артерия, вена, лимфатический по
ток и т.д.) подключается к колонке, заполненной специальным адсорбен
том (различные типы активированных углей, ионообменные смолы и т.д.); 
биологическая жидкость подвергается перфузии пропусканию через сис
тему, находящуюся вне организма, затем очищенные жидкости направля
ются в организм. После проведения перфузии твердая фаза содержит ве
щество, ответственное за возникновение той или иной патологии, и в тех 
случаях, когда этиология заболевания неизвестна, а улучшение состояния 
больного налицо, можно сделать вывод о причине заболевания Смыть с 
колонки, определить качественно и количественно это вещество — трудная, 
но выполнимая задача. Таким образом, гемосорбция — конкретный случай 
весьма успешного и результативного применения методов жидкостной 
хроматографии в клинической медицине.

1.1. Живой организм как совокупность микрохроматографических систем

В живой природе существуют объекты, аналогичные хроматографи
ческим системам. Рассмотрим морфофизиологические характеристики 
кровеносного капилляра животного [1] (рис. 3).

Капилляр имеет стенку, внутренняя 
поверхность которой выстлана эндотелием, 
просвет заполнен протекающей кровью.
Кровь состоит из так называемых форменных 
элементов -  эритроцитов, лейкоцитов, тром
боцитов и жидкой плазмы. В крупных сосу
дах скорость тока плазмы и скорость движе
ния форменных элементов одинакова, в кро
веносном капилляре -  разная, следовательно, 
в капилляре наблюдается ток плазмы относи
тельно стенки и форменных элементов.

Таким образом, капилляр — суть есте
ственная хроматографическая колонка, в ко
торой роль сорбента выполняют клетки эн
дотелия и форменные элементы крови, а 
плазма — элюент.

Рис. 3. Схема кровеносного капилляра:
1 -  эритроциты, 2 -  лейкоциты, 3 -  тромбоциты, 4 -  эндотелий

Для того, чтобы в данной системе имел место эффект разделения, 
поступление смеси веществ в естественных условиях в капилляр-колонку
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должно быть прерывистым, импульсивным, в противном случае наступит 
равновесие. Такое импульсивное поступление в капилляр веществ в орга
низме обусловлено как экзогенными факторами, так и эндогенной продук
цией биомолекул.

Рассмотренное устройство естественной хроматографической систе
мы очень важно для живого организма. Так, например, после внутривенно
го введения смеси лекарственных препаратов каждый из них по-разному 
будет давать фармакологический эффект вследствие различной последова
тельности выхода лекарственных компонентов из кровеносного капилляра. 
Аналогичная картина будет наблюдаться и при активизации организмом 
синтеза и выброса метаболитов (промежуточных продуктов обмена ве
ществ в живых клетках) тканями, например, при выбросе в кровь гормонов 
надпочечников в результате действия стрессирующего фактора.

В живом организме существует клеточный органоид, называемый 
эндоплазматическим ретикуломом, который представляет собой систему 
канальцев, ограниченных мембранами. Этот органоид участвует в об
менных процессах, обеспечивает транспорт веществ из окружающей 
среды в цитоплазму и таким образом осуществляет обмен всех видов 
биомолекул в клетке. Этот органоид -  ни что иное, как ультракапилляр- 
ная хроматографическая система, от параметров которой зависит регу
ляция клеточного транспорта веществ. Аналогом микрокапиллярной 
хроматографической системы могут служить почечные канальцы, где 
стенка -  неподвижная фаза, первичная и вторичная моча -  подвижная 
фаза, а разделяемая смесь -  фильтрующиеся в клубочке метаболиты. 
Очевидно, что бесперебойная работа этих микро- и ультрамикрохрома- 
тографических систем приводит к нормальной регуляции транспорта 
биомолекул, а нарушение их работы -  к появлению патологии.

Такие естественные хроматографические системы существуют в 
живой природе как самостоятельные явления, и таким образом хрома
тография как явление имеет место в любом биологическом объекте. 
Поэтому термин “хроматографическая биология” , или “хроматобио- 
логия”, “биохроматография” вполне может быть оправдан и имеет пра
во на существование.

При хроматографическом исследовании как в биологии, так и в 
клинической медицине используются почти все варианты газовой и жид
костной хроматографии, в зависимости от целей и объекта исследований.
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2. Газовая хроматография в медицине и биологии

Газовая хроматография используется во многих областях медицины 
и биологии: в гигиене и экологии для определения содержания вредных 
примесей в воздухе, воде и пищевых продуктах; в токсикологии и судеб
ной медицине для диагностики отравлений техническими жидкостями 
(хлорпроизводными углеводородов, алкоголем и его суррогатами) и пес
тицидами самой различной структуры; в фармакологии и фармации для 
контроля качества препаратов, исследования метаболизма лекарственных 
средств. Любой из этих примеров мог бы стать предметом отдельного раз
говора, но мы остановимся лишь на некоторых аспектах использования га
зовой хроматографии в клиническом анализе [2].

Применение газовой хроматографии в биохимических целях сравни
тельно долго не получало должной оценки. Считалось, что биологические 
объекты недостаточно летучи и малоустойчивы к различным физико-химиче
ским воздействиям, применяемым в газохроматографическом анализе. Успехи 
в разработке методов расщепления липидов, углеводов и белков до более про
стых компонентов и превращение их в летучие соединения открыли широкую 
дорогу для применения метода в биохимическом анализе.

2.1. Анализ жирных кислот и микроорганизмов

В исследовании липидов, в особенности жирных кислот, газовая 
хроматография произвела настоящую революцию и до настоящего време
ни не имеет альтернативы. Первым анализом, выполненным с помощью 
газовой хроматографии, стало определение Джеймсом и Мартином карбо
новых кислот. В процессе метаболизма микробные клетки производят 
низшие карбоновые кислоты, причем набор кислот является как бы визит
ной карточкой того или иного микроорганизма.

Газовая хроматография применяется для анализа компонентов микроб
ных клеток и их метаболических продуктов. Традиционные пути идентифика
ции микроорганизмов — возбудителей инфекционных заболеваний или гнойно- 
воспалительных процессов -  включают в себя несколько этапов: посев биоло- 
гаческого материала на питательные среды, получение чистых (то есть со
стоящих из одинаковых микробов) культур, выращивание их на средах обога
щения и лишь затем их идентификацию по характеру разрушения тех или 
иных субстратов. Даже для микроорганизмов, обладающих способностью к 
быстрому росту, эти этапы исследования занимают не менее двух суток. С по
мощью газовой хроматографии можно проводить ускоренную (менее двух ча
сов) идентификацию микроорганизмов по спектру специфических компонен
тов их мембран или специфическим продуктам пиролиза и гидролиза клеточ
ных препаратов.
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Микроорганизмы, так же как и другие клетки, при пиролизе с ис
пользованием тщательно контролируемых параметров нагрева дают газо
образные продукты термической деградации. Эти фрагменты можно непо
средственно анализировать, используя газовую хроматографию, с целью 
получения легко распознаваемых хроматограмм различных микробных 
родов, видов внутри родов или даже различных штаммов внутри видов. 
Как показано в [3], исследователи микроорганизмов получили с помощью 
пиролитической газо-жидкостной хроматографии (ПГЖХ) результаты, ха
рактеризующиеся превосходной качественной и количественной воспро
изводимостью. Так, на рис. 4 приведены характерные пирограммы мико
бактерий, которые были использованы для идентификации видов микроор
ганизмов, принадлежащих к различным семействам бактерий. Тем не ме
нее многие авторы [3] утверждают, что результаты ПГЖХ в большой сте
пени зависят от типов микроорганизмов и не являются достоверным мето
дом идентификации бактерий.

2.3. Гидролиз и экстракция компонентов микробных клеток

Микроорганизмы содержат большой набор химических соединений 
в материале капсулы, клеточных стенках, цитоплазме, которые можно экс
трагировать различными растворителями, гидролизовать кислотой или ос
нованием и превратить в летучие производные. Классификация микроор
ганизмов по их химическому составу предложена в работе [4]. Эти иссле
дователи экстрагировали и переэтерифицировали липиды отдельных видов 
различных бактериальных семейств и получили характерные для каждого 
из этих видов хроматограммы. На рис. 5 приведены хроматограммы неко
торых из них [3].

Как показано в [3], методом газовой хроматографии могут быть ка
чественно и количественно определены различные компоненты -  жирные 
кислоты, липиды, углеводы, аминокислоты, аминосахара, компоненты 
нуклеиновых кислот и другие макромолекулы микроорганизмов. Газохро
матографический анализ применим не только для идентификации орга
низмов, но и для диагностики заболевания.

С помощью газовой хроматографии удалось разработать методику 
диагностики болезней, вызванных анаэробными инфекциями, в частности, 
газовой гангрены. Каждый двадцатый раненый в годы второй мировой 
войны страдал от гнойно-септических осложнений, вызванных анаэроб
ными бациллами -  возбудителями газовой гангрены. Успехи в лечении по
зволили сггизить число осложнений, вызванных анаэробными микроорга
низмами, почти в 100 раз.

2.2. Пиролиз микроорганизмов
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Рис. 4. Характерные пирограммы микобактерий.
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Рис. 5. Хроматограммы триметилсилильных производных 
микробных клеток видов Moraxellae [3]

Немалую роль в этом сыграл гот факт, что определение карбоновых 
кислот сделало возможным верификацию диагноза анаэробной инфекции в 
течение нескольких часов, тогда как традиционные бактериологические 
методы дают ответ в лучшем случае через 4-5 суток. Ценность метода га
зовой хроматографии для решения проблемы быстрого обнаружения и 
дифференциации анаэробов в настоящее время общепризнана. Такой ана
лиз основан на определении летучих жирных кислот (ЛЖК) С3 -  С6, вклю
чая изомерные, которые являются специфическими конечными продукта
ми метаболизма анаэробных бактерий. Аэробные бактерии не продуциру-

14



ют этих кислот, поэтому хроматограмма гноя аэробного происхождения 
обычно содержит только уксусную кислоту. В качестве примера на рис. 6а 
дана хроматограмма гнойных выделений легких больного, пораженного 
анаэробной инфекцией, в которых присутствует набор жирных кислот. Из 
рис. 66 видно, как под действием антибиотика эти кислоты исчезают, кро
ме уксусной кислоты, являющейся нашим естественным метаболитом. Та
ким образом, метод ГЖХ становится методом клинического контроля.

1 2 1

а б

Рис. 6. Хроматограмма гноя из плевральной полости при 
анаэробном сепсисе: а -  до лечения; б -  после двухнедельного ле
чения антибиотиком цефалоспорином; 1 -  уксусная кислота, 2 — про- 
пионовая кислота, 3 -  масляная кислота, 4 -  изовалериановая кислота

А.Г. Витенбергом с соавт. [1] разработан парофазный анализ ЛЖК 
для быстрого обнаружения анаэробов при инфекциях. Метод может быть 
использован для идентификации отдельных видов анаэробных бактерий.

Сущность парофазного анализа (ПФА) состоит в том, что газохрома
тографический анализ проводят, исследуя не сам образец, а находящуюся с 
ним в контакте газовую фазу, насыщенную летучими компонентами ана
лизируемого образца. Отличительной особенностью метода является пре
дельно простая процедура подготовки биологического материала к иссле
дованию и автоматическое введение пробы в хроматограф. Методика пре
дусматривает использование отечественного оборудования и включает не
сколько несложных операций. Исследуемый образец помещается в стек
лянный флакон (типа пенициллинового), к нему добавляется минеральная 
соль -  бисульфат калия, создающая в анализируемом растворе кислую 
среду. Далее флакон герметизируется стандартной резиновой пробкой и 
выдерживается 15-20 мин при температуре 90 °С. После этого насыщен
ный летучими веществами газ из флакона с помощью специального пнев
матического дозатора вводится в хроматограф. Расшифровка результатов 
анализа производится по наличию или отсутствию на хроматограмме пи
ков ЛЖК. На рис. 7 и 8 приведены типичные хроматограммы гноя аэроб-
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кого и анаэробного происхождения []]. Если на хроматограмме выявлено 
обилие ЛЖК, это однозначно указывает на участие анаэробов в инфекции. 
Чаще всего анаэробные инфекции являются смешанными, т.е. гной из оча
га инфекции содержит метаболиты анаэробов различных видов.

Нетрудно увидеть, что ПФА по
зволяет в течение 30-40 мин с момента 
представления клинического образца в 
лабораторию, не пользуясь микробиоло
гическими методами, получить ответ об 
участии анаэробов в инфекции. Однако 
отсутствие пиков ЛЖК на хроматограм
ме не является столь же надежным при
знаком отсутствия анаэробной инфекции.
Некоторые виды анаэробных инфекций не 
продуцирую! ЛЖК. К ним относятся, на
пример, Bacteroides corrodens и 
Peplococcus magnus. Поэтому при моно
инфекциях такими видами бактерий пиков 
ЛЖК на хроматограмме не будет. Однако 
вероятность получения такого ложноотри
цательного результата очень низка, т.к. 
анаэробные моноинфекции встречаются 
довольно редко.

Существует большое количество и 
других патологий, которые можно обнару
живать по наличию на хроматограммах 
биологических объектов жирных кислот.
Так, исследования состава липидов крови 
привели к пониманию проблемы атероскле
роза -  болезни, ведущей к появлению ише
мической болезни сердца, нарушениям моз
гового кровообращения.

Для практической медицины разработаны простые и эффективные 
средства диагностики нарушений метаболизма липидов. В повседневной 
практике врачи ежедневно назначают исследования холестерина, триглице
ридов, липопротеидов. При разработке этих рутинных методик газовая хро
матография использовалась как референтный метод, то есть метод-эталон. 
Широкое внедрение во врачебную практику исследований метаболизма ли
пидов позволило разработать пути профилактики и лечения атеросклероза.

В iv р а

li
iv b

a iili
30 20 10 0

Рис. 7. Типичные хромато
граммы экссудатов при 
абсцессе легкого (А), эмпие
ме плевральной полости (Б), 
абсцессе легкого (В), на
гноении раны (Г):
Летучие жирные кислоты: а -  
уксусная, р -  пропионовая, ib -  
изомасляная, b -  масляная, iv -  
изовалериановая, v - валериа
новая, ic -  изокапроновая
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Рис. 8. Типичные хроматограммы чистых анаэробных 
культур, выделенных из нативного материала и выращен
ных на пептоннодрожжевой среде с глюкозой:

А -  при эмпиеме плевральной полости выделены анаэробы: 
1 Fusobacterium necrophorum; 2 -  Peptostreptococcus anaerobius.
Б при абсцессе легкого выделены анаэробы: 1 -  Bacteroides
fragilis; 2 -  Veillonella. В -  при нагноении раны выделены анаэробы: 
1 -  Bacteroides melaninogenicus; 2 -  Ps. Anaerobius; 3 -  Fusobacterium 
necrophorum.

Летучие жирные кислоты: a -  уксусная, p -  иронионовая, 
ib изомасляная, b -  н-масляная, iv -  изовалериановая, 
v -  н-валериановая, ic -  изокапроновая

Возможность определения индивидуального состава жирных кислот 
тех или иных липидов является чрезвычайно мощным инструментом в 
познании структуры и функции биологических мембран, процессов внут
риклеточного метаболизма. Энергетическое обеспечение клетки осущест
вляется в так называемом цикле трикарбоновых кислот — цикле Кребса. 
Газохроматографическое определение спектра карбоновых кислот цикла 
Кребса внесло большой вклад в понимание процессов внутриклеточного 
метаболизма при различных патологических состояниях [2].
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Развитие биологии и медицины привело к пониманию того, что чело
веческий организм является своеобразным микрокосмом, и появлению но
вой науки -  микробной экологии человека. Человеческий организм пред
ставляет собой систему сложных локальных экосистем. Нарушение эколо
гического равновесия в любой из этих систем приводит к весьма серьезным 
последствиям. Ярким примером является кишечный дисбактериоз. При на
рушении равновесия в системе микробы кишечника -  организм-хозяин из
меняется сам характер пищеварения. В норме у человека белки и углеводы 
перевариваются и всасываются в тонкой кишке, которая в физиологических 
условиях почти стерильна (от 105 до 108 микробов на 1 г содержимого), а 
грубая растительная клетчатка попадает в толстую кишку, где подвергается 
воздействию ферментных систем анаэробных микроорганизмов. Количест
во микробных тел в толстой кишке (1014) на два порядка(!) превышает об
щее число клеток человеческого организма. Образовавшиеся в процессе пе
реваривания клетчатки карбоновые кислоты выполняют важные для орга
низма функции: питание клеток эпителия толстой кишки, угнетение канце
рогенеза (то есть ракового перерождения) в клетках кишечного эпителия, 
регуляцию микробного биоценоза. При дисбактериозе анаэробные микро
организмы заселяют тонкую кишку, утилизируют питательные компоненты 
и лишают организм питания, повреждают нежную слизистую оболочку тон
кой кишки своими мощными ферментными системами.

Осуществить контроль дисбактериоза традиционными бактериоло
гическими средствами нереально. Выполнение одного детального обсле
дования на дисбактериоз требует свыше года трудозатрат в человеко
часах. Альтернатива этому исследованию -  установление спектра карбо
новых кислот в кишечном содержимом методом ГЖХ как интегрального 
показателя микробного состояния кишечника [2].

Газохроматографический анализ жирных кислот позволяет также про
водить быструю диагностику так называемых нероксисомных заболеваний [2], 
которые были открыты сравнительно недавно и представляют собой семейст
во наследственных патологий. Пероксисомы -  мельчайшие органеллы (части 
тела клеток), обнаруженные более четверти века назад. Метаболическая функ
ция пероксисом -  окисление жирных кислот, некоторых гормонов и т.д. Осо
бенностью пероксисом является то, что они ответственны за окисление тех 
жирных кислот, которые неохотно метаболизируются иными органеллами. 
Пероксисомы превращают эти гидрофобные вещества в более гидрофильные.

Пероксисомные нарушения проявляются в задержке развития, пора
жении нервной и эндокринной систем, нарушении функции ряда внутрен
них органов. Практически для всех пероксисомных нарушений характерно 
накопление в клеточных мембранах и плазме крови так называемых очень 
длинных насыщенных жирных кислот с длиной цепи 24-28 углеродных 
атомов. В настоящее время газовая хроматография -  самый эффективный 
метод для определения этих веществ.
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Было бы неверно полагать, что газовая хроматография используется 
только в анализе карбоновых кислот. Разработаны и применяются методы 
газохроматографического анализа спиртов, альдегидов, аминокислот, уг
леводов, нуклеотидов, стероидов и других соединений. Для части пере
численных выше соединений газовая хроматография стала отправной 
точкой, позволившей разработать более практичные методики. В частно
сти, методом газовой хроматографии определяют увеличение содержания 
ацетона, гептанона-2 и других кетонов при сахарном диабете. Диагности
ческим показателем цирроза печени служат ароматические кислоты; на
копление фенилуксусной кислоты свидетельствует о некоторых заболе
ваниях нервной системы. Для контроля состояния ожоговых больных оп
ределяют производные углеводов -  маннитол и лактулозу. Газовая хро
матография дает возможность количественно оценить весь клинически 
значимый спектр стероидов из одной пробы. Подобный анализ незаменим 
в диагностике некоторых болезней (при нарушениях функции желез 
внутренней секреции -  надпочечников, заболеваниях половой сферы). 
Были разработаны методы определения так называемых катехоламинов -  
адреналина, норадреналина -  и родственных им соединений, гормонов 
щитовидной железы, гормонов надпочечников [2J.

2.4. Перспективы применения газовой хроматографии 
в медицине и биологии

Можно с уверенностью сказать, что газовая хроматография будет вос
требована для биомедицинских исследований. Последние исследования био
логов и медиков в области клеточного метаболизма [2] показали, что весь на
бор внутриклеточных сигналов опосредуется так называемыми вторичными 
биорегуляторами. Их множество. Но для хроматографистов, специализи
рующихся в области биомедицинских исследований, наиболее интересен 
один -  оксид азота (II) (NO), к роли которого в клеточном метаболизме при
ковано внимание мировой медицинской общественности. Выяснено, что по
средством оксида азота реализуется механизм расширения кровеносных со
судов. Именно этому обязаны жизнью тысячи пациентов, принимающих 
нитроглицерин (в биосредах нитроглицерин трансформируется в оксид азо
та). Предполагается, что наличие NO в некоторых нервных окончаниях свя
зано с его участием в реализации механизмов восприятия боли и памяти. Ок
сид азота так или иначе участвует в осуществлении реакций воспалительного 
каскада, механизмах гибели клеток. Пока единственным прямым методом 
определения оксида азота в тканях является газовая хроматография.

Газовая хроматография незаменима при получении так называемых 
метаболических профилей биосред: крови, мочи, слюны, выдыхаемого 
воздуха. Они представляют собой хроматограмму соответствующих био
логических сред. В одном образце может анализироваться несколько сот
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компонентов, при этом необязательно даже знание состава компонентов 
метаболического профиля. Метаболические профили так же индивиду
альны, как и отпечатки пальцев, но в отличие от папиллярных узоров 
хроматограмма метаболитов человеческого организма несет массу меди
цинской информации: какие лекарства или продукты получал человек в 
последнее время, каким микроорганизмом вызвано его заболевание и 
многое другое. В качестве примера на рис. 9 приведен метаболический 
профиль мочи, содержащий свыше сотни достоверно идентифицирован
ных компонентов. Компьютерный анализ метаболических профилей яв
ляется одним из мощнейших инструментов диагностики врожденных и 
приобретенных нарушений метаболизма, таких заболеваний, как сахар
ный диабет, подагра и многих других.

Jju. . JL i  Да.
Время

Рис. 9. Метаболический профиль органических компо
нентов мочи здорового человека

Еще не всегда можно объяснить причины формирования того или 
иного метаболического профиля. Например, анализ спектра насыщенных 
и ненасыщенных кислот и их количественных соотношений в мембране 
клеток крови с успехом применяется для определения прогноза при сеп
сисе. Отсутствие удовлетворительной гипотезы, объясняющей это явле
ние, не мешает его практическому применению [2].

Таким образом, газовая хроматография -  один из самых мощных ана
литических методов, разработанных во второй половине XX столетия. При
менение ее в медицине и биологии носит как прикладной, так и исследова
тельский характер. Основное направление -  исследования нарушений мета
болизма липидов, в частности жирных кислот, углеводов, органических ки
слот, амипосоединений. Традиционные сферы практического применения - 
медицинская микробиология и диагностика врожденных нарушений мета
болизма. Перспективой применения газовой хроматографии является кон
цепция метаболических профилей -  систем интегральной оценки метабо
лизма. С унификацией методик газовой хроматографии, ростом чувстви
тельности детекторов станет возможно повседневное использование мета
болических профилей в целях пракгической диагностики.
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3. Жидкостная хроматография в медицине и биологии

В настоящее время быстро развиваются все варианты жидкостной 
хроматографии, особенно высокоэффективной колоночной. Высокоэффек
тивная жидкостная хроматография (ВЭЖХ) получила широкое распро
странение во всех областях науки и техники. Однако наибольшее приме
нение ВЭЖХ находит в медицине, фармакологии и биологии. По данным 
последних библиографических указателей, более половины всех публика
ций посвящены этим вопросам. Издается отдельный журнал по хромато
графии -  Journal o f Chromatography (Biomedical Application).

Широкое применение ВЭЖХ в медицине и биологии связано, преж
де всего, с ее исключительно универсальными аналитическими возможно
стями: современные методы ВЭЖХ позволяют анализировать как смеси 
ионов или молекул, так и смеси ферментов, белков и даже вирусов 
(табл.1). ВЭЖХ обладает высокой эффективностью колонок и селективно
стью разделения, хроматографическое разделение проводится в мягких ус
ловиях (низкая температура, инертный растворитель, отсутствие контакта 
с кислородом), что очень важно при анализе термически и химически не
устойчивых биологически активных соединений.

Таблица 1
Области применении основных методов ВЭЖХ в медицине и биологии

Варианты ВЭЖХ Области применения

Эксклюзионная (ситовая)
Белки, вирусы, ферменты, полипептиды, 
пептиды, нуклеиновые кислоты, липопро- 
теины и др.

Молекулярные сорбционные 
(жидкостно-адсорбционная, 
жидкостно-жидкостная)

Аминокислоты, сахара, липиды, жирные 
кислоты, стероиды, простагландины, ле
карства, катехоламины, порфирины, нук
леотиды, нуклеозиды, витамины, холесте
рин и его производные и др.

Энинтиоселективная (хираль
ная)

Оптические изомеры биологически ак
тивных соединений

Аффинная (биоспецифическая) Селективное выделение биологически ак
тивных соединений, в частности, ферментов

1

| Ионообменная
Органические кислоты и основания, СГ, 
Na+, К ,  НС Об в желудочном соке; Na', 
К+, Са2+ и др. в крови

Методом жидкостной хроматографии и, в частности, ВЭЖХ анали
зируются многие биологически активные вещества и биологические объ
екты, такие как кровь, сыворотка и плазма крови, моча, слюна, спинномоз
говая жидкость, желчь, желудочный сок, мозг, печень, опухоли, миокард и
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др. Так, анализ белков, нуклеиновых кислот, пептидов и их метаболитов, 
необходимый как для биохимиков и химиков, так и для медиков и фарма
кологов, осуществляется чаще всего с помощью жидкостной хроматогра
фии. Перечисленные объекты являются, в основном, макромолекулярными 
соединениями, поэтому целесообразно подробнее остановиться на специ
фике хроматографии макромолекул.

3.1. Особенности хроматографирования макромолекул

Макромолекулы отличаются от малых молекул не только размером, 
но и лабильностью, которая в первую очередь связана с тем, что биологиче
ская активность многих из них (например, ферментов) обусловлена третич
ной структурой, в образовании которой решающую роль играют слабые си
лы взаимодействия между достаточно удаленными друг от друга участками 
полипептидной или полинуклеотидной цепи. Кроме того, биологические 
макромолекулы являются полиэлектролитами, что в случае ионных взаимо
действий с сорбентом приводит к многоточечному контакту. Часто эти мо
лекулы имеют мозаично расположенные гидрофобные и гидрофильные уча
стки, а также центры сорбции. Биологическая активность многих ферментов 
связана с сохранением четвертичной структуры, когда белковая молекула 
состоит из нековалентно связанных между собой субъединиц [5].

Термином “денатурация” обычно обозначают утрату макромолеку
лами четвертичной, третичной или вторичной структуры. Такая утрата 
может происходить в ходе самого хроматографического процесса (это 
влияние элюента и т.д.) и вследствие многоточечной сорбции, когда мак
ромолекулы как бы “распластываются” на поверхности сорбента. При этом 
слабые связи между участками их цепей разрываются. Денатурация, как 
правило, приводит к увеличению молекулярного объема и к экспонирова
нию гидрофильных участков, особенно у белков. Такие изменения при де
натурации влияют на распределение макромолекул между подвижной и 
неподвижной фазами. Кроме того, это может быть неблагоприятным, по
скольку развернутые полипептидные или полинуклеотидные цепи склонны 
очень прочно, а иногда и необратимо сорбироваться некоторыми непод
вижными фазами. Белки, нуклеотиды и полипептиды большой молекуляр
ной массы хроматографируют методом эксклюзионной хроматографии. 
Даже в этом случае увеличение молекулярного объема при денатурации 
может приводить к задержанию молекул внутри гранул, откуда они в на
тивном (врожденном, природном) состоянии могли свободно диффунди
ровать. Экспонирование гидрофильных или гидрофобных участков может 
приводить к нежелательному взаимодействию фракционируемых молекул 
с самим материалом матрицы (здесь под матрицей понимают твердую ос
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нову неподвижной фазы -  полимерной сетки), образующей каркас гранул 
неподвижной фазы.

Для уменьшения опасности денатурации нередко приходится вести 
хроматаграфию белков при пониженной температуре или вводить в состав 
элюента глицерин в качестве консерванта, что приводит к увеличению вяз
кости жидкостей подвижной и неподвижной фаз, требует повышения ра
бочего давления и нередко ухудшает разделение за счет затруднения диф
фузии. С уменьшением коэффициента диффузии снижается и допустимая 
скорость элюции, увеличивается продолжительность хроматографического 
процесса, а вместе с этим и вероятность денатурации, и поэтому здесь наи
более выгодно ступенчатое градиентное элюирование. Большой размер 
молекул обусловливает существенное уменьшение коэффициентов диффу
зии по сравнению с малыми молекулами.

Для приблизительно сферических макромолекул хорошо выполняет
ся закон Стокса, и коэффициент диффузии D можно рассчитать по уравне
нию Стокса-Эйнштейна:

п  кТ
£> =  7— , ( 1)(т т |г

где к -  постоянная Больцмана, г) -  вязкость среды, г -  радиус сферы.
Так, у белков значения коэффициентов диффузии молекул в под

вижной (£)„,) и неподвижной (Д.) фазах в 10 30 раз меньше, чем, например, 
у аминокислот, а для очень крупных молекул рибонуклеиновой кислоты 
(РНК) и дезоксирибонуклеиновой кислоты (ДНК) эти значения существен
но меньше. Следовательно, расширение зон и ухудшение разрешения при 
хроматографировании макромолекул связано, главным образом, с трудно
стью установления равновесия между фазами. Продольная диффузия 
большой роли здесь не играет.

Важной особенностью, которую необходимо учитывать при хрома
тографировании макромолекул, является их полиэлектролитность. Нали
чие нескольких точек, связывающих макромолекулы с сорбентом, в случае 
обычной адсорбции или ионного обмена приводит к ряду специфических 
особенностей взаимодействия вещества с сорбентом. Во-первых, начинает 
сказываться стерическое соответствие между ними, например, близость 
средних расстояний между взаимодействующими (сорбционными, ионо
генными) группами на поверхности макромолекулы и на сорбенте, что 
диктует определенную конфигурационную избирательность процесса. Во- 
вторых, «распластывание» молекулы на поверхности адсорбента может 
вызвать ее денатурацию.

Еще одна особенность хроматографии макромолекул заключается в 
проблеме доступности всего объема неподвижной фазы внутри гранул. 
Ограничение такой доступности вследствие статистического разброса раз
меров нор пространственной сетки гранул используется для фракциониро
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вания макромолекул в эксклюзионной (ситовой) хроматографии, однако в 
других вариантах хроматографии ограничение доступности всего объема 
пор не только уменьшает емкость системы, но и существенно затрудняет 
установление равновесия.

Как говорилось выше, для хроматографирования макромолекул бо
лее подходит градиентное элюирование. Рассмотрим этот способ проведе
ния хроматографического процесса в варианте ВЭЖХ подробнее.

3.2. Градиентное элюирование

В целях уменьшения вероятности денатурации биологических мак
ромолекул в хроматографической колонке используют градиентное элюи
рование. Кроме того, в химии лекарственных веществ и органическом син
тезе исследователь чаще всего работает с относительно простыми смесями, 
содержащими не более 5-10 компонентов. Если компоненты не слишком 
различаются по своим свойствам, обычно не удается подобрать такую под
вижную фазу, которая обеспечивает приемлемые скорость анализа и се
лективность разделения. На рис. 10 приведены хроматограммы смеси, для 
которой не удается подобрать изократический (т.е. при постоянном составе 
подвижной фазы) режим разделения [6].
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Рис. 10. Хроматограммы сложной смеси: а -  изократическое 
элюирование, подвижная фаза сильная, из колонки выходят все компо
ненты пробы, однако рано выходящие делятся плохо; б -  изократическое 
элюирование, сила подвижной фазы недостаточна, компоненты 8- 11 из 
колонки не выходят; в -  градиентное элюирование. Пунктир изображает 
содержание модификатора в подвижной фазе в ходе элюирования
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В противоположность этому режиму под градиентным элюировани
ем понимают такой способ проведения хроматографического процесса, ко
гда в ходе анализа концентрация модификатора подвижной фазы изменя
ется по заданному закону. Некоторые вопросы теории и методики приме
нения градиентного элюирования рассмотрены в статье [7].

Расчет удерживаемых объемов при градиентном элюировании бази
руется на следующей основной идее [7]. Предположим, что бесконечно 
малому объему подвижной фазы dV, прошедшему через колонку, отвечает 
смещение максимума хроматографической зоны, пропорциональное вели
чине объема подвижной фазы в колонке dVm. В течение этой бесконечно 
малой ступени элюирования фактор удерживания к можно считать посто
янной величиной,поэтому:

d V  =  kdV  . (2)т 4 '
Это уравнение может быть записано в другой форме:

V V
*Ч, = ̂ = h dv’ о)
0 о К

где Vg -  удельный удерживаемый объем в режиме градиентного элюирова
ния. Это же соотношение может быть представлено в единицах времени:

1 '« 1
\d tm = tm = \ j d t ,  (4)
о о

где tR -  время удерживания в режиме градиентного элюирования.
Для решения этих уравнений необходимо выразить зависимость фак

торов удерживания от объема элюента (или времени с начала градиента) в 
виде двух функций. Одна из них описывает связь между удерживанием и 
концентрацией модификатора, вторая -  связь между этой концентрацией и 
объемом элюента (временем). Уравнение (3) тогда можно записать в виде:

V V
т g  d  V
W m = ут = I / [ ф ( п у  (5)

где Ф (V) -  функция градиента. В простейшем случае Ф (У) -  линейная 
функция, и концентрация модификатора может быть выражена следующим 
образом:

c  =  d > ( V ) = A  +  B V ,  ( 6 )

где А -  исходная концентрация модификатора; В -  крутизна градиента.
С другой стороны, зависимость к от с может быть выражена уравне

нием, которое предложили авторы [7]:
lg к - а - т с ,  (7)
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где а, т, -  коэффициенты, с -  объемная концентрация более сильного раство
рителя -  модификатора; а = к,„: кт -  фактор удерживания, экстраполированный 
к нулевому содержанию органического растворителя в подвижной фате. 

Объединив уравнения (5), (6) и (7), получим: 
v

Vm = J — .\O m(A + BV)d V  (8)
о кю

и после интегрирования найдем удельный удерживаемый объем:

К = — lg(2,31 т Вк V -10 тА + 1 ). (9)
g тВ  ® т

Приведенный подход позволяет с достаточной точностью предска
зать поведение соединений в градиентном режиме, если известны пара
метры уравнения (7). В таблице 2 приведены величины удельных удержи
ваемых объемов, рассчитанные по уравнению (9) и определенные экспе
риментально, для ряда лекарственных веществ.

Таблица 2
Сопоставление расчетных и экспериментальных значений Ve 

некоторых алкалоидов и барбитуратов [6|
Колонки с Лихросорбом RP18 (300x4,2 мм), Vm 3.2 мл, градиент по уравнению (9)

А = 0; А = 0,1; А - 0,1;

Соединение В = 0,06872 В = 0,06872 В = 0,01718

Vzьрасч Vzьжсп VZьрасч  ̂£эксп Vz Л ох и

Теобромин 4,71 5,14 3,33 3,54 11,78 12,17
Теофиллин 5,78 6,32 4,42 4,74 13,84 15,56
Кофеин 6,92 7,26 5,50 5,64 18,71 19,51
Барбитал 7,09 7,25 5,69 5,84 18,05 17,92
Г ептобарбитал 8,02 8,14 6,58 6,68 22,81 22,27
Аллобарбитал 8,61 8,72 7,17 7,31 24,74 24,34
Апробарбитал 9,14 9,28 7,70 7,90 27,10 26,75
Бутобарбитал 9,85 10,01 8,40 8,63 30,17 29,98
Гексобарбитал 10,37 10,58 8,91 9,13 32,21 31,90
Пентобарбитал - - 9,16 9,41 34,30 33,97

Фактор разделения в градиентном режиме a g может быть рассчитан 
по аналогии с изократическими параметрами из формально вычисляемых, 
«кажущихся» факторов удерживания:
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(Ю)
к.

Величина степени разделения R определяется для линейного гради
ента выражением:

где значения символов те же, что в уравнениях (2-9), индекс «2» отвечает 
параметрам второго пика разделяемой пары, индекс «g» -  режиму гради
ентного элюирования.

При общей оценке применимости метода для разделения многоком
понентных смесей может быть использован параметр Р  -  емкость хромато
граммы (в изократическом Рс и градиентном РК режиме элюирования):

где VR7 и Vra -  удерживаемые объемы, отвечающие начальной и конечной 
точкам рассматриваемого участка хроматограммы в изократическом ре
жиме; Vgz и VgA -  аналогичные величины для градиентного элюирования.

Из вышеизложенного следует, что расчет оптимальных условий гра
диентного элюирования требует знания параметров кш и т уравнения (7). 
Разумеется, эти величины можно определить, проведя необходимые пред
варительные измерения в изократическом режиме. Однако не всегда ком
поненты смеси доступны в индивидуальном виде, в связи с чем условия 
градиентного элюирования, близкие к оптимальным, выбирают опытным 
путем на основании правил, приведенных ниже.

Выбрав подходящую колонку, проводят градиентное элюирование в 
таком режиме, чтобы концентрация модификатора изменялась по опреде
ленному закону от 0 до 100%, а объем растворителя в 10-15 раз превышал 
Ут. Если для разделения всей смеси веществ требуется изменение градиента 
не более чем на 25%, вполне вероятно, что для данной смеси можно подоб
рать условия элюирования в изократическом режиме. В противном случае 
градиентное элюирование необходимо, и дальнейшее улучшение режима 
производят на основании анализа распределения пиков на хроматограмме

-  если пики располагаются равномерно, причем первые из них отстоят 
далеко от пика выхода несорбирующегося вещества и разделение недоста
точное, следует уменьшить крутизну градиента В;

a s -1 lg(2,3 l7?t, В ■ 1 (Г'"'А +1) -1
(ID

( 12 )

(13)

[6):
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-  если при равномерном распределении пиков первые из них удерживают
ся слабо, должна быть уменьшена начальная концентрация модификатора Л;

-  если при равномерном распределении пиков они хорошо разделены 
и продолжительность анализа велика, рекомендуется увеличить А и (или) 
В ;

-  если разделение пиков удовлетворительное, но первое соединение 
имеет слишком большое время удерживания, требуется увеличить А ;

-  если компоненты разделяемой смеси элюируются быстро и пики на 
хроматограмме плохо разделены между собой, то параметры А и В должны 
быть снижены;

-  если некоторые компоненты смеси элюируются после завершения 
градиента, но разделение удовлетворительное и продолжительность анали
за невелика, нет необходимости изменять профиль градиента. Однако если 
в этом случае хроматограммы имеют «лишние» участки нулевой линии, а 
время выхода последнего компонента велико, то модификатор должен 
быть заменен на другой, обладающий большей элюирующей силой;

-  если нулевая линия имеет «лишние» участки в конце хроматограм
мы, а пики в начале хроматограммы плохо разделяются, следует изменить 
профиль градиента; крутизна его должна возрастать по ходу анализа, либо 
в начале анализа должен быть участок изократического элюирования;

-  если в начале хроматограммы имеются «липшие» участки нулевой 
линии, а последующие пики разделены недостаточно, то крутизна гради
ента должна снижаться по мере его прохождения, либо в конце разделения 
должен быть участок изократического элюирования;

-  если разделение и местоположение большинства пиков на хромато
грамме удовлетворительное, но имеется одна или несколько пар плохо по
деленных инков в различных частях хроматограммы, то рекомендуется оп
тимизировать селективность разделения этих пар, например меняя В либо 
заменив модификатор другим, отличающимся по селективности.

Вопросы теории и методики применения градиентного элюирования 
подробно рассмотрены в работах [7-14].

3.3. Обращенно-фазовая хроматография

Из всех вариантов ВЭЖХ обращенно-фазовый применяется в настоя
щее время наиболее широко. Его привлекательность определяется методиче
ской простотой и универсальностью, во многих случаях — простотой механиз
ма сорбции и предсказуемостью поведения веществ на основании их строения.

Термин «обращенно-фазовая хроматография» ввели Говард и Мар
тин в 1950 году [15], когда ими было описано разделение жирных кислот с 
использованием жидкого парафина и н-октана в качестве неподвижных 
фаз. В отличие от других, ранее применявшихся систем распределительной
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хроматографии, здесь неподвижная фаза менее полярна, чем подвижная, 
что и послужило поводом к такому наименованию.

Важнейшую роль в понимании механизма удерживания сыграли ра
боты Хорвата [16-18]. Суть теории Хорвата заключается в следующем: 
существует принципиальное различие между процессами сорбции на по
лярных поверхностях из относительно неполярных растворителей («нор
мально-фазовый режим») и сорбцией из воды, либо сильно полярных рас
творителей на поверхностях неполярных («обращенно-фазовый режим»). 
В первом случае между молекулами сорбатов и неподвижных фаз образу
ются ассоциаты за счет кулоновских взаимодействий или водородных свя
зей. Во втором случае причиной ассоциации на поверхности являются так 
называемые сольвофобные взаимодействия в подвижной фазе. Для поляр
ных подвижных фаз, в особенности содержащих воду, характерно сильное 
кулоновское взаимодействие и образование водородных связей между мо
лекулами растворителей. Все молекулы в таких растворителях связаны до
вольно прочно межмолекулярными силами. Для того, чтобы «поместить» в 
эту среду молекулу сорбата, необходимо образование полости между мо
лекулами растворителя. Энергетические затраты на образование такой по
лос™ частично покрываются за счет взаимодействия полярных групп в 
молекуле сорбата с полярными молекулами растворителя. В аналогичном 
положении по отношению к растворителю находятся и неполярные моле
кулы неподвижной фазы. С энергетической точки зрения более выгодно 
такое положение, когда поверхность раздела между полярной средой (рас
творителем) и полярными фрагментами неподвижной фазы и молекул сор
бата минимальна. Уменьшение этой поверхности и достигается при сорб
ции (рис. 11).

а)

Н епо ляр ны й  фра гм ент 

•  со р б а та

о
о

•'.Поверхность 
сор бен та

6)

Рис. 11. К механизму обращенно-фазовой хроматографии
[6]: а -  сорбат в растворе; б -  сорбат на поверхности неподвижной фазы. 
Молекулы воды и органического растворителя обозначены соответственно 
светлыми и темными кружками
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Таким образом, причинами сорбции в обращенно-фазовой хромато
графии служит сильное притяжение полярных молекул растворителя одна 
к другой, как бы «прижимающее» растворенные менее полярные молекулы 
к неполярной поверхности, и межмолекулярное взаимодействие «сорбтив 
-  сорбент». Из всего этого следует, что роль химической природы непод
вижной фазы в обращенно-фазовой хроматографии относительно мала по 
сравнению с нормально-фазовой хроматографией, так как взаимодействие 
сорбат -  сорбент ограничивается слабыми дисперсионными силами.

3.3.1. Удерживание веществ в обращенно-фазовой хроматографии 
и особенности строения молекул сорбатов

При постоянных условиях хроматографирования удерживание раз
личных сорбатов определяется следующими факторами:

-  дииольным моментом сорбатов;
-  объемом их молекул;
-  поляризуемостью;
-  уменьшением площади неполярной поверхности при сорбции.

Теоретическое исследование, связанное с выявлением роли каждого 
из этих факторов, послужило основой для многочисленных моделей, свя
зывающих факторы удерживания с доступными структурными параметра
ми или физико-химическими свойствами сорбатов. Эти модели имеют 
большое практическое значение при интерпретации хроматограмм, выборе 
условий разделения. Полученные с их помощью результаты в совокупно
сти подтверждают сольвофобную теорию обращенно-фазовой хромато
графии.

Используемый принцип моделирования в общем виде может быть 
выражен уравнением:

Я , = Л о + а 5 , . ,  ( 1 4 )

где R, -  параметр удерживания или какая-либо его функция, чаще всего lgк 
(к -  фактор удерживания); R0 — постоянная составляющая параметра R, 
общая для рассматриваемого множества соединений; S) -  параметр, описы
вающий существенные для хроматографического поведения особенности 
структуры сорбата /; а — коэффициент.

В зависимости от вида параметра 5,- модели удерживания могут быть 
отнесены к одной из трех групп:

-  аддитивная модель удерживания,
-  модель «удерживание -  свойство»,
-  модель «удерживание -  структура сорбата».
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3.3.2. Аддитивные модели удерживания

В простых аддитивных моделях S, есть сумма инкрементов удержи
вания, выраженная непосредственно в единицах Я,:

S, = Y n j S j , (15)
где Sj -  инкремент /6 отвечающий структурному фрагменту у; гу -  число струк
турных фрагментов j  в молекуле сорбата i. Разумеется, в этом случае а=1.

В работе [19] методом ВЭЖХ изучено поведение ряда биологически 
важных производных фенилэтиламина и аминокислот и найдены инкре
менты удерживания, отвечающие окси-, метокси— и метальной группам в 
различных положениях. Показано, что данные, полученные на одном сор
бенте, могут быть перенесены на другой, если состав подвижной фазы в 
обоих случаях одинаков.

Авторы [20] детально изучили поведение большого числа замещен
ных пуринов. Найдены величины 5,-для ряда характерных заместителей в 
различных положениях. Прогнозирующая способность полученной модели 
проверена на 62 соединениях, не входивших в первоначальный массив для 
определения S). Аддитивные схемы расчета позволяют добиться практиче
ски приемлемой надежности прогнозирования удерживания.

3.3.3. Модели «удерживание -  свойство»

В таких моделях S, представляет собой какое-либо (чаще всего нехро
матографическое) свойство сорбата. Этот тип моделей основан на том, что 
особенности строения в рамках ограниченных множеств сорбатов влияют на 
ряд других химических параметров аналогично их влиянию на удерживание.

Из моделей данного типа наиболее популярны уравнения, связываю
щие факторы удерживания с коэффициентами распределения (чаще всего в 
системе октанол вода). Применение системы октанол — вода вызвано тем, 
что она широко используется для оценки биологической активности и для 
нее существует детально разработанная методика аддитивного расчета коэф
фициентов распределения исходя из строения веществ [21]. Работы этого на
правления преследуют обычно одну из двух противоположных целей:

1) на основании логарифмов коэффициентов распределения, найден
ных опытным или расчетным путем, рассчитать величины удерживания;

2) из величин удерживания, измеренных хроматографически, рассчи
тать коэффициенты распределения.

При решении первой задачи особенно привлекательна возможность 
использования аддитивного расчета логарифмов коэффициентов распреде
ления, который в настоящее время разработан лучше, чем непосредствен
ные аддитивные расчеты факторов удерживания. С другой стороны, при
менение хроматографии открывает новые возможности для измерения ко
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эффициентов распределения, в особенности гидрофобных соединений или 
веществ, недоступных в чистом виде. Решение обеих задач базируется на 
линейной зависимости между логарифмами коэффициентов распределения 
и факторов удерживания:

\%k = a + b\gPv , (16)
где Ру -  коэффициент распределения вещества между фазами i и j .

Естественно, уравнение (16) является весьма приближенным уже по
тому, что в нем не учитываются различная селективность хроматографиче
ских систем и отличия селективности этих систем от классических систем 
распределения жидкость -  жидкость. Отклонения от уравнения (16) неред
ки, в особенности, если рассматривать группы соединений, сильно отли
чающихся не только гидрофобными фрагментами, но и характером функ
циональных групп.

В работе [22] сделана попытка с помощью уравнения (16) описать 
величины удерживания пептидов -  фрагментов кортикотропина, имеющих 
не более одной свободной концевой группы. Полученные значения коэф
фициентов а и b уравнения (16), а также коэффициент корреляции г пред
ставлены в таблице 3(A) [6]. Корреляция между lgк и lgP не может быть 
признана удовлетворительной.

Таблица 3
Параметры уравнения (16) для пептидов

Концентрация ацетонитрила, 
об. % а Ъ г

А
55 -0.273 0.107 0.627
50 -0.047 0.124 0.622
45 0.132 0.137 0.585
40 0.620 0.121 0.599
35 0.616 0.060 0.280

Б
50 -0.595 0.230 0.962
45 -0.534 0.277 0.970
35 0.091 0.219 0.843

Примечание: А -  в качестве взят расчетный параметр для системы октанол -  
вода по Реккеру; Б -  в качестве lgРу взят параметр, рассчитанный по модифици
рованным инкрементам.

Наибольшие погрешности аппроксимации соответствуют пептидам с 
незащищенными концевыми группами. Это можно объяснить тем, что 
вклады этих полярных функциональных групп в баланс гидрофильных и 
гидрофобных свойств в системе, состоящей из водного раствора ацетонит
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рила и химически связанных групп С ]8Нз7, отличаются от аналогичного 
вклада для системы октанол -  вода. Следовательно, возникает необходи
мость коррекции инкрементов lgP. Для этого можно попытаться по экспе
риментальным данным рассчитать значения инкрементов для характерных 
полярных функциональных групп пептидных соединений. Такие инкре
менты составляют: для — CH2CONH -  0,40; — СООНпеПт -  2, 33; — NH2 Ilem -
2,05. Эти значения, специфические для веществ пептидной природы, по
зволили значительно лучше описать поведение этой группы веществ в об- 
ращенно-фазовых системах (таблица 3(Б)).

Экспериментальное определение lgP чревато ошибками, связанными 
с недостижением равновесия, а также наличием примесей в исследуемом 
образце. Хроматографический метод определения этой величины свободен 
от вышеперечисленных потенциальных источников погрешности.

Для применения хроматографии с целыо определения lgP в сист еме 
октанол -  вода необходимо:

-  на основании величин lgк и достоверных значений lgР для веществ 
стандартов найти коэффициенты уравнения (16);

-  измерить для изучаемых веществ lg к и рассчитать искомый параметр 
по уравнению:

В качестве системы ij в уравнении (16) может выступать не только 
система двух несмешивающихся жидкостей, но и другая хроматографиче
ская система. В этом случае можно связать непосредственно факторы 
удерживания в системах 1 и 2 по уравнению:

Некоторые другие физико-химические свойства сорбатов, связанные с 
их гидрофобностыо или определяющие ее, также могут использоваться для 
интерпретации хроматографических данных. Это могут быть корреляции 
между растворимостью, например, алифатических спиртов в воде и лога
рифмом фактора удерживания [23]; величинами молекулярной поляризуемо
сти и логарифмом фактора удерживания ароматических углеводородов [24].

Модели этой группы устанавливают связь между удерживанием и 
строением сорбатов, выраженным с помощью тех или иных структурных 
дескрипторов. Во многих случаях логарифм фактора удерживания линейно 
связан с числом повторяющихся структурных фрагментов п :

lg k = a + bn.  П9)

(17)

lgк\ = atbXgkj . (18)

3.3.4. Модели «удерживание -  структура»
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Самым распространенным дескриптором является число атомов уг
лерода пс в молекуле вещества, принадлежащего к определенному гомоло
гическому ряду:

lg k  = a + bnc, (20)
где b — вклад в IgA, соответствующий одному атому углерода; а -  константа. 
Уравнение (20), как правило, прекрасно описывает экспериментальные 
данные соединений одного гомологического ряда, для которых а -  посто
янная величина. Сравнивая коэффициенты уравнения (20) для различных 
гомологических рядов, можно заключить, что величина b мало зависит от 
класса веществ, в то время как а закономерно уменьшается при переходе 
от менее полярных классов сорбатов к более полярным.

Хорошо коррелируют с физико-химическими свойствами веществ раз
личные дескрипторы, характеризующие структуру молекул -  индексы связно
сти X. Подробно об этих параметрах и методах их расчета говорится в главе 7.

3.3.5. Выбор элюирующей силы подвижной фазы 
в обращенно-фазовой хроматографии

В настоящее время выбор концентрации модификатора в подвижной 
фазе осуществляется, главным образом, методом проб и ошибок с учетом 
самых общих представлений о влиянии полярности сорбатов на их удер
живание. Выбрать оптимальный состав подвижной фазы для изократиче- 
ского элюирования можно также, осуществив пробное разделение в гради
ентном режиме. И, наконец, можно использовать расчетные методы, осно
ванные на моделях, связывающих удерживание с составом подвижной фа
зы и параметрами гидрофобности сорбатов. Такие модели рассмотрены в 
разделах 3.3.2 — 3.3.4.

Иногда разнообразие разделяемых смесей велико, а анализ каждой из 
них предстоит выполнить несколько раз. В этих условиях не оправданы за
траты на доскональные исследования и одновременно возрастает потреб
ность в экспрессной оценке условий разделения. В данном случае лучше 
использовать двухстадийный подход к выбору условий разделения. На 
первой стадии желательно выбрать условия, чтобы основные компоненты 
смеси имели факторы удерживания в пределах 0,5-2. При этом на хрома
тограмме наиболее четко проявятся более полярные примеси, удерживае
мые слабее основных компонентов смеси. Имеется также вероятность, что 
будет зафиксирован почти весь спектр менее полярных, сильнее удержи
ваемых соединений. Во многих случаях уже этот, первичный режим разде
ления позволит ответить на поставленные вопросы. Если все же разделе
ние смеси недостаточное, может потребоваться изменение силы под
вижной фазы, чтобы за счет увеличения фактора удерживания и фактора 
разделения добиться необходимой степени разделения. Выбор концен
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трации модификатора может осуществляться с помощью моделей, рас
смотренных выше. Остановимся подробнее на выборе первичного режима 
разделения с помощью расчетных методов.

В идеале система априорного расчета величин удерживания должна 
отвечать следующим требованиям:

-  универсальности, применимости к соединениям различного строения;
-  точности;
-  простоте и наглядности структурных параметров.

Рассмотренные выше модели удовлетворить всем требованиям, возмож
но, не CMoiyr, однако, желательно, чтобы для анализа лекарственных веществ, к 
числу которых могут принадлежать представители различных классов органи
ческих соединений, модель по возможности была более простой и универсаль
ной. Желаемого результата можно достичь, используя модель «удерживание- 
свойство», заменив в ней lgP и X  на упрощенный критерий гидрофобности.

33 .6 . Упрощенный критерий гидрофобности

Упрощенный критерий гидрофобности (Н) основан на следующих 
допущениях [6]:

-  размер молекул органических соединений определяется в первую 
очередь числом атомов углерода;

-  снижение гидрофобности при введении в молекулу сорбата полярной 
функциональной группы определяется для полифункциональных сорбатов 
не столько характером группы и ее специфической гидрофильностью, 
сколько самим фактом ее наличия.

Вышеперечисленные допущения при расчете упрощенного критерия 
позволяют не учитывать детализацию инкрементов гидрофобности. Сум
марная гидрофобность соединения, молекулы которого состоят из углево
дородных фрагментов и полярных функциональных групп, может быть 
выражена упрощенным критерием гидрофобности:

H = n c + f ( n f ) , (21)
где iif -  число полярных функциональных групп.

Анализ поведения монофункциональных полярных соединений в ус
ловиях обращенно- фазовой хроматографии показывает, что введение од
ной функциональной группы вызывает в среднем такое же уменьшение 
удерживания, как и уменьшение углеродного скелета на 4 атома углерода. 
Следовательно, в самой простейшей форме уравнение (21) может быть пе
реписано так:

/ /  = л(. - 4 n f . (22)

Однако такая модель не может быть удовлетворительной уже начи
ная с П/ = 2, поскольку эффекты неаддитивности в обращенно-фазовом ре
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жиме проявляются даже при весьма отдаленном расположении функцио
нальных групп. При последовательном введении в молекулу дополнитель
ных функциональных групп неаддитивность возрастает как вследствие 
увеличения числа парных взаимодействий, так и вследствие уменьшения 
среднего расстояния между функциональными группами.

В качестве эмпирической функции, описывающей неаддитивность вкла
дов функциональных групп в гидрофобность, применяется соотношение [6]:

Отдельно следует рассмотреть вопрос влияния на гидрофобность 
атомов галогенов и атомов серы в меркаптанах и тиоэфирах. Анализ вели
чин парциальной гидрофобности и того эффек та, который эти атомы ока
зывают на удерживание, свидетельствует о том, что вклад атомов серы и 
галогенов в гидрофобность сильно зависит от характера остальной части 
молекулы. Тем не менее можно принять следующие утверждения:

-  каждый атом галогена эквивалентен по своему влиянию одной мети
леновой группе;

-  атомы серы в тиоэфирах и меркаптанах не повышают и не снижают 
гидрофобности молекулы в целом.

Следовательно, в окончательном виде в уравнении (21) необходимо 
член пс заменить членом nh -  числом элементарных гидрофобных фрагмен
тов в молекуле, т.е. суммой числа атомов углерода и галогенов:

Критерий Н  не претендует на детальное описание гидрофобности в уз
ких группах веществ, мало отличающихся по структуре, а предлагается в ка
честве универсальной меры гидрофобности для описания веществ, сильно 
отличающихся по структуре. Обнаружено, что упрощенный критерий гидро
фобности хорошо коррелирует с параметрами lg Р. С помощью упрощенного 
критерия гидрофобности можно априорно подобрать концентрацию модифи
катора для конкретного разделения лекарственных веществ.

3.4. Удерживание веществ в нормально-фазовой хроматографии

В нормально-фазовой хроматографии, как уже говорилось выше, не
подвижная фаза более полярна, чем подвижная. В этом случае неподвижной 
фазой, как правило, является адсорбент с развитой поверхностью -  силика
гель. Для адсорбции из жидких растворов характерно взаимное вытеснение 
молекул их компонентов с поверхности адсорбента, то есть адсорбция од
них молекул обязательно сопровождается десорбцией других. Энергия ад
сорбции данного компонента из жидкого раствора определяется разностью 
энергий межмолекулярного взаимодействия его молекул с адсорбентом и с

(23)

(24)
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соседними молекулами в объемном и поверхностном растворах. Поэтому 
она в несколько раз (иногда на порядок) меньше энергии адсорбции того же 
компонента из газовой фазы [251. Эго позволяет, во-первых, осуществлять 
жидкостно-адсорбционную хроматографию при значительно более низких 
температурах и, во-вторых, варьировать природу элюента, добавляя к нему 
вещества, адсорбирующиеся сильнее или слабее данного компонента, что, в 
свою очередь, дает возможность блокировать наиболее неоднородные и 
сильно адсорбирующие участки поверхности адсорбента, то есть делать ее 
более однородной по отношению к компонентам разделяемой смеси. В этом 
случае для полосы данного компонента имеет место адсорбция из трехком- 
понентного раствора: данный компонент смеси, растворитель и добавленное 
к нему вещество, концентрация которого обычно много больше концентра
ции компонента разделяемой смеси.

Такой подход позволяет с единых позиций рассматривать нормаль
но-фазовый и обращенно-фазовый варианты высокоэффективной жидко
стной хроматографии, принципиально не отличающиеся друг от друга. 
Основное различие между этими вариантами ВЭЖХ заключается в разном 
характере межмолекулярных взаимодействий между молекулами адсорба- 
та, с одной стороны, и подвижной фазы и неподвижной фазы -  с другой.

В теории удерживания в жидкостной хроматографии существуют 
различные модели удерживания, некоторые из которых для обращенно- 
фазового варианта были рассмотрены выше. Далее рассмотрим так назы
ваемые «универсальные» модели, которые могут применяться для описа
ния удерживания веществ в различных вариантах жидкостной хромато
графии. Знание этих моделей позволит осознанно подходить к выбору 
хроматографических систем для хроматографирования конкретных смесей 
веществ, в том числе биологических объектов.

3.4.1. Модели удерживания Снайдера, Сочевинского, Скотта—Кучеры, 
квазихимическая вытеснительная модель

Модель Снайдера [26-31] предполагает, что однородная поверхность 
адсорбента полностью покрыта либо молекулами подвижной фазы X, либо 
молекулами анализируемого вещества S. Квазихимическая реакция ад
сорбции в этом случае может быть описана уравнением:

Sm + nX a <*Sa + n X m, (25)

Asгде п — —-— -  отношение площадей молекул адсорбата S  и растворителя X
А х

в адсорбционном слое; индексы т и а относятся к подвижной и адсорби
рованной фазам, соответственно. Следовательно, при адсорбции одной мо
лекулы S  в подвижную фазу вытесняется п молекул растворителя X.
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Flo Снайдеру, зависимость фактора удерживания от состава бинар
ной подвижной фазы выражается уравнением:

l g k - a - n ' - l g  Х т , (26)

где п = -^ ~  -  отношение площадей молекул адсорбата S  и более сильно

адсорбирующегося компонента подвижной фазы (модификатора М).
Модель Сочевинского [32] в отличие от модели Снайдера предпола

гает, что поверхность адсорбента не однородна, а состоит из дискретных 
активных центров, между которыми расположены менее активные участ
ки. Адсорбция происходит на активных центрах, при этом с участием 
функциональной группы сорбата с адсорбентом образуются адсорбцион
ные комплексы состава 1:1. Влияние состава бинарной подвижной фазы на 
удерживание описывается тем же уравнением, что и в теории Снайдера:

lgk  = a ~ n " - lg X m. (27)
Исходная концепция предполагала, что, поскольку адсорбция одной 

молекулы происходит на одном центре, значение п" = 1. В ходе дальней
ших исследований [33] было показано, что величина п может довольно 
значительно отличаться от единицы в обе стороны, то есть истинная сте
хиометрия вытеснения молекул растворителя с поверхности адсорбента 
отличается от постулированного первоначального отношения 1:1.

Таким образом, единственная разница между двумя моделями заклю
чается в физическом смысле углового коэффициента уравнений (26) и (27). 
По Снайдеру, это отношение площадей молекул адсорбата и сильно адсорби
рующегося компонента подвижной фазы, по Сочевинскому -  число активных 
центров адсорбента, участвующих в адсорбции одной молекулы сорбата. По
скольку обе модели предполагают, что сорбент полностью покрыт (по Снай
деру — вся поверхность, по Сочевинскому — все центры) адсорбционным сло
ем, то возможна и общая для обеих моделей формулировка физического 
смысла п и п " , как число молекул подвижной фазы, вытесняемое при ад
сорбции одной молекулой хроматографируемого вещества [34]. В этих моде
лях пренебрегают взаимодействием между молекулами элюента и молекула
ми вещества. В модели Снайдера-Сочевинского фактор удерживания ве
ществ к определяется следующим соотношением [28, 32]:

Igk = lg Vs — аа ■ ( S° -  АЕ ■ с0 ) ,  (28)
где Vs -  объем адсорбента в колонке; аа -  адсорбционная активность адсорбен
та; 5° -  энергия адсорбции для стандартного элюента; ЛЕ -  площадь молекулы 
адсорбированного вещества; г° -  элюирующая сила подвижной фазы.

Эта модель проверена экспериментально для некоторых простых 
систем, в основном для силикагелей и оксида алюминия [35]. В работах 
[3.5, 36] показано, что эта модель удовлетворительно описывает удержива-
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иие и на адсорбентах с привитыми фазами (элюент неполярный). Однако 
из-за ограничений и допущений, сделанных в этой модели, она не может 
быть использована для всех систем жидкостно-адсорбционной хромато
графии, особенно с сильнополярными элюентами.

Линейная зависимость между удерживанием сорбатов и логарифмом 
молярной концентрации органического модификатора в подвижной фазе 
описывается уравнением [6]:

lg k= b  + p - \g c ,  (29)
где Ь, р  -  константы. Коэффициенты корреляции таких зависимостей 
порядка 0,99.

Существует так называемая вытеснительная модель [37-39], описы
вающая адсорбцию молекул органических веществ на поверхности адсор
бента при элюировании двухкомпонентной подвижной фазой. При взаи
модействии бинарного раствора с мезопористым или непористым адсор
бентом на поверхности образуется монослой адсорбированных молекул, 
состав которого в общем случае отличается от состава объемного раствора. 
Изменение состава монослоя в зависимости от состава равновесного с ним 
бинарного раствора описывается изотермой адсорбции. При этом происхо
дит обогащение монослоя одним преимущественно адсорбируемым компо
нентом бинарного раствора и соответственно обеднение монослоя слабо ад
сорбируемым (вытесняемым) компонентом. С ростом концентрации силь
нее адсорбируемого компонента в объемном растворе может идти образо
вание монослоя постоянного состава. В некоторых случаях такой компонент 
может полностью вытеснить слабо адсорбируемый компонент из монослоя. 
Монослой постоянного состава в большинстве случаев может образоваться 
в довольно широкой области равновесных концентраций сильнее адсорби
рующегося компонента в объемном растворе [40-42].

Для описания изотерм адсорбции из растворов применяют различ
ные подходы и уравнения [40-44]. В некоторых из уравнений вместо рав
новесных концентраций используют активности компонентов объемного и 
адсорбционного растворов и с применением геометрической модели ад
сорбционной фазы рассчитывают состав адсорбционного монослоя и ко
эффициенты активности компонентов в адсорбированном состоянии.

В хроматографической колонке в условиях квазиравновесного ре
жима разделение компонентов С к D анализируемой смеси протекает в 
монослое адсорбционного раствора компонентов А и В  благодаря разли
чию в энергиях взаимодействия компонентов С и D  с адсорбентом и ком
понентами А и В поверхностного (адсорбционного) и объемного растворов. 
Процесс удерживания компонента С (и компонента D) в хроматографиче
ской колонке, через которую протекает бинарная подвижная фаза с компо
нентами А и В, можно описать в первом приближении обратимой квазихи- 
мической реакцией [37]:

39



тА(адс.) + пВ(адс.) + С  <=> тА + пВ + ( '(аде.). (30)

В реакции (30) одна молекула компонента С вытесняет ш  монослоя 
т молекул компонента В. Коэффициенты т и п  могут иметь и дробные 
значения. Для константы адсорбционного равновесия К  в этой системе 
можно записать следующее выражение:

Ym Y n Y
К  = -  1 '  , (31)

Ym Yn Y 
л а,  1 ' Л а ,2 ' л 3

где Xj и X а , - равновесные мольные доли компонентов А, В, С в объемном и 

адсорбционном растворах соответственно. Отношение Х а 3 / Х 3 =-Кх пред
ставляет коэффициент распределения компонента С между подвижной объем
ной и адсорбционной поверхностной фазами. В условиях ВЭЖХ мольные до
ли Х а з и Х 3 во много раз меньше мольных долей компонентов А и В в объ
емном и адсорбционном растворах, поэтому с большой степенью точности 
можно считать, что X, + Х 2 = 1 и X а ] + X  2 = 1 - тогда выражение (31) можно
записать в следующем виде:

K _ K x - x ? - (  1 - х , г  

K l Q  - Х а л ) "

В логарифмической форме зависимость Кх от Х х и Х а ] примет вид:

(32)

In К х -  In К  + т • In Х а i + п ■ ln(l - Х а1) - т - 1 п Х х -  п ■ 1п(1 -  Х ]). (33)

На основе условия равенства химических потенциалов при адсорб
ционном равновесии было получено уравнение изотермы адсорбции из 
идеальных растворов вида [38]:

аЛ 1 + м / - 1 ) - х ,
где р -  коэффициент аффинности, то есть отношение молекулярных пло
щадок компонентов А и В; f  -  константа уравнения изотермы адсорбции 
компонента А из растворов в компоненте В.

Таким образом, из сочетания уравнений (33) и (34) получена зависи
мость коэффициента распределения анализируемого вещества С от состава 
бинарного элюента с константами K , f  и р и коэффициентами т и п, при
чем константы /  и частично К  отражают энергетику взаимодействия би
нарной подвижной фазы с поверхностью адсорбента:

In К г ~ \п К  + от-In Р -Х г (1 -Х ,)
_1 + р - ( / - 1 ) - х ,  

- т  \п Х { -и -1 п (1 -Х ,).

+ п ■ In 1 -P -A V (1 - X ,)  
1 + р - ( / - 1 ) - х ,  _

(35)
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Очевидно, что в уравнении (35) для неидеальных систем вместо кон
центраций следует использовать активности. Коэффициенты т и п  могут 
зависеть от состава подвижной фазы.

К недостаткам модели вытеснительной физической монослойной ад
сорбции из растворов следует отнести то, что она не учитывает возможно
го изменения ориентации адсорбированных молекул и, следовательно, из
менение усредненной толщины адсорбционного монослоя при изменении 
состава бинарного элюента.

При условии образования монослоя постоянного состава на поверх
ности адсорбента уравнение (33) принимает вид:

где Z  = In к + т ■ In  Х а1 + п ■ 1п(1 -  Х а1).

Коэффициенты Z, т, п уравнения (36) могут быть определены путем 
решения системы уравнений, основанной на применении этого уравнения 
в области постоянства состава адсорбционного слоя (например, Х х >0,2, 
где компонент 1 -  модификатор (ацетонитрил), компонент 2 -  например, 
вода). Если использовать экспериментальные значения К х , полученные 
при трех значениях Х \ , то система трех уравнений:

аъ / ;  Л
где я, = lg Kxi, h: = lg X t , сi = lg(l -  Xj ) , позволяет вычислить величины Z, m 
и и, причем т и п соответствуют числу вытесненных молекул сильно и слабо 
адсорбирующегося компонента бинарной подвижной фазы соответственно.

Проверка выполнимости уравнения (36) заключается в построении 
зависимости lg К х от [т ■ \g X m + п ■ lg( 1 -  А',,,)], которая при его выполне
нии является линейной.

Уравнение (36) является более общим, чем уравнения (26) и (28). 
Они вытекают из уравнения (36) в предположении полного вытеснения 
молекул слабо адсорбирующегося компонента бинарной фазы ( п = 0):

Модель Скотта-Кучеры [45 -50] основана на получении данных о 
строении поверхности силикагеля. Согласно этой модели, силикагель по
крыт рядом молекулярных слоев, строение которых определяет сорбцион
ную активность. Первый слой состоит из поверхностных силанольных 
групп. На них располагается второй слой -  вода, связанная с силанолами 
водородными связями. Эти связи довольно прочны, поэтому первый слой 
воды растворителями не удаляется, его можно удалить лишь при нагрева
нии сорбента до 200-650 °С. Следующий слой состоит из более слабо свя
занной воды, он уже может быть удален сухими растворителями и восста

\п К х = Z  -  т Л п Х { -  и • 1п(1 -  X ,) , (36)

a, = Z X-  Ьх ■ X  -  С] • Y
(37)

\g K x = Z - m - \ g X x. (38)
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новлен пропусканием через колонку влажных растворителей. Наконец, 
четвертый слой связан наименее прочно и может состоять из молекул воды 
либо полярного компонента подвижной фазы.

В зависимости от полярности сорбата возможны следующие схемы 
взаимодействия с сорбентом:

-  замещение молекул подвижной фазы в наружном слое (для наименее 
полярных сорбатов);

-  ассоциация с адсорбционным слоем;
-  ассоциация с замещением молекул воды в адсорбционном слое (для 

наиболее полярных сорбатов).
Согласно модели Скотта-Кучеры, взаимодействия сорбат -  сорбент 

играют существенную роль только при небольших концентрациях полярно
го растворителя, пока не завершена дезактивация им сорбента. При даль
нейшем увеличении концентрации полярного растворителя (примерно свы
ше 2%) удерживание продолжает уменьшаться, но уже за счет нарастания 
межмолекулярных взаимодействий сорбата с компонентами подвижной фа
зы. В соответствии с этой теорией зависимость удерживания от состава 
подвижной фазы выражается уравнением:

где а, b -  константы; X т -  концентрация полярного растворителя в под
вижной фазе.

Процессы сорбции, имеющие место как в подвижной, так и в непод
вижной фазах, вносят существенный вклад в удерживание [51]. При малых 
концентрациях полярного растворителя в подвижной фазе на поверхности 
неподвижной фазы доминирует конкурирующая адсорбция. Если же кон
центрация полярного растворителя больше некоторого предела, становится 
возможным проникновение анализируемых молекул в адсорбированную 
фазу без вытеснения ее компонентов в элюент.

Следует отметить, что большинство моделей удерживания в хромато
графических системах с бинарными подвижными фазами не учитывают про
цессов межмолекулярной ассоциации компонентов в растворе, поэтому они 
применимы для сильно адсорбирующихся веществ и в области не слишком 
высоких концентраций модификатора (сильно адсорбирующегося компонен
та) в подвижной фазе.

Наиболее общей является так называемая квазихимическая вытесни
тельная модель удерживания [52-56]. Согласно этой модели, адсорбция 
адсорбата и модификатора имеет вытеснительный (конкурентный) харак
тер, нет ассоциации молекул в адсорбционном слое, поверхностный и объ
емный растворы идеальны. Адсорбционное равновесие для молекул адсор
бата описывается уравнениями:

(39)
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S m + L s 0  + L m , (40)

(41)

и для модификатора:
Км

X m + L s <=> X s + Lm, (42)

(43)

где Ks, и Км -  константы равновесия реакций (40) и (42); Ss , Sm, Ls , Lm, X s и
X m -  мольные доли адсорбата (S), основного компонента элюента, например 
воды (/,) и модификатора (X) в неподвижной и подвижной фазах, соответст
венно; индексы <«'» и «ти» относятся к неподвижной и подвижной фазам.

При этом выполняется условие:

Допускается равенство размеров молекул S, X  и L в поверхностном 
слое. Полученная зависимость фактора удерживания от концентрации мо
дификатора:

где ф = Va/V M , -  объем подвижной фазы, Va — объем адсорбционного
слоя в колонке, включает в себя только константы адсорбционного равнове
сия Ks и Км-

В реальных системах на удерживание адсорбата влияют не только 
мсжмолекулярные взаимодействия с поверхностью адсорбента, но и меж- 
молекулярные взаимодействия в подвижной фазе, которые особенно силь
но проявляются в обращенно-фазовой ВЭЖХ. Для случая образования 
димеров в растворе можно рассматривать равновесия [54]:

X s + Ss + L, = 1. (44)

(45)

(46)
где

(47)

И

(48)
где
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/Г -  { Х Х ) т  ( 4 9 1& мм ~ ~  ~  ■ 0+7)
т ' т

Фактор удерживания может быть рассчитан, если известны концен
трации адсорбата в неподвижной и подвижной фазах [26]:

к = < Р ~ ,  (50)
т

где к -  фактор удерживания адсорбата.
Зависимость удерживания адсорбата от концентрации модификатора 

в подвижной фазе с учетом равновесий (40) -  (43) выразится для случая 
ассоциации адсорбат -  модификатор уравнением:

1 /  -  [l + (К м  ~ 1) ■ X  ] • (1 + K SM • Х т ) /
/ * “  Л(Ф -К * )’ (5 ,)

а для ассоциации модификатор -  модификатор уравнением:

1 /  _  t  + (К м  -  О ' -  2 • К мм ■ X I I /Л-  /(<№■)• (5~}
Зависимости у ^ - Х т, описываемые уравнениями (51) и (52), нели

нейны. Лишь в области малых X т , а также при низких значениях K SM и 
К мм они превращаются в линейное уравнение (45).

Квазихимическая вытеснительная модель хорошо подходит для объ
яснения закономерностей хроматографического удерживания производных 
бензола и фенола в обращенно-фазовой ВЭЖХ [52, 57], в нормально
фазовой ВЭЖХ на гидроксилированном силикагеле [55] и на аминопро- 
пильной неподвижной фазе [36, 56].

3.4.2. Сольиофобная теория удерживания

Механизм удерживания в обращенно-фазовой хроматографии может 
быть объяснен на основании так называемой сольвофобной теории [58, 59], 
что и осуществил Хорват с соавт. [60-62]. В этих работах предложен соль- 
вофобный (в частном случае, гидрофобный) механизм удерживания. Ос
новной идеей при описании механизма удерживания является то, что при
чиной ассоциации на поверхности сорбента являются так называемые соль- 
вофобные взаимодействия в подвижной фазе. Связь фактора удерживания 
хроматографируемого вещества с условиями эксперимента и свойствами 
системы в теории Хорвата выражается уравнением [59]:
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ы ^ ф - ^ + ^ - В * т А )s L . D . p + m i +
R T  R T 2 XvsR T  R T

+
4.836N ^ ( k e - l ) V ^ y  RT

(53)
R T

где Ф -  логарифм отношения объемов неподвижной и подвижной фаз; 
AFv а -  изменение свободной энергии при ассоциации компонентов систе
мы, помещенных в газовую фазу; AFv , — изменение свободной энергии при 
образовании полости в элюенте и заполнении ее молекулой хроматографи
руемого соединения; R -  газовая постоянная; Т  -  температура; N  -  число 
Авогадро; щ -  дипольный момент сорбата; у, — объем молекулы сорбата; 
у - поверхностное натяжение подвижной фазы; ЛА -  изменение непо
лярной поверхности при сорбции; ке -  параметр, учитывающий отличие 
поверхности полости от плоской поверхности; Р„ -  давление в колонке; 
V -  мольный объем подвижной фазы, X -  коэффициент, D  и Р  -  парамет
ры, определяемые соотношениями:

где s -  диэлектрическая проницаемость; а,. -  поляризуемость молекулы 
сорбата.

Теория предполагает, что объем ассоциата сорбат -- сорбент vSL про
порционален объему молекулы сорбата:

Уравнение (53) выведено авторами с учетом следующих допущений:
-  А/%. „ определяется только ван-дер-ваальсовыми взаимодействиями;
-  молекулы растворителя, сорбата, неподвижной фазы, а также ассо- 

циаты сорбат -  сорбент имеют сферическую форму;
-  молекулы растворителя намного меньше молекул неподвижной фазы, 

а последние намного крупнее молекул сорбатов;
-  давление равно 1 атм;
-  подвижная фаза несжимаема.

Применительно к некоторым частным случаям уравнение (53) может 
быть представлено в упрощенном виде. Так, для данного сорбата при по
стоянной температуре зависимость удерживания от состава подвижной фа
зы выражается уравнением:

VSL ~  ^ VS ■ (56)

In к = А + BD  + Су + D {ke -  1)F%  + Е  + \n(RT/ p  у ) ■ (57)
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с другой стороны, если состав подвижной фаты и колонка неизменны, фак
тор удерживания сорбата может быть найден по уравнению:

2

\п к  = А' + В' ■ —  • Ь  1 + С А А , (58)
2А, v s. 1 - a s / v s

где А, В, С, D, Е, А ’, В ’, С ’ -  коэффициенты.
Несмотря на достаточно детальное физическое описание процессов, 

протекающих в обращенно-фазовой хроматографии, полностью априор
ный расчет удерживания -  конечная цель хроматографической теории -  
остается трудноразрешимой задачей.

Рассмотрим конкретные случаи применения ВЭЖХ для биомеди
цинских целей, в частности, для анализа лекарственных веществ, который 
является важной составляющей при идентификации последних и обнару
жении различных лекарственных препаратов в биологических жидкостях.

3.5. Высокоэффективная жидкостная хроматография 
лекарственных веществ

В хроматографии вообще и в жидкостной, в частности, очень важен 
правильный выбор сорбента, элюента, условий хроматографирования. Для 
жидкостной хроматографии -  это выбор такого сорбента и подвижной фа
зы, которые сочетались бы друг с другом. При этом подвижная фаза долж
на характеризоваться определенным качественным составом: величиной 
pH, наличием добавок кислого, щелочного и т.д. характера. Выбор необхо
димых компонентов подвижной фазы должен основываться на учете ки
слотно-основных свойств сорбатов и их полярности или гидрофобности. 
Так, например, анализ карбоновых кислот может быть проведен тремя ва
риантами. Высокополярные и гидрофильные кислоты слишком прочно 
удерживаются силикагелем, но не удерживаются силикагелем, модифици
рованным алкильными группами в обращенно-фазовом варианте. Поэтому 
для них предпочтителен ион-парный вариант обращенно-фазовой хромато
графии. Кислоты умеренной полярности вполне поддаются разделению на 
силикагеле, однако для улучшения формы пиков к подвижной фазе жела
тельно добавить около 1% уксусной кислоты. Третий вариант, пригодный 
для большинства кислот, кроме наиболее гидрофильных, предусматривает 
использование алкилсиликагеля в качестве неподвижной фазы. С целью 
подавления ионизации в составе подвижной фазы применяют буферные 
растворы с рН=2—5. Приближенная схема выбора типа хроматографиче
ских систем приведена в таблице 4.
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Таблица 4
Рекомендации по выбору типа хроматографических систем

№
п/п

Характеристика сорбата

Сорбент Характеристика 
подвижной фазы

Кислотно
основные
свойства

Г идрофоб- 
ность

1

Неионогенный

Слабая, 
умеренная 
(12 > Н > 0)

Силикагель
Смеси полярных и не
полярных органических 
растворителей

2
От слабой до 
сильной 
(20 > Н > 0) Алкил-

силикагель

Водные растворы орга
нических растворителей

3
Очень
сильная
(Н > 20)

С меси ацетонитрила 
либо метанола с менее 
полярными растворите
лями

4

Кислота

Умеренная 
(12 > Н > 6) Силикагель Как № 1, с добавкой 1% 

уксусной кислоты

5 Очень слабая
(Н < 2) Алкил-

силикагель

Буферный раствор, pH 
5-7, органический рас
творитель, 1% соли тет- 
раалкиламмония

6

7

От слабой до 
сильной 
(0 < Н < 20)

Буферный раствор, pH 
2-5, органический рас
творитель

Основание

От очень сла
бой до сильной 
(-4 < Н < 20) Алкил-

силикагель

0,01М алкилсулъфата на- 
зрия в воде, 2.5% уксус
ной кислоты, органиче
ский растворитель

8
От умеренной 
до сильной 
(6 <11 <20)

Как № 6, pH 2-7

3.5.1. Условия хроматографического анализа основных групп 
лекарственных веществ и отдельных соединений

Рассмотренные выше модели удерживания и общие концепции, кото
рыми можно руководствоваться при выборе условий разделения органиче
ских веществ, ранее не хроматографировавшихся, позволяют ориентировать
ся во взаимодействии различных факторов, влияющих на результаты хрома
тографического процесса. Все это может оказаться полезным в таких ситуа
циях, когда поиск условий разделения в литературе нецелесообразен либо
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когда воспроизведение условий разделения, опубликованных в литературе, 
затруднительно. Тем не менее, хроматографисту немалую помощь могут ока
зать фактические справочные и библиографические данные по анализу опре
деленных классов препаратов и отдельных лекарственных веществ.

Публикации, посвященные хроматографии лекарственных веществ, 
можно условно отнести к одной из двух групп. В первую группу входят 
работы, в которых рассматриваются общие условия или особенности хро
матографирования той или иной группы веществ, сформированной по 
принципу химического родства или сходства биологической активности. 
Во вторую группу можно включить работы по анализу одного или не
скольких веществ в конкретных объектах.

3.6. Варианты жидкостной хроматографии, наиболее часто 
применяемые для медико-биологических исследований

Для медико-биологических исследований применяются различные 
варианты жидкостной хроматографии. Однако для анализа белков, амино
кислот, биологических макромолекул и надмолекулярных структур в ос
новном используются аффинная, эксклюзионная и ионообменная хромато
графия. Все эти варианты жидкостной хроматографии различаются по спо
собу взаимодействия молекул сорбата с компонентами нерастворимой по
лимерной матрицы.

3.6.1. Материалы матриц сорбентов и ионообмснников

М а т р и ц е й  называю! твердую основу неподвижной фазы. Она имеет 
вид сплошных или пористых гранул. Для придания матрице необходимых 
хроматографических свойств материал матрицы модифицируют. Модифи
кация может представлять собой химическое присоединение (“присадку”) 
ионогенных групп, гидрофобных молекул, биологически активных ве
ществ или фиксацию путем адсорбции тонкого слоя растворителя. Хотя 
особенности хроматографического процесса определяются в основном ха
рактером модификации, физико-химические параметры матрицы могут 
существенно влиять на свойства неподвижной фазы. К таким параметрам 
относятся следующие: размер и форма гранул и их пор, диапазон разброса 
этих размеров; механическая прочность материала матрицы; характер его 
смачивания и набухания в элюенте; химическая стойкость и инертность в 
условиях хроматографической элюции; реакционная способность, обеспе
чивающая возможность химической модификации матрицы.

I [режде чем проанализировать свойства различных матриц, необхо
димо рассмотреть общие для них способы обозначения диапазонов линей
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ных размеров гранул (а для сфер -  их диаметров). Этот диапазон указыва
ется либо непосредственно в микронах, либо в виде интервала чисел МЕШ 
(mesh). Число МЕШ соответствует числу нитей на дюйм в сетке с квадрат
ными ячейками, через которые просеиваются гранулы. Таким образом, че
рез сетку в 100 МЕШ пройдут все гранулы, максимальные размеры кото
рых меньше 160 мкм, через сетку в 200 МЕШ -  меньше 80, 400 МЕШ -  
меньше 40. Таким образом, диапазон размеров гранул 4ГН-80 мкм соответ
ствует 200з-400 МЕШ. В него попадут гранулы, которые просеиваются че
рез сетку в 200 МЕШ, но не проходят через ячейки в 400 МЕШ. Для мел
ких гранул, размер которых менее 40 мкм, принято обозначение 400 МЕШ.

Матрицы для жидкостной хроматографии изготавливают из природ
ных и синтетических материалов. Остановимся на них подробнее.

Целлюлоза  -  полисахарид, линейный полимер, образованный остат
ками глюкозы. Каждое звено глюкозы имеет три свободные ОН-группы, 
таким образом, полимер представляет собой полиатомный спирт:

СП,ОН о н

Для целлюлозы характерна высокая степень гидрофильное™ и 
склонность к образованию многочисленных водородных связей между ни
тями полимеров. Наличие множества ОН-групп позволяет легко модифи
цировать целлюлозу путем химического присоединения разнообразных 
заместителей, например, ионогенных групп или биологически активных 
молекул. Вместе с тем целлюлоза достаточно химически инертна и не 
вступает в реакции с белками, нуклеиновыми кислотами и их компонента
ми. 1 (еллюлоза неустойчива к воздействию сильных кислот, щелочей и 
окислителей. Она выдерживает контакт с минеральными кислотами и ще
лочами, концентрация которых не превышает (),5н, и то не более 2 ч при 
комнатной температуре. Рабочий интервал pH для обменников на основе 
обычной целлюлозы составляет 3-10. Целлюлоза охотно атакуется микро
организмами даже на холоде, поэтому ее водные суспензии хранят в при
сутствии антисептиков. Водородные связи между линейными цепями в 
целлюлозе могут образовывать псевдокристаллические структуры, кото
рые варьируются с рыхлыми участками, аморфными, "порами”. Так фор
мируются макроскопические нити целлюлозы, легко набухающие в попе
речном направлении. “Кристаллические” участки мало доступны для при
соединения модифицирующих заместителей, которые из-за этого распола
гаются главным образом на поверхности нитей и в порах (кружками обо
значены модифицирующие заместители):
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В делом получается микрогетерогенная система, характер которой 
зависит от исходного материала и технологии обработки целлюлозы. По 
этой причине свойства целлюлозы, в том числе и хроматографические, мо
гут весьма заметно варьировать не только у различных фирм, но и от пар
тии к партии. Следует это учитывать и подбирать режим хроматографиче
ского процесса для каждой новой партии сорбента на основе целлюлозы.

Сушка также существенно влияет на свойства целлюлозы. При уда
лении воды образуется множество дополнительных водородных связей на 
аморфных участках матрицы, так что объем пор резко уменьшается. Дале
ко не все эти связи разрываются при простом замачивании целлюлозы в 
воде, поэтому необходима специальная обработка (“cycling”) как сухой 
продажной целлюлозы, так и уже использованного сорбента после каждого 
его высыхания. Такая обработка заключается в суспензировании целлюло
зы в 15 объемах 0, 5н NaOH на 30 мин и последующей промывке водой на 
фильтре до pH 8. Смысл этой обработки -  в диссоциации ОН-групп, после 
чего нити “расталкиваются” взаимодействием отрицательных зарядов, а 
дополнительные водородные связи рвутся. Ионообменники на основе цел
люлозы обрабатываются аналогично. При набухании 1 г сухой целлюлозы 
связывает около 2,5 г воды.

Микрогранулированная целлюлоза. Для повышения жесткости мат
риц на основе целлюлозы проводят частичный кислотный гидролиз, кото
рый разрушает аморфные участки матрицы. На их место между “кристал
лическими” участками вводят химические сшивки. Одновременно увели
чивается степень “кристалличности”, а поры становятся просторнее. Схема 
структуры получающейся микрогранулированной целлюлозы имеет вид:

«Лесенками» обозначены химические сшивки между нитями полиса
харида. Такую целлюлозу выпускают многие фирмы. Помимо повышенной 
жесткости, она более гомогенна, что обеспечивает более высокую по срав
нению с волокнистой (обычной) целлюлозой разрешающую способность.
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Микрогранулированная целлюлоза легко упаковывается в колонку, но от
личается большим сопротивлением току элюента.

Декстрин -  полисахарид, в основном линейный полимер на основе 
глюкозы, где звенья связаны а - 1,6-глюкозидной связью:

Это тоже полиатомный спирт с высокой степенью гидрофильное™, 
представляющий столь же широкие, как и целлюлоза, возможности для мо
дификации, и также химически инертный. Устойчивость к действию кислот 
у дскстрана еще меньше, чем у целлюлозы. Его не следует обрабатывать 
более крепким раствором, чем 0,1н НС1 (в течение 2 часов), К щелочи гели 
на основе декстрана более устойчивы: они сохраняют свои свойства в 0,25н 
NaOH до 2 мес., даже при температуре 60 °С. Рабочий диапазон pH состав
ляет 2т 12. Существенное отличие от целлюлозы состоит в том, что нити 
декстрана не образуют агрегатов, так как они не вполне линейны -  имеются 
достаточно многочисленные ответвления (по связям 1,2-, 1 ,3 -и 1,4-).

Структура сефадекса имеет вид:
В гелях для хроматографии (сефа- 

дексах) нити декстрана химически сши
ты зпихлоргидрином. Однако сшивка не 
очень жесткая -  сефадексы относительно 
мягки и легко сжимаются, в водных рас
творах сильно набухают. Изменяя долю 
сшивки, можно регулировать средний 
размер пор, образуемых пространствен
ной сеткой сшитого геля. Ввиду стати
стического распределения сшивок по 
объему геля разброс размеров пор неве
лик, и сефадексы заметно более гомо
генны, а свойства их лучше воспроизво
димы, чем у целлюлозы. Они “не боятся” 
высушивания и при замачивании не тре
буют специальной обработки. Сефадексы 
можно автоклавировать как в сухом, так 
и во влажном виде -  в нейтральной среде 
при 120 °С в течение 30 мин.
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Суспензию сефадекса (наполненную колонку) следует хранить с ан
тисептиком, так как он, подобно целлюлозе, легко атакуется микроорга
низмами. Сефадексы способны адсорбировать ароматические и гетероцик
лические молекулы. Это дает возможность разделять (фракционировать) 
нуклеиновые основания, ароматические аминокислоты и пептиды. Про
дажные сефадексы содержат в своем составе небольшое количество кар
боксильных групп, что придает им некоторое сродство с катионами.

К некоторым недостаткам сефадекса можно отнести мягкость, что 
накладывает ограничения на допустимое значение скорости хроматогра
фической элюции. Ионообменники на основе сефадекса также могут де
формироваться за счет электростатического отталкивания ионогенных 
групп. В последние годы разрабатываются более жесткие матрицы.

Агароза -  полисахарид -  полиатомный спирт. Его элементарное зве
но -  дисахарид агаробиоза, в состав которого входит необычный сахар -  
3,6-ангидро-Е-галактоза:

Агароза более устойчива к действию микроорганизмов, чем целлю
лоза и сефадексы, однако ее тоже следует хранить в присутствии анти
септика. Агароза — гидрофильна, нити способны в большей степени, чем 
нити целлюлозы, к образованию водородных связей. Благодаря этому го
рячий 2-6%-ный раствор агарозы застывает в виде жесткого и очень 
крупнопористого геля. Нити полимера собираются в пучки и образуют 
жесткий пространственный каркас с пустотами внутри. При 100 °С гель 
агарозы плавится, поэтому его нельзя автоклавировать. В условиях хро
матографии агароза химически неактивна, но уязвима для действия ще
лочей, кислот и окислителей. Рабочий диапазон pH 4-9.

П олиакриламидный гель (ПААГ) -  ниги линейного полимера акри- 
ламида, сшитые ]Ч,]чР-метилен-бис-акриламидом, образуют относительно 
жесткую и химически инертную пространственную сетку геля, хорошо 
удерживающую воду. Пористость и жесткость определяются процентным 
содержанием в нем полимера. Полярные амидные группы (-C O -N H 2) спо
собствуют сольватации его в водной среде. В зависимости от условий по
лимеризации (соотношения мономеров, концентрации) получают сфериче
ские гранулы полимера с различными диаметрами пор. При высокой кон
центрации сшивающего агента образуется высокопористый г ель.

Остановимся подробнее на вариантах жидкостной хроматографии, 
наиболее часто применяемых для медико-биологических исследований.

СЕЬОН — о

о н

52



3.6.2. Аффинная хроматог рафия

Аффинная хроматография представляет собой один из наиболее спе
цифических методов выделения реакционноспособных соединений, в ча
с то сти , ферментов, и даже таких надмолекулярных агрегатов, как вирусы. 
Разделение биологически активных веществ в этом варианте хроматогра
фии основано на их специфическом взаимодействии с лигандами, кова
лентно связанными с нерастворимым носителем (матрицей). Сорбентом в 
этом случае служит гель типа агарозы, к которому ковалентно присоеди
нен подходящий лиганд, например субстрат фермента. Когда раствор, со
держащий выделяемое вещество (скажем, фермент), пропускают через ко
лонку с соответствующим образом приготовленным сорбентом, взаимо
действие этого вещества с закрепленным на сорбенте лигандом (в данном 
случае фермента с его субстратом) приводит к его удерживанию и, следо
вательно, к концентрированию. Поскольку сорбция носит обратный харак
тер, это вещество можно затем элюировать с колонки. Разделение по мето
ду аффинной хроматографии может быть основано на различного рода 
специфических взаимодействиях, таких как связывание фермента с инги
битором, гормона с рецептором, антигена с антителом, а также гибридиза
ция полинуклеотидов. Этот метод позволяет выделять даже целые клетки.

3.6.2.1. Механизм разделения в аффинной хроматографии

Схематически механизм разделения в аффинной хроматографии 
представлен на рис. 12 [63]. Лиганд L фиксирован на матрице, целевое ве
щество S связывается с лигандом и вследствие этого извлекается из рас
твора. На стадии элюирования комплекс разрушается и целевое вещество 
вновь переходит в раствор.

Разделение основано на равновесной реакции:
I f 5 . К. 

где К -  комплекс.
Взаимодействие вещество -  лиганд должно быть специфическим и 

обратимым. Характеристикой обратимости процесса является константа 
диссоциации. Данные по константе диссоциации можно брать из литера
турных источников.

Лиганд должен иметь реакционноспособные функциональные груп
пы, при помощи которых осуществляется его связь с матрицей, при этом 
должна сохраняться биоспецифическая активность лиганда. Если лиганд 
имеет несколько таких групп, его иммобилизация должна проводиться с 
участием той из них, которая не входит в участок, взаимодействующий с 
целевым веществом.
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Рис. 12. Механизм разделения веществ в аффинной 
хроматографии: а -  иммобилизация лиганда (ковалентно); б 
связывание целевого вещества (нековалентно) и удаление сопутст
вующих примесей; в - десорбция целевого вещест ва

Активные центры многих биологически активных веществ (напри
мер, ферментов) часто локализованы в середине глобулы и недоступны для 
небольших молекул лигандов, непосредственно связанных с матрицей. По
этому между матрицей и лигандом обычно встраивают дополнительный 
блок -  «спейсер» (рис. 13).

')

V < \

^  '

'Л
1  о

Рис. 13. Иллюстрация роли «спейсера»: а лиганд фикси
рован непосредственно на матрице и недоступен для целевого веще
ства; б -  лиганд фиксирован через промежуточный «спейсер» и спо
собен взаимодействовать с молекулой целевого вещества
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В качестве матрицы используются гели агарозы или полиакрилами
да. Выпускаются материалы с различными реакционноспособными груп
пами, предназначенными для взаимодействия с лигандом. Схема реакции 
активации агарозы с помощью бромциана представлена на рис. 14а. На рис. 
14в приведена структурная формула активированной молекулы, готовой 
для связывания с лигандом. Выбор типа геля определяется типами функ
циональных групп лиганда.

V o H  BrCN. \ - O C N ]  V o - .I -гг.Вг > I —р I j;c= nhи о н  НВг / -о н  / -о
Агароза реакционоспо активированная

1 ' собный агароза
N. _  цианоэфир

I Y =NH О
J ~ °

Агароза~C(=NH)~NH-(CH2)5- СО -О -14

Агароза - 0 - С Н 2-С Н -С Н г-(С Н 2)4- 0 - С Н 2~С Н -С 1 \г 
О Н  \ /

NH

y o - i - N H - L  
/ - ' У  J  о  и

фиксированный
лиганд

1МН

Y ° \ c = n h  h2N-(ch2)6-nh 2 Y o - C - N H ( C H 2)e- N H 2 

/-o '' Л о н
АН-сефароза

NH

Y S c - N H  h2n —(c h 2)s- c o o h   ̂ Y o - C - N H - ( C H 2)5- C O O H  
/'-O'' J -  OH

СН-сефароза

Рис. 14. Активация молекулы агарозы и конденсация ее 
с лигандами: а -  получение активированной молекулы агарозы; 
б -  молекула агарозы, подготовленная для непосредственной конден
сации с лигандом; в -  конденсация активированной агарозы с лиган
дом или «спейсером», несущим амино- или карбоксигруппу
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В таблице 5 приведены сочетания функциональных групп лигандов и 
матриц, по которым проводят реакцию иммобилизации.

Таблица 5
Возможные сочетания функциональных групп лигандов и матриц

Лиганды
Функциональные группы модифицированного

лиганда носителя

Белки, пептиды Амино-
Карбокси-, имидокарбо- 
натная, эпокси-

Аминокислоты Карбокси-
Меркапто-

Амино-
Пропил-тио, эпокси-

Полисахариды Гидрокси-
Карбокси-

Эпокси-
Амино-

Полинуклеотиды Амино-
Им идокарбон атная, 
пропил-тио

Коферменты, кофакторы Амино-, карбокси-
Карбокси-, амино-, ими- 
докарбонатная

Антибиотики,стероиды Меркапто-, гидрокси- Пропил-тио, эпокси-

Кроме того, известны матрицы, на которых лиганды могут быть им
мобилизованы только с помощью конденсирующих агентов (в качестве 
конденсирующих агентов используются водорастворимые производные 
карбодиимида, например, А-этил-А -(З-диметиламинопропил)-карбоди- 
имидгидрохлорид и др.). Аффинную хроматографию проводят в водных 
буферных растворах, подбирая оптимальные условия для каждого кон
кретного случая. Можно создать такие условия (значение pH раствора и 
концентрации соли), при которых взаимодействие целевого вещества с ли
гандом будет наиболее сильным.

Среди других методов выделения веществ аффинная хроматография 
занимает особое место, поскольку процесс идет крайне специфически с 
использованием биологической активности целевого вещества. Эта осо
бенность позволяет концентрировать целевые вещества из больших объе
мов растворов.

Аффинная хроматография применяется для выделения следующих 
классов веществ: аналогов субстратов, ингибиторов, кофакторов (при этом 
роль лигандов играют ферменты; антигенов, вирусов, клеток (лиганды -  
антитела); полисахаридов, гликопротеинов, клеток (лиганды -  лектины); 
гистонов, полимераз (лиганды -  нуклеиновые кислоты); рецепторов, бел- 
ков-переносчиков (гормоны, витамины); белков, специфически взаимодей
ствующих с мембраной клетки, лектинов (лиганды -  клетки).
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3.6.2.2. Сорбенты, используемые в аффинной хроматографии

В качестве сорбентов для аффинной хроматографии применяются 
гели на основе агарозы: сефароза 4В, сефароза CL, аффи-гель.

Внутренняя поверхность гранул геля сефарозы 4В, благодаря круп
ным порам, доступна как для молекул лигандов, гак и для молекул целе
вых веществ. Матрица имеет незначительную неспецифическую сорбцию. 
Частицы сефарозы мало сжимаемы, вследствие чего обеспечиваются хо
рошие гидродинамические свойства колонки.

Сефароза CL представляет собой ковалентно сшитые молекулы ага
розы, устойчивые в органических растворителях (что существенно, напри
мер, при последующей иммобилизации лиганда). Сорбент устойчив при 
повышенной температуре и в присутствии денатурирующих агентов (мо
чевина, гуанидин-гидрохлорид). По сравнению с сефарозой 4В сшитая ага
роза обладает меньшей емкостью.

Аффи-гель -  агарозный и полиакриламидный гель, модифицирован
ный разнообразными функциональными группами. По сравнению с ага
розными гелями сорбенты на основе полиакриламида имеют следующие 
преимущества: крайне незначительную неспецифическую сорбцию; био
логическую инертность (устойчивы к действию ферментов); повышенную 
термическую и химическую устойчивость.

3.6.3. Эксклюзнонная хроматография

Эксклюзионная (ситовая) хромато! рафия -  метод, основанный на различ
ной способности молекул разного размера проникать в поры нейтрального геля 
или пористого тела, которые служат неподвижной фазой. Метод, в котором не
подвижной фазой служит гель, называется гель-проникающей хроматографией.

Неподвижная фаза в гель-проникающей хроматографии представле
на жидкостью, находящейся внутри пористых, хорошо смачиваемых гра
нул, заполняющих хроматографическую колонку. Если на такую колонку 
подается растворенная в элюенте смесь молекул различных размеров, то 
крупные молекулы, не способные проникнуть внутрь гранул, будут дви
гаться вдоль колонки вместе с подвижной фазой; для них коэффициент 
распределения К  = 0. В то же время наиболее мелкие молекулы, размеры 
которых заведомо меньше диаметра пор в гранулах, будут равномерно 
распределяться между подвижной и неподвижной фазами. Для них будет 
осуществляться хроматографический процесс с присущим ему замедлени
ем миграции хроматографической зоны; значение К  при этом для них 
близко 1. Для молекул промежуточной величины благодаря статистиче
скому распределению размеров пор окажется доступной только часть объ
ема неподвижной фазы. Для них 0 < К < 1, поэтому зона или зоны таких

57



молекул будут мигрировать вдоль колонки быстрее, чем мелкие молекулы, 
но медленнее, чем крупные. В результате произойдет фракционирование 
исходной смеси молекул на зоны в зависимости от их размеров. Зоны вы
ходят из колонки в порядке убывания этих размеров.

В простейшем случае, когда в исходной смеси содержатся молекулы 
только двух категорий -  крупные и мелкие, эксклюзионная хроматография 
позволяет осуществить “сортировку” этих молекул. В частности, таким 
образом проводят обессоливание растворов биополимеров и очистку мак
ромолекул от сопутствующих им низкомолекулярных компонентов, на
пример от “предшественников”, участвующих в биосинтезе.

Смесь молекул нескольких промежуточных размеров в ходе эксклю
зионной хроматографии разделяется на ряд дискретных групп, различаю
щихся между собой по степени доступности для них объема внутри гра
нул. Соответствующие хроматографические зоны мигрируют с различны
ми скоростями и выходят из колонки в виде разделившихся пиков [5, 64].

3.6.3.1. Коэффициенты распределения в эксклюзионной хроматографии

Вообще коэффициент распределения в хроматографическом процес
се -  это отношение масс (концентраций) вещества в неподвижной и под
вижной фазах. В идеальном варианте эксклюзионной хроматографии (от
сутствие процессов сорбции) концентрация вещества в обеих фазах одина
кова, так что коэффициент распределения К  можно представить отноше
нием объемов неподвижной Vs и подвижной фаз Vm в пределах хромато
графической зоны:

K = V s/Vm. (59)

В однородной цилиндрической колонке отношение объемов, запи
санное для зоны, сохраняется и для всей колонки в целом. Вместо V,„ в 
этом случае можно подставить V0 -  свободный объем колонки (вне гра
нул), а под Vs следует понимать суммарный объем жидкости внутри гранул 
всей колонки, доступный для молекул данного размера. Тогда

K = V S/V„. (60)

Обозначим через V, полный объем пустой колонки, а V, — полный 
внутренний объем всех гранул. Для очень мелких молекул Vs = Vt. При 
плотной упаковке шарообразных гранул любого размера V0 ~ V,. Это не
означает, что V, в два раза больше V0, так как следует учитывать и объем, 
занимаемый твердым материалом матрицы. Тем не менее для крупнопорис
тых гранул V,- > Vo, а коэффициент распределения для малых молекул К>  1.

В общем случае долю внутреннего объема гранул, доступную для моле
кул данного размера, можно охарактеризовать неким коэффициентом Kd:
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Очевидно, что его значения могут лежать в пределах 0 < Kd < 1. Ино
гда вместо Kd используют обозначение KD. Часто в литературе /0  тоже на
зывают коэффициентом распределения (“distribution coefficient”), однако это 
не корректно. Kd -  это коэффициент доступности внутреннего объема гра
нул матрицы для молекул данного размера, в точно определенном выше 
смысле. Величина Kd играет центральную роль в характеристике процесса, 
имеющего место в эксклюзионной хроматографии, тем более что ее можно 
определить по результатам хроматографического эксперимента для каждой 
группы молекул определенного размера, выходящих отдельным пиком.

Известно, что скорость движения зоны вещества в (1+К) раз меньше, 
чем скорость движения подвижной фазы. Отсюда следует, что удерживае
мый объем (объем элюента, вышедший из колонки к моменту максимума 
пика) будет в (1+К) раз больше, чем V0. Таким образом,

VR= V 0{\+K). (62)
или

VK = V0 + V„K. (63)

С другой стороны, V// -  Vn+ Vs , и с учетом уравнения (61):

Vr = Vo+ KdVh (64)
откуда

Kd = (V R- V ()/V i. (65)

Здесь все величины правой части можно определить опытным путем. 
Например, для данной колонки Vn можно найти элюцией очень крупных 
молекул (те, которые не удерживаются), а V, — через объем элюции очень 
мелких молекул и величину V0, когда К, = VR -  V0 (при этом Kd= 1). Однако 
при таком определении остается сомнение: не имеет ли место частичная 
сорбция мелких молекул внутри гранул, что привело бы к завышенному 
значению V,. Поэтому на практике в эксклюзионной хроматографии неред
ко предпочитают использовать другой коэффициент Кап характеризующий 
движение хроматографической зоны вдоль колонки и определяемый сле
дующим соотношением:

к т -  (VR-  V0)/(V ,-  Vo). (66)
Таким образом, в знаменателе правой части уравнения (66) вместо 

внутреннего объема гранул Vt фигурирует полный объем гранул V ,- Vo- Объ
ем пустой колонки V, легко определить по ее внутреннему диаметру и длине.

Формула (66) ниоткуда не следует, она служит для определения ве
личины Кт. Из уравнений (65) и (66) следует, что Кт пропорциональна Kd, 
так как их выражения отличаются только значениями знаменателей дроби 
(постоянных для данной колонки).

V  / v / Г ,  ( 6 1 )
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В качестве вещества для определения Vo на практике часто исполь
зуют специальный окрашенный препарат, так называемый “голубой декст- 
ран” (“Blue Dextran 2000”), производимый для этой цели фирмой 
“Pharmacia”. Среднее значение его молекулярной массы -  2• 106 Дальтон.

Необходимо отметить, что даже для самых мелких молекул при иде
альном процессе в эксклюзионной хроматографии значение Kav должно 
быть меньше 1, так как (V ,-  V0) > Vt. Если же на практике оказывается, что 
Kav > 1 (то есть Vr > V, ), то это указывает на наличие сорбции молекул ве
щества в неподвижной фазе, о чем речь пойдет ниже.

3.6.3.2. График селективности

Для смесей молекул сходной формы и плотности, например различ
ных глобулярных белков, попадающих для данного геля в разряд молекул 
промежуточного размера, было замечено, что уменьшение величины Ка„ 
связано с увеличением массы молекул следующим образом (рис. 15):

Рис. 15. Г рафик селективности матрицы для эксклюзионной 
хроматографии: М  молекулярная масса в Дальтонах; заштрихо
ванный участок соответствует диапазану молекул промежуточного 
размера для данного геля

Эта зависимость почти линейна, если размеры молекул откладывать 
в логарифмической шкале. Такие графики называют графиками селектив
ности. Ими удобно пользоваться для оценки возможности фракционирова
ния с помощью эксклюзионной хроматографии на матрице данного типа 
смеси молекул, массы которых лежат в определенном интервале.

3.6.3.3. Эффективность фракционирования

Эффективность фракционирования из-за самой сути процессов, 
происходящих в эксклюзионной хроматографии должна быть заметно 
ниже, чем в других хроматографических методах. Действительно, здесь
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все зоны элюируемых фракций должны укладываться в объеме элюента 
V); < V,- (F, -  полный внутренний объем всех гранул), в то время как в дру
гих методах, где может иметь значения К  »  1, величина VR может во 
много раз превосходить даже полный объем колонки. Вместе с тем, в экс
клюзионной хроматографии, как ни в каком другом хроматографическом 
методе, на расширение пиков и ухудшение их разрешения сильно влияет 
фактор неравновесности распределения вещества по объему жидкости в 
неподвижной фазе. Это обусловлено тем, что при разделении методом 
эксклюзионной хроматографии размеры молекул должны быть соизме
римы с размерами пор, а это очень сильно затрудняет их диффузию внут
ри гранул. Отсюда следует, что хуже всех разделяются самые крупные 
молекулы, которые едва входят внутрь гранул (Kav = 0,1-Ю,2). В результа
те всего этого даже для гранул диаметром 20-40 мкм высота теоретиче
ской тарелки в случае обычной гель-фильтрации составляет 2-5 мм, то 
есть разрешающая способность колонки в 1 м характеризуется числом 
теоретических тарелок = 200-500.

Отсюда следует, что число компонентов смеси веществ, которые в 
принципе можно разделить методом эксклюзионной хроматографии (при 
низком давлении), очень невелико. Показано, что число пиков (и), которое 
можно разделить с приемлемым разрешением на колонке, имеющей N  тео
ретических тарелок, определяется соотношением:

/7 = 1 + 0 ,2 a/)V . (67)
При N  — 500 получим п = 5,46. Таким образом, на колонке 1 м нельзя 

разделить более 5 пиков. Поэтому применяют колонки от 2 м и более.
Фракционирование белков методом гель-хроматографии используется 

довольно редко ввиду не очень высокой эффективности. Однако когда число 
компонентов белковой смеси заведомо невелико, то такое фракционирование 
может быть эффективным. Так, четыре главных белка вируса рака молочной 
железы мышей были успешно разделены по молекулярной массе методом гель- 
проникающей хроматографии на относительно короткой (80 см) колонке [64].

Чаще эксклюзионная (гель-проникающая) хроматография использу
ется для очистки белка. Накоплен большой опыт применения гель- 
проникающей хроматографии для очистки рибосом, полисом и ферментов, 
участвующих в биосинтезе белка и образующих комплексы с нуклеиновы
ми кислотами, нуклеотидами и аминокислотами.

Эксклюзионная хроматография применяется также в препаративных 
целях (например, биотехнологическое производство): при определении 
степени полимеризации синтетических полимеров; фракционировании 
субклеточных частиц, вирусов; отделении низкомолекулярных радиоак
тивных веществ при введении изотопной метки в биополимеры; контроле 
кинетики реакции (в случае химической модификации белков); определе
нии констант равновесия.
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3.6.3.4. Определение молекулярной массы белка

Гель-проникающая хроматография широко используется для опре
деления молекулярных масс (М) биополимеров, особенно белков. Основ
ной закон гель-хроматографии: чем меньше белок, тем больше объем его 
элюции с колонки ( Vr) (рис. 15). Графики селективности должны быть для 
каждого геля, используемого в гель-проникающей хроматографии.

Однако необходимо иметь в виду, что эти зависимости носят ориенти
ровочный характер, и для разных партий одного и того же геля истинные за
висимости Кт -  М  отличаются друг от друга. Поэтому целесообразно для ка
ждой конкретной колонки построить такой график. Но какие выбрать белки 
для этого? Рассмотрим этот вопрос на примере нативных белков.

В 1966 г. Зигель и Монти [65] описали мшрацию по колонке, содер
жащей сефадекс G-200, размером 3x48 см (V,=  340 мл) серии белков с из
вестной молекулярной массой. Подвижной фазой служил 0,04М Na- 
фосфатный буфер, объем препарата 1,5 мл. В таблице 6 приведены удержи
ваемый объем и некоторые физико-химические характеристики этих белков.

Таблица 6
Удерживаемый объем и физико-химические характеристики 

некоторых нативных белков [65|

Белок Vr, М Л K d
М, тыс. 
Дальтон а, f fo

Фибриноген 88 0.03 330 107 2.34
Ферритин 109 0.11 1300 79 1.14
Уреаза 132 0.20 483 61 1.19
Катал аза 148 0.26 250 52 1.25
Бычий сыворо
точный альбумин 191 0.43 65 35 1.30

Цитохром С 284 0.80 12 17 1.09

Белки в таблице 6 расположены в порядке увеличения VR и, соответ
ственно, значений Kd. Следовало бы ожидать, что в этом же порядке будут 
уменьшаться молекулярные массы М  белков, однако это не так. Нетрудно 
видеть, что фибриноген имеет молекулярную массу меньше, чем ферритин 
и уреаза, а выходит из колонки раньше них.

Однако это не означает, что основной закон гель-проникающей хро
матографии нарушается. При хроматографировании белков необходимо 
оценивать тот параметр, который действительно определяет возможность 
проникновения белка в поры геля -  его молекулярные размеры. Известно, 
что плотности всех нативных белков, за некоторым исключением, одина
ковы, и поэтому их объемы должны быть пропорциональны массам. Это
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верно, но остается еще один фактор, играющий в хроматографировании 
белков методом эксклюзионной хроматографии ключевую роль, -  форма 
молекулы. Белковая глобула может быть почти шаром, а может напоми
нать палочку, поэтому хроматографическое поведение таких молекул бу
дет совершенно различным. Но можно ли составить представление о фор
ме молекулы белка, если не рассматривать ее с помощью электронного 
микроскопа? Оказывается можно, причем опираясь на поведение молеку
лы в растворе, на ее гидродинамические свойства.

Величина, которая характеризует размеры и форму молекул, пара
метры, играющие решающую роль в гель-проникающей хроматографии, 
называется стоксовым радиусом молекулы.

Известен точный физический закон, описывающий движение части
цы сферической формы в вязкой жидкости -  закон Стокса:

F  = бэт Rr\ и, (68)

где F  сила трения, действующая на частицу; R -  радиус сферы; г| -  коэф
фициент вязкости среды; и -  скорость движения частицы.

Если в вязкой среде движется частица несферической (или вообще 
неправильной) формы, то, как показывают точные физические измерения, 
сила трения, действующая на такую частицу, все равно оказывается прямо 
пропорциональна коэффициенту вязкости среды (ц) и скорости движения 
частицы (и). Эту пропорциональность можно записать так:

F -  6л сщ и. (69)

Здесь в форме 6па записан некий коэффициент пропорциональности, характе
ризующий размер и форму данной частицы. Можно было бы обозначить этот 
коэффициент одной буквой, но при сравнении с формулой (68) имеет смысл 
ввести в состав коэффициента пропорциональности неизменный множитель 
6л. Проведя такое сопоставление, можно утверждать, что частица будет дви
гаться в вязкой жидкости точно так же, как сферическая частица с радиусом а. 
По крайней мере, в том смысле, что при движении со скоростью и эта, так на
зываемая эквивалентная сфера будет испытывать действие точно такой же си
лы трения F  как и частица несферической формы. Это -  динамическая харак
теристика размера и формы частицы (в нашем случае -  макромолекулы белка).

Не имея представления об истинной форме молекулы, можно охарак
теризовать степень ее отклонения от сферической отношением a/R, R -  ис
тинный радиус сферической молекулы, и (69) записать в общем виде:

F - f u ,  (70)

г д е / '-  коэффициент трения.
Для макромолекулы сферической формы f 0 = (mRr\, а для молекулы 

произвольной ф о р м ы 6 л сщ, очевидно, что a/R — f/fo- Эго отношение 
можно условно назвать “коэффициентом формы”. Рассматривая последний
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столбец табл. 6, можно высказать предположение, что «ненормальное» по
ведение молекул фибриногена при эксклюзионной (в данном случае, гель- 
проникающей) хроматографии обусловлено исключительно большим зна
чением их коэффициента формы. Молекулы фибриногена вытянуты в 
“палочки” (“глобулярными” называют белки, для которых f / f0 < 1,3). Вели
чина а  называется “стоксовым радиусом”.

Между массой молекулы и стоксовым радиусом существует зависимость

M ^ A n -N /i-p ml(f/fo)3-a ,  (71)

где рт -  плотность материала частицы.
Зависимость величин Kav и Kd от стоксова радиуса молекул исследо

валась неоднократно. Было найдено, что эту зависимость можно выразить 
следующими линейными приближениями [64]:

(А',/) |/5 = а  -  (За и (—log Kav)h2 = а  ’ -  [3 ’а .

Коэффициенты а, (3 и а  (3 ’ можно не определять, а по известным 
параметрам двух белков построить линейные графики вида (рис. 16):

Рис. 16. Зависимость коэффициентов Kd (а) и Kav (б) от 
стоксова радиуса

С их помощью для исследуемого белка по экспериментальным зна
чениям Kav и К,!, можно найти стоксов радиус, а потом определить молеку
лярную массу по уравнению

М =  a-6n-r\-NA.S /\-p /p m, (72)

где р -  плотность среды, NA — число Авогадро, S — коэффициент седиментации.

3.6.3.5. Сорбенты, используемые в эксклюзионной хроматографии

В качестве сорбентов в эксклюзионной хроматографии обычно ис
пользуются гидрофильные и органофильные гели.
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Гидрофильные гели  -  это декстрановые гели или сефадексы. Они 
представляют собой полисахаридные цепи, сшитые эпихлоргидрином. 
Вследствие множества гидроксильных групп такая матрица хорошо удер
живает воду. Степень набухания геля уменьшается по мере возрастания 
степени сшитости. По мере уменьшения размеров пор в объем элюирова
ния попадают вещества все с меньшей молекулярной массой. В таблице 7 
приведены свойства и указаны области применения различных сефадексов.

Таблица 7
Свойства сефадексов [63]

Тип
ссфадекса

Размеры 
частиц в 

сухом 
состоя

нии, 
мкм

Область применения 
(мольная масса-10'3)

Объем 
матрицы 

(сухой 
гель), 
мг-г 1

Время набу
хания, ч

пептиды 
и глобу
лярные 
белки

декстран
при

20°С
при

90°С

G-10 40-120 0.7 0.7 2 - 3 3 1
G-15 40-120 1.5 1.5 2 .5 -3 .5 3 1
G-25 крупный 

средний 
мелкий 

супермелкий

100-300
50-100
20-80
10-40

1 -  5 0 .1 - 5 4 - 6 3 1

С т-5 0 крупный 
средний 
мелкий 

супермелкий

100-300
50-150
20-80
10-40

1 .5 -3 0 0.5 -  10 9 - 1 1 3 1

G-75
супермелкий

40-120
10-40

3 - 8 0
3 - 7 0 1 - 5 0 1 2 -1 5 24 3

G -1 00
супермелкий

40-120
10-40

4 -  150 
4 -  100

1 -  100 1 5 -2 0 72 5

Ст-150
супермелкий

40-120
10-40

5 -3 0 0  
5 — 150 1 -  150 2 0 - 3 0  

1 8 -  22
72 5

G-200
супермелкий

40-120 
10-40

5 -  600
5 - 250 1 -  200 3 0 - 4 0  

20 -  25 72 5

Чем меньше степень сшитости, тем мягче гель и, следовательно, 
меньше рабочее давление в колонках, а значит, и скорость подачи элюента. 
Так, сефадекс G-10 выдерживает давление до 105 Па (например, ускорен
ный процесс обессоливания белков), а сефадекс G-200 выдерживает давле
ние до 5-103 Па. Как и полиакриламидные гели, декстрановые гели приме
няются для выделения и очистки ферментов, так как их матрица не облада
ет денатурирующими свойствами.
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Полиакриламидные гели, как уже указывалось выше, при высокой 
концентрации сшивающего агента обладают высокой механической проч
ностью. Такие гели выпускаются под названием био-гель Р (Bio-Gel Р). 
В таблице 8 приведены рабочие характеристики гелей этого типа.

Таблица 8
Свойства био—гелей Р* [63]

Тип геля
Размер частиц в 

набухшем состоянии, 
мкм

Область применения 
(мольная масса-10~3) 
для пептидов и гло

булярных белков

Объем матрицы в 
сухом состоянии, 

мг-г

Р-2 150-300 
80-150 

40-80, < 40 
150-300

0.1-1.8 3.5

Р-4 80-150 
40-80, < 40 

150-300
0.8-4 5

Р-6 80-150 
40-80, < 40 

150-300
1-6 8

Р-10 80-150 
40-80, < 40 

150-300
1.5-20 9

Р-30 80-150, < 40  
150-300 2.5-40 11

Р-60 80-150, < 40  
150-300

3-60 14

Р-100 80-150, < 40  
150-300 5-100 15

Р -150 80-150, < 40  
150-300 15-150 18

Р-200 80-150, <40 
150-300

30-200 25

Р-300 80-150, < 40 60-400 30
* В сухом состоянии

Агарозные гели находят применение при разделении высокомолекуляр
ных полимеров и в качестве матриц для сорбентов в аффинной хроматотрафии 
(см. раздел 3.6.2.2). Гели выпускаются под торговым названием сефароза и 
био-гель А. Рабочие характеристики гелей агарозы приведены в таблице 9.
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Сравнительно новым является гель, основой которого служит каркас 
из полиакриламида, а промежуточное пространство заполнено гелем ага
розы. Благодаря небольшим размерам гранул и их высокой механической 
прочности эти материалы можно использовать при более высокой скоро
сти подачи элюента, чем принято для сефадексов и био-гелей. Этот тип ге
ля выпускается под торговым названием ультрагель.

Таблица 9
Свойства агарозных гелей сефарозы и био-геля А [63]

Тип геля
Концентра
ция агарозы,

%

Размеры частиц 
в набухшем 
состоянии, 

мкм

Область применения 
(молекулярная масса) 

для глобулярных 
белков

Сефароза 2В 2 60-200 7 • 104-4-107
Сефароза 4В 4 60-140 6-104-2-107
Сефароза 6В 6 45-165 104-10-106

Био-гель А-150т* 1 150-300
80-150 106- 1.5-108

Био-гель А -50т 2 150-300
150-300 1 ()5-5 • 107

Био-гель А -15т 4
80-150
40-80

150-300
4-104- 15-106

Био-гель А -5т 6
80-150
40-80

150-300
104-5 -106

Био-гель А -1,5т 8
80-150
40-80

150-300
104-1.5Т0б

Био-гель А -0.5т 10 80-150
40-80 104-5 -105

* У био-гелей А пределы эксклюзии (исключения) отражены в маркиров
ке, например био-гель А -5т имеет предел эксклюзии 5000000 г-моль'1.

Сефакрип -  сополимер декстрана, несущего аллильные группы, и N,N’- 
метилен-бис-акриламида. Гранулы геля обладают высокой механической проч
ностью, химически устойчивы (стабильны в области pH 3-11, выдерживают сте
рилизацию в автоклаве при рН=7 и температуре до 120 °С); вследствие жесткой 
структуры устойчивы к действию органических растворителей. При переходе от 
воды к полярным органическим растворителям объем геля изменяется незначи
тельно. Маркировка и области применения сефакрила приведены в таблице 10.
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Свойства сефакрилов [63]
Таблица 10

Тип
сорбента

Размер 
частиц во 
влажном 
состоя

нии, 
мкм

Область применения 
(мольная масса)

Объем набухшего в воде 
геля в 100 мл указанного 

растворителя

глобулярные
белки

полисаха
риды ДМФ AcOEt снсь

«-Геп
тан

S-200
супер
мелкий

40-105 5-103—2.5-105 1 • 103—8-104 100 70 70 65

S-300
супер
мелкий

40-105 1 • 104— 1.5-106 m o U io5 100 90 85 70

Органофильные гели  -  это производные декстрана и полистироль- 
ные гели.

Производные декстрана -  сефадекс LH-20 и сефадекс LH-60. У этих 
сефадексов гидроксильные группы этерифицированы гидроксипропильной 
группой. Вследствие этого гели обладают как гидрофильными, так и ли- 
пофильными свойствами. Из смеси полярных и неполярных растворителей 
(хлороформ -  метанол, бутанол -  вода) гель избирательно впитывает по
лярные компоненты, т.е. возникает положение, свойственное для распре
делительной хроматографии. Поэтому характер взаимодействия разделяе
мых веществ с сорбентом в значительной степени зависит от состава элю
ента. Регулируя состав элюента, можно либо подавить адсорбционные 
свойства геля, т.е. провести разделение в режиме эксклюзионной хромато
графии, либо разделять вещества с близкими молекулярными массами, т.е. 
работать в режиме распределительной или адсорбционной хроматографии.

Полистирольные гели используют для работы в режиме эксклюзионной 
хроматографии, а также для адсорбции (извлечения, отделения) неполярных 
веществ и детергентов. Эти материалы выпускают под торговыми названиями 
био-бедс S и био-бедс SM. Эти гели являются сополимерами стирола и диви- 
нилбензола; диаметр пор геля в значительной степени зависит от природы рас
творителя. Полистирольные гели сильно набухают в неполярных растворителях 
(толуол, четыреххлористый углерод), которые по этой причине часто исполь
зуются в качестве элюентов. Поскольку гель легко деформируется, удовлетво
рительные результаты достигаются лишь при небольших скоростях потока.

Био-бедс S применяется для разделения и определения молекуляр
ных масс алканов, жиров, жирных кислот и полистиролов. Био-бедс SM-2 
-  механически прочный макропористый гель, степень набухания которого 
в различных растворителях изменяется незначительно. Особенно удачно
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гель используют при извлечении детергентов и других неполярных ве
ществ из водных растворов.

Стирагель - сильносшитый макропористый полистирольный гель, 
вследствие высокой механической прочности применяется при работе в режи
ме ВЭЖХ. В качестве растворителей рекомендуется использовать тетрагидро- 
фуран, диметилформамид, дихлорметан и ароматические углеводороды. Гель 
поставляется в набухшем состоянии; не рекомендуется высушивание геля, а 
также его контакт с полярными растворителями, например водой, метанолом.

Пористые стекла стойки ко всем типам растворителей и применя
ются в жидкостной хроматографии при высоком давлении. Адсорбцион
ные свойства, характерные для обыкновенных кремнеземов, у пористых 
стекол незначительны и могут быть сведены к минимуму при помощи до
полнительной обработки. Однако для работы с легко денатурирующими 
белками их надо применять осторожно. Кроме того, растворы белков с 
изоэлектрическими точками выше рН=7 заметно адсорбируются кислыми 
функциональными группами пористого стекла. Для исключения денатура
ции и адсорбции белков на пористом стекле рекомендуется:

-  изменить ионную силу элюента;
-  заменить тип соли или буфера;
-  уменьшить значение pH;
-  добавить в элюент 5%-ный этанол, 0,4%-ный полиэтиленгликоль 

20 ООО или детергент (например, 0,1%-ный додецилсульфат натрия);
-  использовать модифицированное пористое стекло (амино- или глице- 

рил-производные).

3.6.4. Ионообменная хроматография

Этот вариант жидкостной хроматографии основан на способности 
разделяемых ионов в растворе к ионному обмену с ионитом, который 
представляет собой нерастворимую полимерную матрицу, несущую хими
чески связанные ионогенные группы. Противоионы удерживаются на мат
рице за счет сил электростатического взаимодействия и могут обменивать
ся на ионы разделяемой смеси, присутствующие в подвижной фазе.

3.6.4.1. Физические основы метода

Ионообменники по химическому строению матрицы подразделяются 
на следующие группы: синтетические смолы на основе полистирола или 
полиакриламида; сефадексы на основе сшитого декстрана; сефарозы на 
основе агарозы; целлюлозные ионообменники на основе микрокристалли
ческой или сшитой микросферической целлюлозы; неорганические иониты 
на основе поверхносто-модифицирированных силикагелей.
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Тип ионообменника определяется природой функциональных ионо
генных групп. Ионит является слабокислым при наличии карбоксильных 
или оксифенильных групп; сильнокислотным при наличии сульфогрупп 
(-S O 3 Н4); слабоосновным при наличии аминогрупп различной степени за
мещения; сильноосновным при наличии групп четвертичных аммониевых 
оснований.

Разделение ионитов на сильные и слабые проводится по аналогии с де
лением на слабые и сильные кислоты и основания и отчасти отражает степень 
диссоциации ионогенных групп. Это свойство не следует путать с емкостью, 
которая для ионитов определяется абсолютным числом функциональных 
групп и их доступностью. Сильный ионит имеет полную емкость в большом 
диапазоне значений pH раствора, слабый ионит достигает полной емкости 
лишь в определенной области pH. Так, карбоксиметилцеллюлоза (КМЦ) при 
рН<3 уже не несет диссоциированных карбоксильных групп и полностью ли
шена ионообменных свойств. Полной емкости КМЦ достигает при рН>6.

Ионообменную хроматографию проводят в водной среде. В качестве 
примера ионообменного процесса можно привести операцию умягчения 
воды, при которой ионы кальция и магния обмениваются на ионы натрия. 
Помимо обычного обмена ионов на ионитах можно проводить разделение 
заряженных частиц, прежде всего биополимеров (белки, нуклеиновые ки
слоты), некоторые из которых обладают амфотерными свойствами. Имен
но эта область является главной для применения ионообменной хромато
графии. Так как суммарный заряд таких макромолекул зависит от pH сре
ды, хроматографию проводят в буферных растворах. В большинстве слу
чаев pH среды в процессе разделения поддерживают постоянным. Разделе
ние различных ионов возможно, если компоненты смеси по-разному взаи
модействуют с заряженными группами ионита.

Если несколько повысить ионую силу элюента путем добавления 
нейтральных солей (например, хлорида натрия), то ионы элюента будут 
конкурировать с компонентами смеси. Вследствие этого один или не
сколько компонентов частично десорбируются и начнут медленно мигри
ровать по колонке в подвижной фазе. При повышении концентрации соли 
скорость миграции возрастает, одновременно десорбируются более проч
но удерживаемые вещества. При некотором предельном значении ионой 
силы элюента все компоненты образца полностью десорбируются и миг
рируют по колонке со скоростью движения подвижной фазы. Следова
тельно, важно найти оптимальное значение ионой силы, при котором дос
тигается наибольшее разделение целевых компонентов смеси. В боль
шинстве случаев при постоянной ионой силе буфера не удается элюиро
вать все компоненты смеси, присутствующие в образце. Поэтому обще
принятым приемом в ионообменной хроматографии является элюирова
ние в градиенте ионой силы.
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3.6.4.2. Сорбенты в ионообменной хроматографии

В качестве сорбентов в ионообменной хроматографии используются 
иониты различных марок с матрицами синтетического и природного про
исхождения.

Иониты на основе синтетических смол. Основой этих ионигов яв
ляются полистирольные смолы. На рис. 17 приведена схема получения ио
нитов на основе синтетических смол.

катионит
(сильнокислотный)

анионит
(слабоосновный)

нс=сн, сшитый
стирол дивинилбензол полистирол

нс=сн

анионит
(сильноосновный)

+  h2c = ch - coor ^ C O O R  °мылени% Ч^СООН

катионит
(слабокислотный)

Рис. 17. Схема синтеза наиболее важных ионитов

Эти иониты производят в виде гранул диаметром от 5 мкм до 2 мм. 
Гранулы меньшего диаметра предназначены для проведения анализов при 
повышенном давлении (например, анализ аминокислот, углеводов).

Сефадексы. Это иониты на основе декстрана. Их готовят путем вве
дения функциональных групп в сефадексы G-25 или G-50 (таблица 7), при 
этом получаются иониты соответственно марок С-25, А-25, С-50 и А-50. 
Катионит С-25 и анионит А-25 используют при разделении веществ с не
большой молекулярной массой, иониты С-50 и А-50 -  при разделении вы
сокомолекулярных соединений с молекулярной массой до 30 ООО. Свойст
ва сефадексов приведены в таблице 11.
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Таблица 11
Иониты на основе сшитого декстрана (сефадексы)

Тип ионита Свойства Иониты и их функциональные 
свойства

Противо
ионы

DEAE- 
сефадекс 
А-25 и А-50

Слабооснов
ный анионит Сефадекс О С Ц  CH1-NH(C}H,J1 

диэтиламиноэтильная группа
СГ

QAE- 
сефадекс 
А-25 и А-50

Сильнооснов
ный анионит

Сефадекс -  О -  СН2 -  СН2 -

-  Х(С2Я„ )2 СНгСП(ОН)СН, 
(2-гидроксипропил) диэтиламино
этильная группа

СГ

СМ-сефадекс 
С-25 и С-50

Слабокислот
ный катионит

Сефадекс - О -  С П 2 - СОСГ 

карбоксиметильная группа
Na+

SP-сефадекс 
С-25 и С-50

Сильнокислот
ный катионит

Сефадекс -  О - СН2 -  СН2 -  СН2 -  SO, 
сульфопропильная группа

Na

Более высокомолекулярные вещества разделяют на ионообменной 
агарозе — сефарозе.

Иониты также изготавливаются из микрокристаллической или допол
нительно сшитой целлюлозы. Гранулы имеют сферическую форму, что 
важно при упаковке колонок, обладают высокой жесткостью; совокупность 
перечисленных свойств делает иониты этого типа незаменимыми. Сущест
вуют иониты на основе силикагелей -  модифицированные силикагели.

3.6.5. Тонкослойная хроматография и ее применение 
в биомедицинских исследованиях

Тонкослойная хроматография (ТСХ) до 70-х годов занимала ведущее 
место в исследованиях структуры белков и нуклеиновых кислот. В последую
щие годы этот метод был вытеснен ВЭЖХ и электрофорезом -  первый пре
восходит ТСХ по разрешающей способности, второй -  по скорости анализа. 
Все это в одно время порождало у исследователей мнение о полном вымира
нии метода ТСХ. Но с развитием аппаратурного оформления и появлением 
новых материалов увеличились возможности ТСХ, и теперь этот вариант пла
нарной хроматографии может конкурировать в качестве независимого метода 
при решении проблем идентификации вещества. Главное достоинство метода 
ТСХ -  простота и дешевизна. С появлением новых микрогранулированных и 
весьма гомогенных носителей для ТСХ существенно повысилась разрешаю
щая способность метода. Этому также способствовала разработка способов 
автоматизированного нанесения на пластинки микроколичеств препарата и
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новых вариантов метода, например циркуляционной ТСХ. Совокупность этих 
новых приемов иногда называется высокоэффективной ТСХ (ВЭТСХ).

В настоящее время ВЭТСХ широко применяется в биомедицинских 
исследованиях. Ее положительные особенности [1, 66]:

1) движение элюента за счет капиллярных сил (простота хроматографи
ческого эксперимента, простота и низкая стоимость оборудования);

2) использование дешевого универсального адсорбента -  силикагеля 
(однократное использование пластинки, отсутствие требований к чистоте 
пробы); в качестве адсорбента можно применять целлюлозу;

3) открытый слой адсорбента (одновременный анализ большого числа 
проб, отсутствие требований к УФ-прозрачности элюента, простота наблю
дения, отсутствие необходимости в оптическом детектировании, большие 
возможности селективного детектирования, в том числе радиоактивных 
изотопов, детектирование всех компонентов пробы, легкость осуществле
ния градиентной ТСХ, малое время анализа);

4) обеспечивается возможность одновременного элюирования различными 
растворителями (до шести растворителей при элюировании по соседним до
рожкам) и регулируемого воздействия газовой фазы на разделение, можно из
менить селективность за считанные секунды или минуты;

5) за счет подбора условий элюирования (хроматографического разде
ления) может быть оптимизирована разрешающая способность только по 
интересующим исследователя веществам; благодаря этому экономится 
время, затрачиваемое на анализ;

6) возможность хранить пластинку с разделенными образцами и детек
тировать вещества позже (независимо от процедуры разделения), тонко
слойная пластинка может обследоваться гак долго, сколько потребуется, 
или столь быстро, насколько это позволяет детектор (и соответствующие 
электронные схемы). Обеспечивается возможность выполнять спектраль
ную идентификацию какое-то время спустя после разделения (в любом 
диапазоне волн, включая инфракрасную область спектра);

7) затраты средств на количественный анализ составляют 1/3 от затрат на 
колоночную жидкостную хроматографию. При хорошей организации хрома
тографического процесса количественная оценка результатов оказывается бо
лее точной, чем в случае колоночной жидкостной хроматографии.

ВЭТСХ как метод была окончательно сформулирована немецкими 
учеными Л.Златкисом и Р. Кайзером, выпустившими в 1977 году книгу 
«Высокоэффективная ТСХ». Современное состояние тонкослойной хрома
тографии детально изложено в монографии [67], которая издана в двух то
мах, и в работе [68]. Фирмы “Merck” и “Macherey and Nagel” -  основные 
поставщики носителей для ТСХ. Сюда же можно отнести фирмы «Camag» 
(Швейцария) и “Desaga” (Германия). Развитие ТСХ повлекло за собой и 
возобновление интереса к электрофорезу на твердых носителях. Наиболее 
интересные результаты получаются при сочетании ТСХ и электрофореза в 
виде двухмерного фракционирования.
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3.6.5.1. Физические основы метода

Разделение в ТСХ осуществляется вследствие многократного пере
сечения молекулами веществ границы фаз твердое вещество -  жидкость (Т 
-  Ж) или жидкость — жидкость (Ж — Ж), т.е. вследствие многократного 
процесса распределения вещества между подвижной и неподвижной фаза
ми. Неподвижной фазой служит либо сухой сорбент (адсорбционная хро
матография), либо сорбент, покрытый жидкой фазой (распределительная 
хроматография). Систему растворителей подбирают в соответствии со 
свойствами разделяемых веществ. Следует запомнить, что полярные веще
ства следует разделять в полярных растворителях, малополярные -  в менее 
полярных или неполярных растворителях.

В различных системах растворителей 
вещества обладают различной подвижно
стью. Количественно подвижность вы
ражается величиной Rf, иначе называемой 
фактором удерживания (рис. ] 8).

Rf равно отношению расстояний от 
стартовой линии до середины пятна веще
ства и от стартовой линии до линии фрон
та растворителя. Значение Rf практически 
не зависит от длительности проявления, 
но зависит от множества других факторов 
(в том числе и от влажности воздуха) и, 
следовательно, может служить лишь пред
варительным ориентиром. Большинство 
химических соединений лишено окраски, 
и для их обнаружения на пластине исполь
зуют различные физические и химические 
методы, например флуоресценцию, аб
сорбцию или химические реакции.

Флуоресценция. Многие ароматические вещества имеют собствен
ную флуоресценцию при 360 нм; при этой длине волны они обнаружива
ются в виде желтых флуоресцирующих пятен на темном фоне.

Абсорбция. Большинство готовых ТСХ пластин содержит люмино
форы (такие пластинки помечены индексом Ф254); при облучении УФ-све- 
том с длиной волны 254 нм они светятся равномерным желто-зеленым фо
ном. Вещества, поглощающие в УФ~области, обнаруживаются в виде тем
ных пятен на светлом фоне.

Химические реакции. Функциональные ipynnbi веществ способны всту
пать в реакции со специфическими реагентами с образованием хромофоров 
(аминогруппы белков и пептидов проявляются с помощью нингидрина).

Рис. 18. Пластинка ТСХ:
1 — фронт растворителя;
2 -  пятно целевого вещест
ва; 3 -  стартовая точка; L 
расстояние старт -  фронт; 
I -  расстояние старт -  пятно 
целевого вещества
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3.6.5.2. Сорбенты, применяемые в ТСХ

На ТСХ-пластинках сорбенты закрепляют при помощи органиче
ских связующих материалов. Высокое качество пластинок гарантируется 
лишь при условии правильного хранения (так как слой сорбирует летучие 
вещества из воздуха). Данные о свойствах наиболее важных сорбентов для 
ТСХ приведены в таблице 12.

Таблица 12
Сорбенты для ТСХ

Сорбент Область применения Примечания
Силикагель Разделение неполярных ве- 

щесгв; выделение веществ, об
ладающих основными свойст
вами; рекомендуется исполь
зовать элюенгы с основными 
свойствами

Поверхность сорбента силь
нополярная; неполярные ве
щества разделяют методом 
распределительной хромато
графии

Оксид алюминия Разделение слабополярных 
основных веществ

Поверхность сорбента силь
нополярная

Модифицирован
ный силикагель

Разделение полярных ве
ществ в условиях ОФХ

Поверхность покрыта химиче
ски связанными углеводород
ными группами

Полиамид Разделение веществ, обра
зующих с амидными груп
пами сорбента водородные 
связи

Элюирующие свойства рас
творителей возрастают в сле
дующем ряду: вода < метанол 
< ацетон < формамид < диме- 
тилформамид

Ацетилированная
целлюлоза

Разделение липофильных 
веществ (полициклических 
ароматических углеводоро
дов, антрахиноновых кра
сителей)

Распределительная хромато
графия в условиях ОФХ; сор
бент частично растворим в 
обычных растворителях (ди- 
оксане, ацетоне, дфире)

СМ-целлюлоза Слабый катионит Содержит карбокшметшгь- 
ную группу:

/----- Н2С-— с
V

DEAE-целлюлоза Слабый анионит Содержит диэтиламиноэтиль- 
ную (DEAE) -  группу:

—СН2 - СН2 -NH(CH2 -С Ц )2
PEI-целлюлоза Анионит, применяется для 

разделения ферментов и 
нуклеотидов

Содержит функциональную группу 
- фрагмент полиэтиленимина (РЕГ): 

+

Н
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ECTEOLA-
целлюлоза

Анионит Более слабый анионит по 
сравнению с DEAE- 
целлюлоза

IONEX-
смешанный ионит

Смесь кислого и основного 
ионообменника на основе 
силикагеля

-

3.6.5.3. Выбор элюирующих систем

Наиболее сложен выбор элюента при разделении на полярных сор
бентах, таких как силикагель или оксид алюминия. В случае обращенно- 
фазовой хроматографии проблема выбора элюента не такая острая. В таб
лице 13 приведен элюотропный ряд, в котором растворители располагают
ся в порядке возрастания элюирующих свойств. При этом соблюдаются 
следующие закономерности:

-  вещество характеризуется большим значением R, в более полярных 
растворителях;

— менее полярное вещество характеризуется большим значением R j; для 
веществ со сходными свойствами или соединений одного гомологического 
ряда Rf возрастает с увеличением числа полярных групп ( СН2 , -СНз); Rf 
уменьшается при увеличении числа полярных групп по мере увеличения по
лярности функциональных групп:

—OR > > С О  > —ОН > -С О О Н .

При элюировании в одном растворителе редко удается достичь удов
летворительного разделеия. Более эффективными являются системы, со
ставленные из двух или более растворителей. Поскольку силикагель обла
дает сродством к полярным веществам, т.е. избирательно удерживает по
лярные компоненты (из системы растворителей), в рабочем слое наряду с 
адсорбцией наблюдается и эффект распределения. По мере продвижения 
элюирующей смеси по пластинке изменяется ее состав, т.е. формируется 
градиент полярности растворителя; кроме того, при взаимодействии твер
дой и жидкой фазы в слое происходят очень сложные процессы, однако 
эти обстоятельства практически не влияют на конечные результаты, и раз
деление методом ТСХ дает хорошо воспроизводимые результаты.

Вещества с заряженными группами (амины, карбоновые кислоты) не 
удается разделить на силикагеле и оксиде алюминия, поскольку оба сор
бента имеют собственные ионогенные группы (силикагель получают пу
тем осаждения золя кремневой кислоты). Поэтому при составлении систем 
растворителей руководствуются общими правилами.
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Элюотропн ый ряд растворителей*
Таблица 13

Растворитель

Элюирующая 
способность 
растворите
лей («поляр

ность»)

Вязкость 
тр мПа-с

Показатель 
преломле

ния Пи

Наимень
шая длина 
волны,нм

н-Пентан 0.00 0.24 1.358 200
н-Г ексан 0.01 0.33 1.375 200
н-Гептан 0.01 0.42 1.388 200
Изооктан 0.01 0.50 1.391 200
Циклогексан 0.04 0.98 1.426 210
Четыреххлористый
углерод 0.18 0.97 1.466 265

Ди изопропиловы й 
эфир 0.28 0.37 1.368 220

Толуол 0.29 0.59 1.496 290
н-Пропилхлорид 0.30 0.35 1.389 225
Бензол 0.32 0.65 1.501 290
Этилбромид 0.37 0.39 1.421 230
Диэтиловый эфир 0.38 0.23 1.353 220
Хлороформ 0.40 0.57 1.443 250
Дихлорметан 0.42 0.44 1 1.424 250
Тетрагидрофуран 0.45 0.46 1.407 220
Этиленхлорид 0.49 0.79 1.445 230
Ацетон 0.56 0.32 1.359 330
Диоксан 0.56 1.54 1.422 220
Этилацетат 0.58 0.45 1.370 260
Метилацетат 0.60 0.37 1.362 260
Нитрометан 0.64 0.65 1.382 380
Ацетонитрил 0.65 0.37 1.344 210
Пиридин 0.71 0.94 1.510 310
н-Пропанол 0.82 2.30 1.380 200
Этанол 0.88 1.20 1.361 200
Метанол 0.95 1.20 1.361 200
Гликоль 1.11 19.90 1.427 200
Вода большая 1.00 1.33 —
Формамид большая 3.76 1.448 -
Уксусная кислота большая 1.26 1.372 -

* Вес значения измерены при 20 °С; полярность растворителей указана для оксида алю
миния
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На силикагеле (слабокислотный сорбент) разделяют соединения с 
кислотными свойствами в системах, содержащих кислоты (чаще органиче
ские -  уксусную, муравьиную); соединения с основными свойствами -  в 
системах, содержащих основания (аммиак). На оксиде алюминия (слабо
основной сорбент) разделяют как соединения с кислотными свойствами в 
очень кислых системах, так и основные соединения, поскольку на силика
геле они, как правило, необратимо сорбируются.

ТСХ находит широкое применение в биомедицинских исследовани
ях, особенно при определении содержания различных лекарственных пре
паратов и их метаболитов в крови, моче и других биологических жидко
стях. В работе [69] Ридель и Лауфен использовали технику горизонтальной 
ТСХ, когда образцы наносят на пластину с двух сторон и элюент также 
подают с двух сторон (рис. 19), определили пироксикама в плазме крови, 
моче и тканях в 150 образцах за день (~ 4,5 мин на один образец) при со
держании до 10 нг образца в 1 мл мочи или плазмы.

Рис. 19. ТСХ красителей в горизонтальной камере

Дэвис и Фенимор [70] определяли содержание фенотиазиновых пре
паратов в 30-60 образцах плазмы в день с точностью ~ 3 % при чувстви
тельности анализа 0,1 нг/мл.

ТСХ находит также применение при изучении липидного метабо
лизма в плазме крови. Широко используют ТСХ судебные медики.
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4. Электрофорез

Электрофорез занимает одно из центральных мест среди методов ис
следования белков и нуклеиновых кислот. В современной научной литера
туре редко можно встретить статью, в которой бы на гой или иной стадии 
фракционирования биополимеров не был использован электрофорез. Ме
тод позволяет разделять макромолекулы, различающиеся по таким важным 
параметрам, как размеры (или молекулярная масса), пространственная 
конфигурация, вторичная структура и электрический заряд, причем эти па
раметры могут выступать как порознь, так и в совокупности.

Электрофорез -  метод разделения веществ, основанный на явлении 
миграции заряженных микрочастиц в жидкой среде под действием внеш
него электрического поля. Существуют три различных электрофоретиче
ских метода -  собственно электрофорез (зональный электрофорез, ЗЭ), 
изоэлектрофокусирование (ИЭФ) и изотахофорез (ИТФ).

Электрофорез (или ЗЭ) применяют для разделения веществ, молеку
лы которых в соответствующих условиях заряжены и отличаются по элек
трофоретической подвижности. Путем изменения внешних условий (на
пример, pH среды, температуры, силы тока, состава и концентрации бу
ферного раствора или носителя) подбирают подходящие условия для раз
деления. Вследствие того, что при разделении на молекулы действуют 
только электростатические силы, электрофорез считают мягким методом и 
поэтому часто применяют при работе с лабильными веществами. Электро
форез можно проводить в растворе, но из-за неизбежного выделения тепла 
и возникающей в связи с этим тепловой конвекции процесс, как правило, 
проводят на носителе.

Физический принцип метода заключается в следующем. Находя
щиеся в буферном растворе макромолекулы обладают некоторым сум
марным электрическим зарядом, величина и знак которого зависят от pH 
среды. Если через этот раствор, заключенный в канал из изолирующего 
материала, например стеклянную трубку, начать пропускать электриче
ский ток, то вдоль канала установится определенный градиент напряже
ния, т.е. сформируется электрическое поле. Его напряженность измеряет
ся разностью потенциалов по концам рабочего канала (или его участка), 
отнесенной к его длине (В/см). Под действием поля макромолекулы в со
ответствии со своим суммарным зарядом мигрируют в направлении като
да или анода, причем трение, возникающее при этом, ограничивает ско
рость миграции.

В зависимости от величины заряда и размеров молекулы приобрета
ют разные скорости -  и в  этом сущность процесса электрофореза. Посте
пенно исходный препарат, состоявший из различных молекул, разделяется 
на зоны одинаковых молекул, мигрирующих с одной и той же скоростью.
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Со временем эти зоны распределяются по длине канала. Схема простейше
го прибора для электрофореза приведена на рис. 20.

Рис. 20. Схема простейшего прибора для электрофореза в
геле: а -  до начала фракционирования, б -  после его окончания

Как уже говорилось выше, во избежание конвекции, которая дефор
мирует и смешивает разделяющиеся зоны, рабочий канал заполняют ге
лем (на рис. 20 он изображен штриховкой). Достаточно «чистая» и хо
рошо смачиваемая (гидрофильная) пространственная сетка геля удержива
ет жидкость от вытекания и препятствует конвекции.

Материалами-носителями для электрофореза мог ут бы ть не только 
гели на основе целлюлозы, агарозы, полиакриламида, но и бумага, и мате
риалы для ТСХ (например, силикагель).

Процесс разделения макромолекул методом электрофореза регист
рируется на электрофореграмме.

Ранее использовали один и тот же буфер в слое носителя и в элек
тродных камерах, т.е. разделение вели в непрерывной буферной системе. 
В настоящее время этот прием все еще применяют при электрофорезе на 
бумаге и пластинках. Однако при электрофорезе с прерывистой буферной 
системой (различные буферы в слое носителя и в электродных камерах) 
быстро мигрирующие вещества образуют более узкие зоны. Электрофо
рез в прерывистой буферной системе используют главным образом в 
гель-электрофорезе.

ЗЭ обычно проводят на бумаге, пластинках и гелях в водных буфер
ных растворах. Камера для ЗЭ представлена на рис. 21.

При электрофорезе в электродных камерах происходит электролиз рас
твора и вследствие этого -  изменение состава буфера. Поэтому электроды 
располагаются так, чтобы они не касались носителя, а контакт между ними
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осуществляется при помощи полосок фильтровальной бумаги. Электрод
ная камера разделена на два отсека, которые соединяются дополнительным 
мостиком из фильтровальной бумаги. Подбирая соответствующий объем 
электродных камер или перекачивая насосом буфер от анода к катоду, 
поддерживают постоянными концентрацию и значение pH буфера в двух
камерной системе.

Рис. 21. Камера для зонального электрофореза: а -  вид
сбоку; б -  вид сверху; 1- электроды (анод и катод); 2 -  буферный 
раствор в кювете; 3 -  слой геля на пластинке (в центре пластинки 
показаны стартовые зоны анализируемой смеси); 4 -  мостики из 
фильтровальной бумаги; 5 -  охлаждаемая проточной водой метал
лическая пластинка для отвода избыточного тепла

Величина pH. При электрофорезе белков и аминокислот большое 
значение имеет величина pH. Эти вещества амфотерны и поэтому в ки
слой среде присоединяют протон и ведут себя как катионы, а в щелочной 
среде депротонируются и приобретают свойства анионов. В изоэлектри- 
ческой точке (pi) они становятся цвиттер-ионами с нулевым суммарным 
зарядом, т.е. нейтральными молекулами, в которых противоположные за
ряды пространственно разделены. Суммарный заряд этих веществ зависит 
от pH среды в широком диапазоне. При электрофорезе они могут менять 
направление и скорость миграции. Ниже изображен цвиттер-ион с нуле
вым суммарным зарядом, скорость миграции которого в электрическом 
поле равна нулю:
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На рис. 22 приведена зависимость изменения концентрации глицина 
в широком диапазоне pH. Очевидно, что при pH 2,34 и 9,60 концентрации 
катиона, аниона и цвиттер-иона равны.

Суммарный заряд аминокислот и пептидов в зависимости от pH оце
нивают (ориентировочно) следующим образом:

pH = 9,5 -  пептид заряжен отрицательно и мигрирует к аноду; 
pH = 3 -  пептид заряжен положительно и мигрирует к катоду;
3 < pH < 9,5 -  в соответствии со значением pi пептид мигрирует к ка

тоду или аноду. При pH = pi суммарный заряд равен нулю, и пептид оста
ется на стартовой линии.

Рис. 22. Изменение концентраций аниона, катиона и цвит
тер-иона в ОДМ растворе глицина в зависимости от pH среды
(H 3N + - С Н 2 -С О О Н  -  штриховая линия; H ,N  ' - С Н 2 -С О О " -  сплошная 

линия; H2N - C H 2 -C O O “ -  точечная л и н и я )

В ходе электрофореза зоны растворенных макромолекул остаются неви
димыми. Для наблюдения за процессом в исходный материал добавляют 
краситель, молекулы которого несут электрический заряд того же знака, что 
и фракционируемые молекулы, но не взаимодействуют с ними. Краситель 
тоже передвигается в электрическом поле, но уже в виде окрашенной зоны.

О 2 4 6 8 10 12 14 
pH
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Его подбирают таким образом, чтобы скорость миграции наиболее подвиж
ных макромолекул была несколько ниже, чем у молекул красителя. Когда ок
рашенная зона доходит до конца трубки, электрофорез прекращают.

Напряженность электрического поля влияет на миграцию белков -  
чем она выше, тем больше скорость миграции.

Электрофорез нуклеиновых кислот отличается от электрофореза 
белков некоторыми характерными особенностями, вытекающими из раз
личия природы этих биополимеров. Главное, что отличает нуклеиновые 
кислоты, -  это неизменно отрицательный и значительный по величине 
суммарный электрический заряд, обусловленный диссоциацией многочис
ленных остатков фосфорной кислоты. Величина этого заряда мало зависит 
от pH среды, а отношение заряда к массе практически одинаково для всех 
нуклеиновых кислот, поэтому в подавляющем большинстве случаев фрак
ционирование их при электрофорезе идет за счет различия размеров моле
кул, а не их зарядов.

Выбор буфера геля в такой ситуации не играет существенной роли -  
он обусловливается, в основном, теми условиями, в которых необходимо 
вести электрофорез. Если необходимо обеспечить нативность препарата и 
вести электрофорез в условиях, предотвращающих денатурацию, то при
меняют трис-боратный, трис-фосфатный или трис-ацетатный буфер. Если 
электрофорез надо вести в условиях, обеспечивающих денатурацию нук
леиновой кислоты, то они могут быть вызваны, в частности, полимериза
цией теля в 0,02 -  0,03М растворе NaOH.

Вторая особенность электрофореза нуклеиновых кислот и их фраг
ментов -  очень широкий диапазон молекулярных масс. Например, при оп
ределении нуклеотидной последовательности ДНК и РНК приходится раз
делять полученные при их гидролизе олигонуклеотиды, содержащие еди
ницы и десятки мономерных звеньев, т.е. молекулы с массами от тысячи 
до нескольких сотен тысяч дальтон, а это -  тот же диапазон, что и для бел
ков. В этом случае электрофорез ведут в полиакриламидном геле (ПААГ).

Разделение крупных рестриктов ДНК, целых молекул ДНК или РНК 
вирусов ведут в гелях агарозы. Подробно метод электрофореза биологиче
ских макромолекул рассмотрен в книгах [63] и [64].
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5. Хроматографическое определение некоторых 
лекарственных препаратов в биологических жидкостях

В этом разделе приведены хроматографические методики качествен
ного и количественного определения некоторых лекарственных и наркоти
ческих средств в биологических жидкостях.

5.1. Барбитураты

Со времени введения в 1913 г. в клиническую практику первого произ
водного барбитуровой кислоты эта группа седативных препаратов характери
зуется неуклонно возрастающим уровнем потребления и злоупотребления. 
Подсчитано, что из синтезированных до сих пор 2500 барбитуратов более 50 в 
настоящее время поставляю тся на мировой рынок для клинического примене
ния. Широкая доступность барбитуратов, приобретаемых как по назначению 
врача, так и нелегальным путем, а также возрастающая необходимость в их 
определении при лечении эпилептиков антиконвульсивными препаратами вы
звали потребность в одновременном обнаружении этих веществ в сыворотке. 
Биохимики-клиницисты все чаще привлекаются для идентификации и коли
чественного определения широкого круга седативных препаратов в крови лю
дей, покушавшихся на самоубийство; при этом существенным является нали
чие быстрых и достоверных методов определения таких веществ.

ГЖХ на насадочных колонках с пламенно-ионизационным детектором 
широко употребляется для одновременного анализа барбитуратов в биологи
ческих жидкостях. Некоторые хроматографисты анализируют готовые формы 
лекарственных препаратов, другие перед анализом получают производные пу
тем замещения кислого протона молекулы с целью уменьшения полярности и, 
следовательно, адсорбции на носителе и размывания пиков. В основном в по
следнее время используют капиллярные колонки с SE-30, OV-17. Сан и 
Хоффман описали чувствительный метод ГЖХ-анализа целого ряда барбиту
ратов, который включает стадии предварительной экстракции из сыворотки.

Обращенно-фазовая хроматография барбитуратов изучена достаточ
но широко. Эти вещества довольно легко разделяются в форме свободных 
кислот, а при значениях pH, обеспечивающих в основном анионную форму 
существования барбитуратов в системе, разрешение ухудшается. Кларк и 
Чан [71] обеспечили выполнение обоих этих требований в одном аналити
ческом методе. В их ВЭЖХ-методике барбитураты разделяют в виде сво
бодных кислот и после этого переводят в анионную форму с помощью бо- 
ратного буфера (рН=10) для обнаружения хромофоров в форме аниона.

Значения рКа обычных барбитуратов, используемых в терапии, ле
жат в пределах от 7 до 8. Следовательно, при рН=10 эти слабые кислоты 
существуют почти исключительно в анионной, то есть хромофорной, фор
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ме. Площади пиков барбитуратов после ионизации возрастают в 20 раз. 
Джилл с соавт. применяли эффективную комбинацию трех ВЭЖХ, двух ГЖХ 
и двух ТСХ- методов для идентификации целого набора барбитуратов.

Для идентификации барбитуратов наиболее подходит, как показыва
ет практика, колоночная хроматография на липофильных фазах, например 
ВЭЖХ на октадецилсиликагеле и ГЖХ на SE-30. В обращенно-фазовой 
хроматографии наиболее эффективно при разделении барбитуратов родствен
ной структуры изменение pH. Например, комбинация двух обращенно- 
фазовых систем для ВЭЖХ (одна с рН=3,5, вторая с рН=8,5) оказалась весьма 
полезной при разделении бутабарбитона и фтор-бутабарбитона.

5.2. Трициклические антидепрессанты

Это лекарственные препараты, применяемые при психических рас
стройствах и при лечении депрессий. Измерения концентрации этих пре
паратов в биологических жидкостях могут оказать помощь в проведении 
фармакотерапии депрессивных больных. В настоящее время исследовате
ли располагают целым рядом ВЭЖХ-методик анализа кломипрамина. 
имипрамина и их соответствующих диметилированных метаболитов.

Методы включают также и ион-парную, распределительную, адсорбци
онную или обращенно-фазовую хроматографию. Пределы обнаружения со
ставляют от 1 нг/мл для флуометрических детекторов до 5-20 нг мл"1 для ульт
рафиолетовых детекторов. В таблице 14 указано время удерживания девяти 
циклических антидепрессантов в условиях ВЭЖХ на колонке с силикагелем.

Таблица 14
Время удерживания некоторых трициклических 

антидепрессантов в условиях ВЭЖХ [5]
Соединение Время удерживания, мин

Система А Система В
Амитриптилин 2,48 5,10
Нортриптилин 11,00 3,70
Кломипрамин 2,74 5,06
Дезметилкломипрамин 14,50 3,50
Имипрамин 3,38 6,16
Десипрамин 19,20 3,86
Протриптилин 10,20 3,70
Тримипрамин 1,72 4,30
Доксепин 3,26 5,84

Примечание. Колонка 100x4,6 мм; сорбент дихросорб Si 60, размер частиц 
5 мкм; система А: гексан -  дихлорметан -  метанол (8:1:1), гексан содержал 
0,001 % об. метиламина; система Б: 0,05М NaBr в метаноле
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5.3. Антиконсульванты

ГЖХ-анализ антиконсульвантов обычно требует относительно 
большого количества образца и существенных затрат времени на его пред
варительную обработку. ВЭЖХ предоставляет потенциальные преимуще
ства для их определения, поскольку анализ можно проводить без предва
рительной модификации, а элюат собирать по фракциям для дальнейшего 
анализа присутствующих в них соединений.

Кабра и др. [72] сообщили об одновременном определении фенобар
битала, фенотоина, примидона, этосукцимида и карбамазепина всего в 25 
мкл сыворотки с помощью ВЭЖХ. Антиконсульванты элюировали с об
ращенно-фазовой колонки с привитыми октадецильными группами фос
фатным буфером, содержащим ацетонитрил, и детектировали по поглоще
нию при 195 нм. На проведение анализа требуется около 14 мин при опти
мальной температуре колонки 50 °С. Нижний предел обнаружения для 
всех этих веществ не превышает 10 нг, что позволяет легко определять эти 
вещества при их содержании в сыворотке 1 мкг/мл.

В ВЭЖХ-методе терапевтического мониторинга этосукцимида, тео- 
филлина и ацетоменофена в сыворотке крови человека использовали про
граммируемый автоматический инжектор и обращенно-фазовую колонку, 
содержащую сорбент с привитыми октадецильными группами. Подвижная 
фаза состояла из ион-парных буферных систем типа тетраэтиламин-уксусная 
кислота или N-этилморфолин-уксусная кислота в водном ацетонитриле при 
pH 4,8. Этот метод позволяет определить три упомянутых выше препарата от 
других 26 лекарственных средств, метаболитов и родственных соединений.

5.4. Бензодиазепины

В настоящее время наблюдается значительное возрастание потребности в 
увеличении числа и частоты анализов бензодиазепинов в крови и плазме. До 
недавнего времени ГЖХ с детектором электронного захвата считался одним из 
лучших аналитических методов обнаружения этих препаратов, однако недос
татком его применения в криминалистической токсикологии является отсутст
вие надежной идентификации соединений. Поэтому применение ВЭЖХ при 
определении лекарственных препаратов этого класса все возрастает.

Котлер и др. разработали ВЭЖХ-метод определения диазепама и его ос
новных метаболитов (оксазепама, темазепама, нордиазепама) в плазме, крови 
и моче. Метод включает экстракцию биологических жидкостей, забуференных 
до pH 9 смесью бензол -  дихлорметан (9:1). Суммарный выход диазепама и 
его основных метаболитов из плазмы и крови варьирует в пределах от 60 до 
89%, а из мочи -  в пределах от 79 до 93 %. Предел обнаружения в плазме и 
крови по поглощению при 254 нм составляет 50 нг/мл, а в моче -  200 нг/мл.



Обращенно-фазовую ВЭЖХ на сорбенте с привитыми октадецильны- 
ми группами в водном метаноле использовали для изучения изменения кон
центрации диазепама в плазме человека после перорального приема 10 мг 
препарата, а также для аналогичных измерений в крови кошек после внутри
венного введения диазепама или нордиаэепама в дозе 10 мг/кг. Данные опре
деления с помощью ВЭЖХ хорошо согласуются с данными ГЖХ-анализа.

Имеются данные [73], в которых описано разделение и количествен
ное определение бензодиазепинов, присутствующих в сыворотке, слюне и 
моче в терапевтических концентрациях, методом адсорбционной ВЭЖХ в 
обращенно-фазовом режиме с УФ-детектором, обладающим высокой эф
фективностью и селективностью. Полное разделение 9 бензодиазепинов на 
метилсиликагеле, в водном 50 % -ном метаноле в качестве подвижной фазы 
происходит за 12 мин. Пределы обнаружения варьируют от 200 до 340 пкг.

Способность бензодиазепинов поглощать в УФ-диапазоне, термола
бильность некоторых из них (например, оксазепама) или необходимость 
получения производных перед проведением ГЖХ-анализа с ДЭЗ (напри
мер, темазепам) — все это делает ВЭЖХ более пригодной для их анализа и 
позволяет реализовать ее преимущества в фармакокинетических исследо
ваниях. Для анализа бензодиазепинов обычно предпочи тают обращенно - 
фазовую хроматографию, поскольку она обеспечивает более высокое каче
ство разделения по сравнению с адсорбционной [74, 75].

В таблице 15 приводятся параметры хроматографического удержи
вания бензодиазепинов при использовании ГЖХ и ВЭЖХ.

Таблица 15
Величины хроматографического удерживания бензодиазепинов

~ ВЭЖХСоединение , _
(объем удерживания, мл)
Система А Система В

Хлордиазепоксид 12 < 5
Дезметилхлордиазепоксид 9,6 < 5
Демоксепам 6,7 < 5
Деазепам 16,1 < 5
Дезметилдиазепам 12,7 < 5
Флуразепам >25 11,0
Дезалкилфлуразепам 10,8 < 5
Оксазепам 9,8 < 5
Празепам >25 8,5
Флунитразепам 8,2 < 5

Примечание. Система А: метанол -  фосфатный буфер (58:42);
система В: метанол -  фосфатный буфер (73:37)
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Антагонист фолиевой кислоты -  метотрексат (МТК) (4-амино-4- 
дезокси-1Ч10-метил11тероилбутамат) с последующим введением цитрово- 
рум-фактора в качестве биохимического антидота широко используется 
при химиотерапии многих видов рака у человека.

Из-за риска токсикации, присущего данному способу лечения, над
лежащий уход за больным диктует необходимость контроля за концентра
цией МТК в сыворотке, что позволяет выявить лиц с высокими потенци
ально-токсическими концентрациями МТК и (или) его пониженным выве
дением из организма. Хотя для анализа МТК в плазме предложено множе
ство методов, включая ингибирование ферментов, связывание с белком, 
радиоиммунный анализ и флуориметрию, ни один из них не содержит ста
дий разделения продуктов, с помощью которых можно было бы выделить 
или количественно определить важный метаболит: 7-оксиметотрексаг 
(7-ОН-МТК).

Уотсон и др. разработали ВЭЖХ метод анализа на сильном ионооб- 
меннике, который позволяет проводить количественное определение МТК 
и (7-ОН-МТК) после приема МТК в высоких дозах.

Для анализа сыворотки больных, принимавших МТК как в обычных, 
так и в высоких дозах, применяли обращенио-фазовую ВЭЖХ. Колонка из 
нержавеющей стали (250x4,1 мм), заполненная RP-8 (размер частиц 10 или 
7 мкм) в системе 0,1М фосфатный буфер (рН=6,8) -  метанол (17:3) при 
скорости потока 1,5 мл/мин. Уф-детектор при 3 13 нм.

Для определения МТК в плазме человека в концентрациях до 0,0! 
мкг/мл применяли ВЭЖХ с флуоресцентным детектированием. МТК сте- 
хиометрически окисляли до 2,4-диаминоптеридин-6-карбоновой кислоты -  
флуоресцирующего продукта, который отделяли от других флуоресци
рующих компонентов плазмы на колонке с привитыми октадецильными 
группами. Использовали две системы растворителей: 0,1М Трис, pH кото
рого доводили до 6,7 фосфорной кислотой, и 20%-ный метанол в ОДМ 
Трис-фосфатном буфере (рН=6,7). При длине волны возбуждения флуоро- 
метрического детектора 275 нм зависимость сигнала детектора от концен
трации МТК была линейной в диапазоне от 0,01 до 19 мкг/мл.

Ни фолиевая кислота, ни цитроворум-фактор не мешали определе
нию. В качестве внутреннего стандарта можно использовать N4-[2,4- 
диокси-(6-птеридил)метил)аминобензоилглутаминовую кислоту, посколь
ку ее можно окислить и экстрагировать из плазмы подобно МТК. Продол
жительность анализа -  30 мин.

5.5. Противоопухолевые препараты
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С ростом нелегального употребления наркотиков скрининг в моче 
лекарственных веществ, принимаемых не по назначению, становится не
обходимым дополнением к программам по предотвращению их злоупот
ребления и лечению наркомании.

Доул и др. [76] в 1966 году предложили использовать ТСХ для обна
ружения в моче наркотиков, хинина, барбитуратов, амфетаминов и неко
торых транквилизаторов. Лекарственное вещество сначала адсорбировали 
на ионообменной бумаге и затем при контролируемом pH экстрагировали 
органическим растворителем. Аликвотную порцию экстракта концентри
ровали и анализировали с помощью ТСХ. Хотя результаты определения 
морфина, кодеина и хинина с помощью этого метода были удовлетвори
тельными, он не был пригоден для определения таких препаратов, как ме
тадон, фенобарбитал и амфетамины.

Позднее, в 70-х годах [77,78], методы анализа мочи на содержание 
этих компонентов были усовершенствованы. Методика включает предва
рительный спектро-фотометрический анализ для выявления образцов мо
чи, содержащих морфин и хинин, которые затем определяют ТСХ. В нее 
входит кислотный гидролиз составляющих лекарственного вещества с по
следующей экстракцией при низких pH для удаления веществ кислотного 
характера, таких как барбитураты, дифенилгидантоин, глутетимид и далее 
экстракция наркотиков, транквилизаторов и амфетаминов при рН=Т0-11. 
Обнаружение проводят путем опрыскивания реагентами. Для последую
щей положительной идентификации и подтверждения рекомендуют ГЖХ. 
Определение проводят в образце объемом 60 мл; методика разрабатыва
лась для проведения анализа 500 и более образцов в день.

Вначале и середине 70-х годов было предложено несколько методик 
выделения лекарственного вещества и анализа его. Каиста [79] опублико
вал также руководство по анализу мочи в рамках программ по предотвра
щению злоупотребления наркотиками и терапевтическому лечению с ис
пользованием нескольких препаратов.

В настоящее время хроматографические методы широко применяют
ся для анализа биологических жидкостей с целью обнаружения в них ле
карственных веществ.

В Приложении, в таблице 1, приведены данные по условиям разде
ления некоторых лекарственных веществ, в таблицах 2 и 3 — необходимые 
пояснения.

5.6. Поиск наркотиков в образцах мочи
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6. Применение хроматографии 
в биохимических исследованиях

Хроматография применяется не только в клинической медицине, 
криминалистике и биотехнологии, но и в исследованиях биохимических 
процессов, протекающих в живом организме. Так, хроматография явилась 
действенным инструментом в исследованиях, касающихся функций эрит
роцитов человека. Биохимики предположили, что эритроциты способны к 
выполнению эндокринной функции, продуцируя соединения, являющиеся 
продуктами деградации гемоглобина, и что они обеспечивают постоянный 
уровень секреции биоактивных пептидов. С биохимической точки зрения 
важным является знание образования пептидов в человеческой крови. Та
кие исследования были проведены с использованием жидкостной хромато
графии [80].

Использовали колонку, заполненную силикагелем с привитыми ок
тадецильными группами. В качестве подвижной фазы использовали смесь 
ацетонитрила и воды. Идентификацию пептидов проводили по удержива
нию стандартных образцов.

Объектом исследования служила периферическая венозная кровь, 
взятая у здорового донора. Используя оригинальную методику, авторы [80] 
получили экстракты пептидов из свежей крови, а также из крови, хранив
шейся в течение 3, 5 и 7 дней, чтобы имитировать условия энергодефици
та. Использовали режим градиентного элюирования, приведенный в таб
лице 16.

Таблица 16
Режим градиентного элюирования [80]

Время, мин 0,75% ТХУ в воде, об. % Ацетонитрил, об. %
- 100 0
5 90 10
10 50 50
15 0 100

Факторы удерживания, структура и биологические свойства пепти
дов, обнаруженных в экстрактах из свежей крови и из крови, хранившейся 
3, 5 и 7 дней, приведены в таблице 17. В первом столбце указаны сроки 
хранения крови, из которой были получены экстракты.
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Таблица 17
Факторы удерживания (к), структура и биологические свойства 

идентифицированных пептидов [80]

Время инку
бации, дни к Структура пептида Биологическая

активность
3 0,27

Thr-Ser-Leu- Туг-A rg
Фрагмент альфа- 
цепи гемоглоби
на человека

5 0,26
7 0,26
3 0,71

Val-His-Leu-Thr-Arg-Glu-Glu-Lys-Ser-
Ala-Val

Фактор гормона 
роста человека5 0,71

7 0,72
3 1,21 Val-His-Leu-Thr-Pro-Gly-Glu-Lys-Ser- 

Ala- Val7 1,21
Свежая кровь 6,62

Ala-Leu-Trp-Gly-Lys-Val-Asn-Val Фрагмент бета- 
цегш
гемоглобина
человека

3 6,62
h 6,63
3 1,68 Val- Val-A la-Gly- Val-A la-Asn-Ala- 

Leu-His-Arg-Arg-Tyr-His7 1,69
Свежая кровь 1,06

Val-Val-Leu-Ser-Pro-Ala-Asp-Lys-Thr-
Asn-Val

Г емопоэтическая 
активность

3 1,05
5 1,05
7 1,05

На рисунках 23 и 24 приведены хроматограммы экстрактов пептидов 
из крови, хранившейся различные сроки.
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Время, мин

Рис. 23. Хроматограмма экстракта пептидов из крови, хранившейся 
3 дня [80]

Val-His-Leu-Thr-Arg-Glu-Glu-Lys-Ser-Ala-Val

 , , . 1 ' 1 '-------
0 5 10 15 20

Время, мин

Рис. 24. Хроматограмма экстракта пептидов из крови, хранившейся 
7 дней [80]
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7. Взаимосвязь «биологическая активность -  
физико-химическое свойство»

Направленный синтез веществ, обладающих конкретным видом био
логической активности -  процесс трудоемкий и длительный, включающий 
различные этапы: от апробации вещества на различных стадиях синтеза до 
клинических испытаний. Поэтому важно a priori иметь представление о 
комплексе биологических свойств, которыми обладает или будет обладать 
синтезируемое соединение. Кроме того, выявление корреляционных зави
симостей между молекулярными параметрами, физико-химическими ха
рактеристиками веществ и величинами их хроматографического удержи
вания -  из наиболее перспективных подходов, позволяющих устанавливать 
связь между строением и свойствами веществ. Хроматографические ис
следования позволяют устанавливать связь между параметрами, характе
ризующими биологическую активность вещества, и величинами хромато
графического удерживания [81-84].

Рассмотрим основные подходы, касающиеся нахождения связи 
«структура -  свойство» на примере биологически активных веществ.

7.1. Выбор оптимальных физических и химических характеристик 
для определения вида биологической активности

Целостный организм, система М, состоит из N  подсистем, связанных 
между собой. Поведение системы М  под действием некоторого химическо
го фактора X  может быть охарактеризовано совокупным набором качест
венных и количественных параметров, определяющих свойства R биоло
гической системы в целом: (Л = R .

В свою очередь, каждую из подсистем N  можно охарактеризовать 
совокупностью параметров подсистем: (г ...г.) = г .

Нели в результате действия вещества X, при некоторой его концентра
ции А С за время At инструментально регистрируется изменение одного или

нескольких параметров R (или г), то вещество считается биологически ак
тивным (изменение R )  или обладающим потенциальной биологической ак
тивностью,, если изменяется г изолированных подсистем [85].

Современная концепция прогноза биологической активности свойств 
базируется на постулате: активность = /'(структуры). Можно записать, что

АБО = f (A E  + АЕ +... + АЕ ), (73)
I i n

где А БО -  изменение в биологическом ответе (набор возмущений) орга
низма на действие, Е  - Е  -  физико-математические параметры соедине

ния, вызывающего А Б О .
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Таким образом, при внесении изменений в структуру родоначально
го соединения изменение в биологическом ответе АБО, вызываемое 
структурными изменениями, может быть отнесено за счет изменений неко
торых физико-химических параметров Е ,Е 2 ...Е  . Проблема состоит в

том, чтобы найти соответствующие численные значения Е , . . . /?  ̂ из

данных, полученных на модельных системах.
Следует иметь в виду, что тип и величина АБО  определяется всем 

комплексом свойств химического соединения и его концентрацией. Во 
многом проявление БО  в каком бы то ни было виде связано также со спо
собностью химического соединения пройти путь от внешней среды до ак
тивного воспринимающего центра, связаться с ним и вызвать его реакцию. 
Весь этот путь химическое соединение проходит в соответствии с зако
номерностями, определяющими его физико-химические свойства. Этот 
процесс можно представить схематично:

Соединение во Место действия в _ _ >  >...----- »...----------> ьо.
внеклеточной фазе ст.1 клеточной фазе c r .I I  ст .Ш  c t.N

Подходы к выявлению взаимосвязи «структура -  свойство» отлича
ются, в основном, по методу выявления закономерностей и способу пред
ставления структуры. В зависимости от метода установления связи все 
подходы можно условно отнести к одной из трех категорий.

I. Подходы, основанные на статистических и статистико
эвристических методах:

а) метод Хенча, метод Фри-Уилсона (регрессивные методы);
б) методы теории распознавания образов, логико-структурный подход;
в) методы математической логики.

II. Подходы, основанные на умозрительных заключениях, без при
менения вычислительной техники.

III. Подходы, реализующие теоретические представления -  метод 
минимальных стерических топологических различий; метод моделирова
ния межмолекулярных взаимодействий; использование данных, получае
мых при квантово-химических расчетах.

качественные признаки количественные признаки

мет оды распознавания 
образов

регрессивные методы

обработка
данных
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7.2. Выбор характеристик для определения 
вида биологического ответа и его эффективности

Одним из первых сообщений на эту тему стала книга отечественного 
фармаколога Н.В. Лазарева «Неэлектролиты. Опыт биолого-физико- 
химической систематики» (1944 г.). В данной работе Лазаревым фактиче
ски сформулированы все основные положения современных концепций о 
роли физических и химических свойств химического соединения в их био
логической активности (БА).

По Лазареву, основным критерием БА является коэффициент рас
пределения вещества между водой и неводным растворителем, так назы
ваемый коэффициент Овертон-Мейера К  :

к ом = 7 ^— ’ <74>
II О 

2

где С -  концентрация вещества в оливковом масле, С -  концентрация
?

вещества в воде.
Лазарев пришел к следующим выводам:
1) сила специфического действия на биологические объекты уве

личивается с увеличением растворимости в неводной фазе;
2) для создания системы, связывающей БА и физико-химические 

свойства вещества, нужно учитывать сочетание физико-химических 
свойств, в первую очередь тех, которые связаны с молекулярными и меж- 
молекулярными характеристиками.

Почти одновременно с работами Лазарева появились публикации, в 
которых степень ионизации химического соединения связывалась с его 
БА. Заметной работой, развивающей основные идеи Лазарева, явилась 
книга А.А. Голубева (1973 г.), в которой токсические свойства 218 органи
ческих соединений корреляционно связывались с 38 физическими и хими
ческими показателями, например с энтропией S.

Наибольшее число корреляционных отношений установлено между 
физическими показателями и теми видами активности, которые по природе 
своей интегративны, то есть конечный эффект может быть достигнут пу
тем влияния на самые различные подсистемы г организма, клетки или эта
пы многоступенчатого биологического процесса.
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7.3. Метод Хенча

В этом методе в качестве независимых переменных используются 
некоторые физико-химические свойства соединений. Исходя из предпо
ложения, что эффективность любого ЬА вещества определяется его исход
ной концентрацией, скоростью его проникновения к мест у взаимодействия 
и способностью взаимодействовать с активным центром, Хенч вывел клас
сическое уравнение [86]:

lg l /c  = а0 + а {к + а 2% 2 + а3 т + a4E sl , ( 7 5 )

где с -  исходная концентрация вещества, а, — коэффициент в уравнении 
регрессии, ж -  сравнительная константа заместителя, г -  электронная кон
станта заместителя, Es, -  стерический параметр Тафта.

Для ряда соединений вида Ri: Rj ...R„ из теории реакционной способ
ности Гаммета-Тафта следует, что AG  пропорциональна электронному 
эффекту т и стерическому эффекту Е„.

По этой теории взаимодействие вещества D с активным центром S  
идет в 2 стадии:

к]1) D + S  <-> DS -  обратимое образование комплекса DS, к\ -  
константа равновесия;

к 2
2) D S <г> Q -  необратимое превращение комплекса DS в продукт 

Q; к2 -  константа равновесия.
Скорость образования продуктов:

(76)

а для константы равновесия реакции образования комплекса:

A G  

R Tк - I M - ,
' ~ № Г  -

где A G -  энергия Гиббса образования комплекса.
Выразив из (77) [DS] и подставив в (76), получим:

(77)

м .  •dt к 2 [ я ] № ' RT' . (78)

На практике, в качестве электронных параметров применяют потен
циалы ионизации, сродство к электрону, дипольный момент, различные 
квантово-химические индексы. Для расчета стсрических влияний исполь
зуют молекулярные объемы, ван-дер-ваальсовы радиусы.
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Так, Хенч рассмотрел активность N
имидазолкарбоксамида, Ц IL. 2

Н N = N - N < { * 1

где R 1, R2-  алкильные группы.
Для 10 молекул было получено уравнение: 
log(l/c) = —0,2801og27t + 0,539logTt -0 ,1 6 8 £ s, +3,430.

Коэффициент корреляции г = 0,969, стандартное отклонение S =  0,104.
В общем случае при выявлении корреляций на основе физико-хими

ческих свойств можно их выражать различными способами в зависимости 
от принятой модели и имеющихся данных. Можно использовать как экс
периментальные, так и расчетные характеристики. Из факторов, отражаю
щих гидрофобные и распределительные свойства, можно отметить:

логарифм коэффициента распределения и связанные с ним величины: 
параметр липофильности, фактор удерживания;

величины, связанные с размером и упаковкой молекул, молекулярной 
массой -  все они могут быть успешно определены с помощью хромато
графических методов.

Электронные факторы выражаются через данные квантово- 
химических расчетов и с помощью оценки различных видов межмолеку- 
лярных взаимодействий. Последние можно изучать с помощью хромато
графических методов.

Согласно методу, предполагается, что о механизме действия БА ве
щества ничего не известно. Общая БА определяется как функция суммы 
долей индивидуальной активности каждой из составляющих. МАД осно
вана на предположении о независимости и аддитивности вкладов замести
телей для ряда соединений Y,, У2, ■■■ Y„, структура которых описывается 
основным фрагментом и переменными заместителями х ь х2, ... хп. Вклад 
основы молекулы при этом постулируется постоянным. Зависимость БА от 
структуры выражается линейным уравнением регрессии [87]:

где н0 = — вклад основы молекулы, или базовая активность ряда,

представляющая собой среднюю активность структуры рассматриваемого 
ряда соединений; «, -  вклады заместителей в суммарную активность; х} -

7.4. Метод Фри-Уилсона

(79)

1
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независимые переменные, которые в отутствии или присутствии г'-го за
местителя принимают значения = 0 или 1.

Так, в ряду ацетиленовых карбаматов, согласно методу Фри-Уилсо
на, наблюдается статистически значимая корреляция (г = 0,800).

Простая модель Фри-Уилсона не потеряла своей привлекательности 
до настоящего времени, более того, применение современных математиче
ских методов и способов обработки информации делает ее мощным инст
рументом в анализе связи структура -  активность QSAR (Quantitative 
Structure -  Activity Relationship). В начале QSAR был попыткой найти кор
реляцию между структурой и свойством на основе каких-либо локальных 
характеристик веществ. Сейчас -  QSAR -  некое компьютерное правило, 
описывающее через дескрипторы любое свойство молекулы.

Дескриптор число или набор чисел, которые характеризуют струк
туру соединения, то есть это число, которое можно рассчитать исходя их 
структурной формулы (молекулярная масса, число каких-либо атомов, свя
зей, групп, заряды на атомах).

QSAR -  это уравнение, отражающее функциональную зависимость 
одного набора цифр (свойств) от другого набора цифр (переменных или 
дескрипторов).

Среди дескрипторов большую роль играют топологические индексы 
— некоторые числовые характеристики структуры, получаемые чисто рас
четным путем. Очень популярным является индекс связности (дескриптор 
связности) Рандича X  [88], который рассчитывается непосредственно из 
матрицы связей. Чтобы его рассчитать, необходимо нарисовать молеку
лярный граф -  структурную формулу химического соединения без атомов 
водорода. Атомы углерода обозначают точками -  «вершины» графа, а свя
зи, выходящие из вершин, -  «ребра» графа.

Затем ребра графа нумеруют в произвольном порядке и для каждой 
вершины рассчитывают число выходящих из нее ребер.

Индекс Рандича вычисляют по формуле:

г де суммирование проводят по всем связям молекулы, учитывая тип связи, 
прибавляя единицу на каждую д-связь; индексы г, j  -  относятся к номерам 
атомов.

7.5. Индекс связност и Рандича

(80)
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X  часто коррелирует с Гкип, Т„„, индексами удерживания и факторами 
удерживания.

Пример расчета индекса Рандича для имидазола I! ~Ц :
\ N/

Н

2 Г------п 3

Граф молекулы имидазола ; I
1 4

5

В таблице 18 приведены необходимые параметры для расчета индек
са связности имидазола.

Таблица 18
Параметры, необходимые для расчета индекса связности имидазола

по уравнению (80)

№
вер
ши
ны

Кол-во 
связей, 
выходя
щих из 

вершины

Кол-во 
связей 

с учетом 
типа хим. 

связи

Вершины,
между

которыми
связь

(у ;v i  ) X

1 2 2 1 Г  3 1 -2 3-3  = 9 1! u> х + к + х +

+X / 6 +X j r

2 2 2 ) 1 =  3 2 - 3 3 - 3 = 9 to
l

И

3 2 2 + 1 -  3 3 - 4 3- 3 = 9 х/9 = 3
4 2 2 + 1 = 3 4 - 5 3 - 3 = 9 х/б
5 2 2 4 0 = 2 5 -  1 3- 2 = 6 V 6

С помощью QSAR—уравнений можно проводить структурное конст
руирование неизвестных соединений с заданными биологически активны
ми свойствами, а также прогнозировать наличие того или иного вида БА.
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Таблица 2

Растворители и модифицирующие добавки

Обозна
чение в 
табл. 1

Наименование
Обозна
чение в 
табл. 1

Наименование

1 2 3 4
АА Ацетат аммония МПС 3 -Морфолинопропансульфонат
АБ Ацетатный буфер MX Метиленхлорид
АГ Гидроксид аммония мц Метил целлозольв
АГК Гидрокарбонат аммония мэк Метилэтилкетон
АГФ
АДФ

Гидрофосфат аммония НА Нониламин
Дигидрофосфат аммония НБ Борат натрия

АК Карбонат аммония НГ Г идроксид натрия
AM Аммиак, 25%-ный раствор h i с: Г ептансульфонаг натрия
АН Ацетонитрил НГФ Г идрофосфат натрия
АПХ Перхлорат аммония НДС Додецилсульфонат натрия
АТ Ацетон НДФ Дигидрофосфат натрия
АФ Формиат аммония НКС Камфорсульфонат натрия
АФТ Фосфат аммония НОС Октансульфонат натрия
АХ Хлорид аммония НПС Пентансульфонат натрия
АЦ Цитрат аммония НС Сульфат натрия
ББ Боратный буфер НТА Нитрат аммония
БЗ Бензол НФ Фосфат натрия
БУ Бутанол нх Хлорид натрия
БУА Бутиламин ОА Октиламин
БХ Бутилхлорид ОК Октан
В Вода ОСК Октансульфокислота
ГА Гексиламин ПА Пропиламин

ГДТАБ Бромид гексадецилтри- 
метиламмония ПР Пиридин

ГК Г ексан ПС Пропиловый спирт
ГГ1 Г ептан ПСК Пентансульфокислота
гск Г ептансульфокислота ск Соляная кислота
ген Гекансульфонат натрия т Типол (детергент)
ДА Дициламин ТБАБ Бромид тетрабутиламмония

ДМФА Диметилформамид ТБ АТС Г'идросульфат тетрабутил
аммония

до Диоксан ТБАФ Фос ф ат тетрабути ламмон и я



Окончание табл. 2
1 2 3 4

ДХЭ Дихлорэтан ТГФ Тетрагидрофуран

дэ Диэтиловый эфир ТМАГ Гидроокись тетраметил- 
аммония

ДЭА Диэтиламин ТМД Т етраметилэтилен диамин
ДЭАА Ацетат диэтиламмония ТМДА Т етраметилендиамин

и о Изооктан ТМОА 1 идроокись триметилоктил- 
аммония

и п с Пропанол-2 ТРИС
7рис-(оксиметилаимноме-
тан)

и э Диизопропиловый эфир ТФУК Трифторуксусная кислота
КБ Бромид калия ТЭА Триэтиламин
КГФ Г идрофосфат калия ТЭАА Ацетат триэтиламмония
КДФ Дигидрофосфат калия ТЭАФ Фосфат триэтиламмония

кск Камфорсульфононая
кислота УК Уксусная кислота

КФ Фосфат калия ФБ Фосфатный буфер

КФБ
Калиевый фосфатный 
буфер ФК Фосфорная кислота

КХ Хлорид калия ЗА Этилацетат

JIK Лимонная кислота ЭДТА Этилендиаминтетраацетат
натрия

лек Лаурилсульфоновая
кислота

ЭТ Этанол

ME Метанол ЭТА Этаноламин
ХЛ Хлороформ
хк Хлорная кислота
ЦБ Цитратный буфер

ГцГ" Циклогексан

ЧУ
Четыреххлористый
углерод

щк Щавелевая кислота
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Таблица 3
Литературные источники, цитированные в таблице 1 Приложения

Наименование
сокращенное 
в табл. 1

полное

ДА Alltech Associates -  Applied Science Chromatography Catalog. N 70
ANCH Analytical Chemistry
СВМ Хроматография в биологии и медицине: Тезисы докладов 

1 Всесоюзной конференции. М., 1983
CIIRA С hromatographia
DS85 V Danube Symposium on Chromatography. Abstracts. М., 

Nauka, 1985
JA Journal of Antibiotics
JCHR Journal o f Chromatography
JCSC Journal o f Chromatographic Science
IPS с Journal o f Pharmaceutical Sciences
LC-84 III Всесоюзный симпозиум по молекулярной жидкостной 

хроматографии: Тезисы докладов. Рига: Зинантне, 1984
S11-84 Advances in Liquid Chromatography. Abstracts o f Presentations 

of the 4lh Annual American-Eastern European Symposium on 
Liquid Chromatography. Szeged (Hungary), 1984

SU24 Supclco Chromatography Supplies. International Catalog 24, 1986
Примечание-.

Пример сокращения: 0,1 % НДС/0.01М ФБ/рН 3.0 + ME = 7 + 3 означает, что в 
объемном отношении (%) 3 : 7 смешан метанол и 0,01 М фосфатный буфер, 
содержащий 0.1 % додецилсульфата натрия и имеющий pH 3,0.

Градиентное элюирование изображается согласно следующей схеме:
ГР а-b % Б за t мин; А = [состав]; Б = [состав]; 

это означает, чго состав подвижной фазы изменяется за t мин от а % компонента Б 
до b % данного компонента (состав компонентов А и Б изображается после знака 
равенства в соответствии с вышеприведенными правилами для подвижных фаз в 
изократическом режиме).

Детектор. Обозначение детектора состоит из букв и цифр, уточняющих 
условия работы: Р -  рефрактометр; Э -  электрохимический; УФ -  детекторы по 
поглощению ультрафиолетового либо видимого света (например, УФ-254 -  при 
длине волны 254 нм); Ф-250/320 -  флуориметрический детектор, в данном 
случае с длиной волны возбуждения 250 и эмиссии 320 нм; МС -  масс- 
снекгрометрический.

Литературные источники. В табл. 1 принят сокращенный способ 
цитирования. Для журнальных статей, отделенных запятыми, указаны 
следующие сведения: сокращенное название журнала, год, том, номер выпуска, 
сфаница. /(ля книг приведены сокращенное наименование, номер страницы. 
Расшифровка сокращенных наименований дана в табл. 3.
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