
For the best experience, open this PDF portfolio in
 
Acrobat X or Adobe Reader X, or later.
 

Get Adobe Reader Now! 

http://www.adobe.com/go/reader




ПРОЦЕС РОЗДІЛЕННЯ, УТВОРЕННЯ ПІКІВ, ОТРИМАННЯ ХРОМАТОГРАМ 


Для пояснення теорії та процесів хроматографічних розділень слід використовувати 
термінологію і позначення, що рекомендовані ІЮПАК. Список термінів і визначень ІЮПАК 
становить 54 сторінки. Найбільш вживані сучасні терміни, їх позначення та англомовні 
еквіваленти приведені нижче в Табл. 1. 


Таблиця 1. Номенклатура та термінологія в хроматографії. 


Символ Англійська назва Українська назва Нова назва 
𝜶 Separation factor Коефіцієнт селективності Фактор розділення 
𝑯  Висота, що еквівалента 


теоретичній тарілці 
Висота тарілки 


𝒌′ Capacity factor Коефіцієнт ємкості Фактор утримування 
𝑵 Plate number Число теоретичних 


тарілок 
Ефективність, що 
виражається числом 
тарілок 


𝑵𝒆𝒇𝒇  Ефективне число 
теоретичних тарілок 


Ефективне число 
теоретичних тарілок 


𝒕𝑴 Void time Час виходу компонента, 
який не утримується 
(мертвий час) 


Час виходу 
компонента, який не 
утримується 
(мертвий час) 


𝒕𝑹 Retention time Час утримування Час утримування 
𝒕𝑹′  Adjusted retention time Виправлений час 


утримування 
Виправлений час 
утримування 


𝒘𝒃  Ширина піка при його 
основі 


Ширина піка при 
його основі 


𝑻 Tailing factor  Фактор симетрії 
(фактор розмивання) 


𝑹𝑺 Resolution  Критерій розділення 
𝒖� Linear velocity  Лінійна швидкість 


рухомої фази 
𝝂 Reduced velocity  Приведена 


швидкість 
 Retention parameters  Параметри 


утримування 
 Column efficiency 


parameters 
 Параметри 


ефективності 
колонки  


 Peak symmetry 
parameters 


 Параметри симетрії 
піка  


 Conditions for 
separation 


 Умови розділення  


FWHM Full width at half 
maximum  


 Ширина піка на 
половині висоти 


 
Зрозуміти процес утримування у ВЕРХ нескладно. У випадку хроматографування однієї 
речовини час її утримування у колонці визначається співвідношенням часу, який речовина 
проводить в рухомій фазі, і часу, впродовж якого вона зв'язана з поверхнею нерухомої фази. 
 
Існує два граничних випадки: 
 







1. Аналіт зовсім не взаємодіє з поверхнею, тобто не утримується. Внутрішній об'єм колонки 
(об'єм в каналах між часточками матеріалу набивки і об'єм пор цих часточок) визначає час 
утримування цієї речовини. 
2. Аналіт сильно взаємодіє з поверхнею матеріалу набивки. Вона може бути необоротньо 
адсорбована і зовсім не залишити колонку або буде так сильно зв’язана з поверхнею, що вийде 
тільки через дуже довгий час. У цьому випадку пік настільки широкий, що елюювання займає 
20 - 30 хвилин і більше. Найчастіше такі сильно утримувані компоненти дають піки, що не 
можна відрізнити від нульової лінії. 
Проміжок часу, який речовина проводить в тій чи іншій фазі, визначається константою 
рівноваги. Вона залежить від:  
 речовини; 
 складу рухомої фази; 
 хімічних та фізичних властивостей поверхні. 


У більшості випадків розділень передбачається, що рівновага речовини між рухомою фазою і 
поверхнею нерухомої фази досягається швидко і є оборотною. 
 
Для характеристики процесів розділення аналітів будемо використовувати параметри, що 
наведені в Табл. 2. 


Таблиця 2.  Параметри ВЕРХ. 


1. Параметри утримування 


2. Параметри ефективності колонки 


3. Параметри симетрії піка 


4. Умови розділення 


 
Параметри утримування 


 
Коли зони досліджуваних речовин виходять з колонки, вони надходять у детектор і 
реєструються як піки. Вся крива, яку реєструє детектор від моменту введення проби в колонку 
до повного елюювання її останнього компонента називається хроматограмою. 
Піки на хроматограмах характеризуються параметрами утримування. До них належать: 
𝒕𝟎, [хв] – нульовий час – час, за який повністю проходить сполука, яка не утримується у 
хроматографічній колонці від вузла введення проби до кювети детектора (Рис. 1). 
𝒕𝑹, [хв] –  час утримування – час між введенням проби і максимальним відгуком детектора для 
відповідної сполуки (Рис. 1).  
𝑽𝑹,  – утримуваний об’єм – добуток часу утримування речовини на швидкість потоку рухомої 
фази;  
𝑽𝟎, [мл] – добуток часу утримування повністю неутримуваної речовини на швидкість потоку 
РФ; об’єм, що необхідний для заповнення пор сорбента і простору між його часточками в 
колонці. 
𝒌′, [безрозмірна] – фактор ємності (1, 2). 
Розглянемо більш детально параметри утримування та їх характеристики. 
 
Час утримування 
 
Час утримування визначається: 


1. Структурою (будовою) молекул речовин; 
2. Складом розчинника, в якому розчинена проба; 
3. Об’ємом проби; 
4. Фізичними характеристиками та хімізмом поверхні матеріалу набивки; 
5. Розмірами колонки (довжиною і внутрішнім діаметром); 







6. Складом рухомої фази; 
7. Температурою в системі; 
8. Швидкістю потоку рухомої фази; 
9. Позаколонковим об’ємом в системі (у більшості випадків – об’єм інжектора, сполучних 


трубопроводів та детектора). 
 
 


 
 
Рис. 1. Визначення нульового часу, часу утримування та виправленого часу утримування.  


 
Фактор ємності 
 
Фактор ємності є найбільш універсальною характеристикою утримування речовини в 
хроматографічній системі. Його значення не залежить від розміру хроматографічної колонки і 
швидкості подачі РФ. Фактор ємності розраховується за формулами (1) та (2): 
 


𝑘 ′ =  
𝑡𝑅 − 𝑡0
𝑡0


 (1) 
 


 


𝑘 ′ =  
𝑉𝑅 − 𝑉0
𝑉0


 (2) 
 


 
Фізичний зміст 𝑘 ′ полягає у тому, що це відношення концентрації даної речовини (сорбата) в 
нерухомій фазі до його концентрації в елюенті при встановленій сорбційній рівновазі.  
 
Висота піка 


 
Висота піка ℎ𝑝 – це відстань від вершини піка до нульової лінії. Нульова лінія визначається як 
звичайний відгук детектора у присутності рухомої фази, але за відсутності проби. Нульова лінія 
може бути горизонтальною, як при ізократичному елююванні (Рис. 2А), або похилою, як у 
деяких градієнтних режимах (Рис. 2Б).  
Часто висота піка лінійно залежить від вмісту компонента, тому її величину можна використати 
для кількісного аналізу речовин. Використовуються також параметри, які відображають форму 
піка в кількох точках. Так, визначаються 0,1𝒉𝒑 (10% ℎ𝑝)  –  одна десята висоти піка, виміряна 
від нульової лінії (Рис. 2А). Точка на половині відстані від нульової лінії до вершини піка дає 
напіввисоту піка – 0,5𝒉𝒑 (50% ℎ𝑝). У випадку похилої нульової лінії висота піка визначається, 
як показано на Рис. 2Б.  
 







 
 


Рис. 2. Розрахунок висоти піка 𝐡𝐩. (А) показує в загальному вигляді форму нульової лінії в 
ізократичному режимі, (Б) – в градієнтному.  В останньому випадку 0,1𝐡𝐩 отримують 
шляхом оцінки, оскільки нахил нульової лінії надто великий для безпосереднього 
вимірювання.  


 
Параметри ефективності колонки 


 
Показником ефективності розділення є ефективність, виражену числом тарілок 𝑁 колонки. 
Зверніть увагу! При одному й тому ж часі утримування: чим менша ширина піку (тобто, чим 
вужчий пік), тим більша ефективність, виражена числом тарілок колонки. Тобто чим більше 𝑁, 
тим ефективніша колонка. 
З точки зору контролю нормальної роботи хроматографічної системи, значення 𝑁 досить 
важливе, оскільки воно залежить майже від усіх параметрів системи:  
 складу рухомої фази (склад впливає на 𝑡𝑅);  
 типу колонки (тип впливає на 𝑡𝑅);  
 довжини і внутрішнього діаметру колонки (розміри колонки впливають на 𝑡𝑅);  
 температури (чим вища температура 𝜏, тим менший час утримування 𝑡𝑅 і ширина піка 


𝑤); 
 об’єму проби;  
 всіх позаколонкових об’ємів хроматографічної системи (трубопроводи, комірка 


детектора і т.д.). 
Ефективність, виражену числом тарілок 𝑁 найчастіше розраховують трьома методами (Табл. 
3). 
  







Таблиця 3. Методи розрахунку ефективності, вираженої числом тарілок 𝐍. 


4𝝈1-метод  5𝝈-метод FWHM-метод  


   
 


𝑵 = 𝟏𝟔 ×  (𝒕𝑹 𝒘⁄ )𝟐 
 


𝑁 = 25 × (𝑡𝑅 𝑤⁄ )2 
 


𝑁 = 5,545 × (𝑡𝑅 𝑤⁄ 1/2)2 
 
де w – ширина піка при основі; 𝑤1 2⁄  – ширина піка на половині висоти. 
Приклад № 1. 
Нехай 𝑡𝑅 = 6,50, 𝑤 = 0,42, тоді  𝑁 = 5,545 × �𝑡𝑅 𝑤1 2⁄⁄ �


2 
= 5,545 × (6,50 0,24⁄ )2 = 4084.   


Або іншим способом: 𝑁 = 16 × (𝑡𝑅 𝑤⁄ )2 = 16 × (6,50 0,42⁄ )2 = 3832. 
Як видно з прикладу № 1, результати відрізняються. Так трапляється, коли пік має «хвіст». В 
таких випадках при розрахунках з використанням w1 2⁄  отримуємо більші значення N, ніж при 
розрахунках з використанням 𝑤. Відповідно значення N, розраховане з використанням ширини 
піку на нульовій лінії більш чутливе до змін, ніж при ширині піку на половині висоти. 
Висота тарілки, ВЕТТ або Н. Н – це довжина ділянки колонки, на якому є одна теоретична 
тарілка. За допомогою цього параметра можна швидко порівняти ефективність колонок різних 
розмірів, але з рівними діаметрами зерен сорбенту (наприклад, 25 см х 4,6 мм і 30 см х 3,9 мм із 
сорбентом С18, зернистістю 5 мкм).  
Н розраховується наступним чином: 
 


𝐻 =  𝐿 𝑁⁄  (3) 
 
де 𝐿, см – довжина колонки. 
Приклад № 2. 
𝐿 = 10 см, 𝑁 = 4064, тоді 𝐻 = 10 4064 = 2,46 × 10−3⁄  см/тарілку. 
N розраховується з припущення, що форма піка на хроматограмі описується кривою Гауса. 
Таким чином, ширина піків пов’язана з Н; піки стають більш вузькими при менших значеннях  
Н. ВЕТТ , або як всучасній літературі позначають Н може бути виражена в сантиметрах, 
міліметрах і т.д.  


𝑁𝑒𝑓𝑓 = 16 × �
𝑡𝑅′


𝑤𝑏
�
2


 
(4) 


 


 
де 𝑡𝑅′  – виправлений час утримування; 𝑡𝑅′ = 𝑡𝑅 − 𝑡0. 


                                                 
1 𝝈 – дисперсія піка в колонці. 
 







Виходячи з дійсної кількості теоретичних тарілок (4), розраховують дійсну (ефективну) ВЕТТ 
або 𝐻𝑒𝑓𝑓 :  
 


𝐻𝑒𝑓𝑓 =  𝐿 𝑁𝑒𝑓𝑓⁄  (5) 
 


 


Як правило, ВЕТТ розраховують для компонента, який елююється з колонки останнім. У 
високоефективній рідинній хроматографії для правильно підготованої колонки при розмірі 
частинок 5 мкм ВЕТТ повинна складати 2 – 3 діаметра частинок. Зазвичай, ВЕТТ приймає 
значення від 0,01 до 0,03 мм. 
 


Рівняння Фолея – Дорсея 
 


Представлені вище рівняння дійсні для гаусових піків. В цих рівняннях використовують 
максимуми піків. Для асиметричних піків, тобто для таких в яких розмитий задній фон 
ефективність краще розраховувати за допомогою рівняння Фолея – Дорсея. 
За Фолеєм та Дорсеєм кількість теоретичних тарілок розраховується за рівнянням: 
 


Nsys =
41,7 × �tR w0,1⁄ �


2


A B⁄ + 1,25
 


(6) 


 
A – ліва, B – права складові ширини піка на висоті 10% від повної висоти: 𝐴 + 𝐵 = 𝑤0,1. 
Відношення А/В – це емпіричний фактор асиметрії (якщо пік симетричний, то А = В = 1 2⁄  
ширини піка на висоті 10%). Це рівняння пов’язує час утримування та число теоретичних 
тарілок, що відповідають пікам, які уширяються по мірі руху по колонці. Для симетричного 


піка (А В⁄ = 1) 𝑁𝑠𝑦𝑠 = 18,53�𝑡𝑅 𝑤0,1⁄ �
2
, що близько до теоретичного числа 


𝑁0,1 = 18,42�𝑡𝑅 𝑤0,1⁄ �
2
. Таким чином, дане рівняння можна використовувати як для 


симетричних, так і для несиметричних піків. 
 
Приведена висота, що еквівалентна теоретичній тарілці, ПВЕТТ або 𝒉 
 
Приведена висота, еквівалентна теоретичній тарілці, використовується в хроматографії для 
порівняння ефективності (тобто якості упаковки) колонок з різними діаметрами зерен сорбенту 
(наприклад, 3 мкм і 5 мкм).  
ℎ розраховують за формулою: 
 


ℎ =  𝐻 𝑑𝑝⁄  (7) 
 


де 𝐻 – висота, еквівалентна теоретичній тарілці; 𝑑𝑝 – діаметр зерен сорбенту. 
Приклад № 3. 
ℎ = (2,46 × 10−3 см тарілка⁄ ) 5 мкм =⁄ (24,6 мкм тарілка⁄ ) 5 мкм = 4,92.⁄   
 


Параметри симетричності піка 
 
 







 
 
Рис. 3. Визначення параметрів симетричності піка. 
 


𝑇 =  
𝑤0.05


2𝑓
 (8) 


 
 
де 𝑇 – коефіцієнт розмивання (у відповідності до фармакопеї США), 𝑤0.05 – ширина піка на 5% 
його висоти, 𝑓 – відстань від перпендикуляра, опущеного з вершини піка до нульової лінії, до 
початкової точки кривої піка (Рис. 3). 
Коефіцієнт розмивання показує відношення загальної ширини піка до подвоєної ширини 
фронту. 
𝑇 = 1:  пік повністю симетричний;  
𝑇 > 1:  хвіст (пологий задній фронт піка);  
𝑇 < 1:  пологий передній фронт піка. 
Зверніть увагу на те, що піки можуть ставати асиметричними через погану якість упаковки 
колонки або з’єднань капілярами. Можливо, капіляр зрізаний не під прямим кутом або різьбові 
з'єднання незатягнуті. Тоді виникає холостий об’єм, який погано промивається рухомий фазою. 
Відповідно, відбувається позаколонкове розмивання піків. В особливо невдалих випадках піки 
можуть розщеплюватися. Нарешті, нещільні з'єднання можуть просто протікати.  


Ступінь розділення. Критерій розділення 


Фактор розділення 𝛼 використовується для характеристики розділення двох сусідніх піків. 𝛼 – 
термодинамічна величина, яка характеризує відносне утримування компонентів, що 
розділяються. В ідеалі піки не повинні перекриватися, тобто повинні бути розділені при 
нульовій лінії. Фактор розділення розраховується наступним чином: 
 


𝛼 =  
𝑘′2
𝑘′1


=
𝑡𝑅2′


𝑡𝑅1′
 


(9) 
 


 
де 𝑡𝑅2′  і  𝑡𝑅1′   – відповідно виправлені часи утримування другого та першого піків, а 𝑘′2 і 𝑘′1 – 
відповідні фактори утримування (Рис. 4). При цьому завжди 𝛼 > 1. 
Якщо 𝛼 = 1, то речовини не розділяються.  







 
Рис. 4. Визначення ступеня розділення 𝜶 та критерію розділення 𝑹𝒔. 
 
 


Критерій розділення – відстань між будь-якими двома піками. Його обчислюють за формулою 
(10):  


𝑅𝑆 = 2 
𝑡𝑅2 −  𝑡𝑅1
𝑤1 +  𝑤2


 (10) 
 


 
де 𝑡𝑅1 та 𝑡𝑅2 – часи утримування першого та другого піків, 𝑤1 та 𝑤2– ширини цих піків на рівні 
нульової лінії (Рис. 4). 
𝑅𝑆 = 1 - розділення задовільне;  
𝑅𝑆 < 1 - розділення 85 %;  
𝑅𝑆 > 1 - розділення при нульовій лінії. 
Умови гарного розділення 
Більші значення 𝑅𝑆 означають краще розділення. 𝑅𝑆 також виражають через функціональні 
параметри колонки (11): 
 


𝑅𝑆 =  
√𝑁
4


(𝛼 − 1) �
𝑘


1 +  𝑘
� 


(11) 
 


 
де 𝑘 – середнє арифметичне 𝑘1′  і 𝑘2′ . Перший множник √𝑁


4
 – міра ефективності системи. 


Другий множник (𝛼 − 1) – міра селективності розділення. Третій множник � 𝑘
1+ 𝑘


� – міра 
утримуючої сили сорбенту.  
Таким чином, 𝑅𝑆 зростає, якщо: 
 зростає 𝑁 (підвищується ефективність колонки, тобто утворюються більш вузькі піки);  
 зростає 𝛼 (підвищується селективність колонки, тобто вибірково збільшується час 


утримування одного з компонентів у порівнянні з іншими);  
 зростає 𝑘 (загальний час утримування компонента збільшується, інші параметри не 


змінюються).  
Найбільш сильно впливає збільшення 𝛼, оскільки 𝑅𝑆 залежить від 𝛼 лінійно. Розділення також 
пропорційне кореню квадратному з числа теоретичних тарілок, тобто ефективності колонки. 
Час утримування істотно впливає на розділення, коли 𝑘 мале, але майже не впливає на 𝛼, якщо 
𝑘 > 5. Зауважимо, що коли два піки виходять близько один до одного, вони характеризуються 
схожими значеннями 𝑁, відповідно, можна визначати 𝑁 для будь-якого з них. Якщо це не так, 
застосовується менше з двох значень. 







 
Інший варіант розрахунку критерію розділення (12): 
 


𝑅𝑆 =  
√𝑁
4
�
𝛼 − 1
𝛼


� �
𝑘2


1 +  𝑘𝑎𝑣𝑒
� 


(12) 
 


 
де 𝑘𝑎𝑣𝑒 – середнє із факторів утримування двох піків. Ця формула показує взаємозв’язок 
утримування та ефективності, уширення піків та часу утримування і називається рівнянням 
розділення або рівнянням Пурнелла.  
Число теоретичних тарілок, яке необхідне для досягнення заданого розділення піків, можна 
розрахувати за наступною формулою: 


𝑁 = 16𝑅2 �
𝛼


𝛼 − 1
�
2
�
𝑘𝑎𝑣𝑒 + 1


𝑘2
�
2


 
(13) 


 
 
Ефективне число теоретичних тарілок: 
 


𝑁𝑒𝑓𝑓 = 16𝑅2 �
𝛼


𝛼 − 1
�
2
 


(14) 
 


 
Хроматограми на Рис. 5 показують, як збільшується розділення при зростанні 𝑁, 𝑘 та 𝛼.  


  
Вихідна картина При збільшенні 𝑁 


  
При збільшенні 𝑘 При збільшенні 𝛼 
 
Рис. 5. Зміна вигляду хроматограм при зміні параметрів 𝑵, 𝒌, 𝜶.  
 
Слід відмітити, що збільшення 𝑘 пов’язано з підвищенням часу утримування та уширенням 
обох піків. Для колонок, заповнених маленькими частинками правильної форми, ширина 
хроматографічних зон збільшується в степені 1


2
  в залежності від відстані, яку речовина 


пройшла по колонці. А різниця між максимумами піків прямо залежить від пройденої відстані. 
Розділення піків досягається тим, що переміщення хроматографічних зон відбувається швидше, 
ніж їх уширення.  
Приклад №4. 







Для біфенілу та диетилфталату в ВЕРХ отримали часи утримування 3,33 та 2,97 хв і ширину 
піків при основі 0,15 та 0,14 відповідно. Пік компонента, який не утримується, виходить за 0,41 
хв. Обчисліть коефіцієнт та критерій розділення піків. 
 
Розв’язок: 


𝑁 = 16 �3,33
0,15


�
2


= 7885,44 теоретичних тарілок. 
За формулою (9) можна визначити коефіцієнт розділення: 


𝛼 =
3,33 − 0,41
2,97 − 0,41


= 1,14. 


Фактори утримування: 
 


𝑘1 =
2,97 − 0,41


0,41
= 6,24 


𝑘2 =
3,33 − 0,41


0,41
= 7,12 


𝑘𝑎𝑣𝑒 = (7,12 + 6,24) 2 = 6,68.⁄  
 
За рівнянням (12) знаходимо критерій розділення: 


𝑅𝑆 =  
1
4
�7885,44 �


1,14 − 1
1,14


� �
7,12


1 +  6,68
� = 1,27. 


Такі ж результати отримуємо, якщо використаємо формулу (10): 
𝑅𝑆 = 2 × 3,33− 2,97


0,15+ 0,14
= 1,27. 


 
 


Основні рівняння, які описують хроматографічне розділення 
 
Ізотерма адсорбції. Коли проба в рухомій фазі переміщується по нерухомій фазі, має місце 
адсорбція аж до досягнення рівноваги, нехай навіть нетривалого. Для опису такого явища 
найкраще скористатися ізотермою. Хоча існує безліч ізотерм (залежно від того, як саме процес 
описується математично), частіше за все для нескладних хроматографічних розділень 
використовують ізотерми Ленгмюра. Рис. 6 ілюструє три можливих типи співвідношень між 
концентраціями речовина – аналіт на поверхні сорбенту 𝐶нерух і в рухомій фазі 𝐶рух для даного 
сорбенту. 
 


 
 
 
Рис. 6. Ізотерми адсорбції. В ідеалі хроматографічне розділення має здійснюватися на 
лінійній ділянці ізотерми, оскільки при цьому часи утримування не залежать від 


Антиленгмюрівська 
ізотерма Лінійна ізотерма 


Ізотерма Ленгмюра 


Срух 


Снерух 







концентрації аналіту.  
 


 
 Лінійна ізотерма – пік симетричний, а час утримування – постійний. В даному випадку 


розподіл аналіта між поверхнею нерухомої і рухомої фази не залежить від 
концентрації аналіту; 


  Cнерух збільшується повільніше, ніж Cрух – в такому випадку маємо ізотерму 
Ленгмюра. Активні центри на поверхні нерухомої фази насичуються молекулами 
аналіта, а їх надлишок залишається в рухомій фазі. При подальшому збільшенні 
концентрації аналіта частка молекул, які не зв’язані з сорбентом, зростає. При цьому 
максимум піка зміщується в бік меншого часу виходу; 


  Антиленгмюрівська ізотерма. Великий ступінь утримування великої кількості 
молекул розчиненої речовини. Час виходу збільшується, подовжується фронт піка. 


 
Фазове співвідношення 


 
У сорбентах із закріпленими фазами є певна область доступної поверхні з активними центрами, 
яка відповідає доступному об’єму. Так само і рухома фаза, яка контактує з поверхнею, має 
певний доступний об’єм. Саме в цих об’ємах відбувається перенесення розчиненої речовини з 
фази у фазу. Співвідношення цих об’ємів називається фазовим співвідношенням 𝜑: 
 


𝜑 = 𝑉𝑆 𝑉𝑚⁄  (15) 
 


 
де 𝑉𝑆 – об’єм поверхнево-активних центрів; 𝑉𝑚 – об’єм рухомої фази. 
 
Важливість цього поняття визначається тим, що, з урахуванням ізотерми адсорбції, коефіцієнт 
ємності виражається наступним чином: 
 


𝑘′ =
𝐶𝑆𝑉𝑆
𝐶𝑚𝑉𝑚


=
кількість речовини на поверхні
кількість речовини в рухомій фазі


 (16) 
 


 
Це узгоджується з вищенаведеним описом процесу утримування: коли розчинена речовина 
проводить більше часу в рухомій фазі, її відносна концентрація більша, ніж в нерухомій фазі, і 
𝑘′ зменшується. Коли ж розчинена речовина проводить більше часу в нерухомій фазі, її 
відносна концентрація там більша, ніж в рухомій фазі, і 𝑘′ зростає. 
 


Рівняння Губера і Нокса 
 


Якщо рівняння Ван-Деємтера застосувати у ВЕРХ, то при великих швидкостях спостерігається 
значне відхилення експериментальних даних від теоретичної кривої. Губер показав, що 
необхідно враховувати масоперенос в нерухомій та рухомій фазах:  
 


𝐻 = 𝐴 + 𝐵 𝑢�⁄ + 𝐶𝑚𝑢� + 𝐶𝑆𝑢� (17) 
 


де 𝑢�, см/с - лінійна швидкість рухомої фази; 𝐶𝑚 та 𝐶𝑆 характеризують масоперенос в рухомій та 
нерухомій фазах. Це рівняння Губера. Параметри 𝐴 (вихрова дифузія) для рідких фаз та 𝐵 
(поздовжня дифузія) мають дуже малі значення, тому ними нехтують і ВЕТТ оцінюють за 
рівнянням:  


𝐻 = 𝐶𝑚𝑢� + 𝐶𝑆𝑢� (18) 
 







Параметр 𝐶𝑆 є відносно сталим; в цьому випадку утворення застійних зон рухомої фази 
враховує  𝐶𝑚(в порах частинок сорбенту).  


При дуже низьких швидкостях для частинок малого діаметру молекулярна дифузія є відчутною 
і ВЕТТ збільшується слабко. Причому для малих частинок сорбенту у ВЕРХ залежність ВЕТТ 
від швидкості потоку виражена слабше в порівнянні з залежністю у газовій хроматографії.  


Емпіричне рівняння для рідинної хроматографії, яке враховує відхилення від рівняння Ван-
Деємтера, було запропоноване Ноксом. Воно дає теоретичний опис процесу розмивання 
хроматографічної зони: 


ℎ = 𝐴𝜈1 3⁄ +
𝐵
𝜈


+ 𝐶𝜈 (19) 


 


де 𝜈 – приведена лінійна швидкість (відношення лінійної швидкості потоку до коефіцієнту 
дифузії досліджуваної речовини в рухомій фазі): 


𝜈 =
𝑢� × 𝑑𝑝
𝐷𝑚


 
(20) 


 


де 𝑑𝑝 – середній діаметр часточок; 𝐷𝑚 – коефіцієнт дифузії в рухомій фазі. 


𝐴 описує вихрову дифузію; 𝐵 – поздовжню; 𝐶 – масоперенос. 


Параметр 𝐴 зазвичай складає від 1 до 2, причому більше значення характерне для погано 
заповнених колонок; 𝐵 – близько 1,5 та 𝐶 – близько 0,1. Таким чином, для хорошої 
хроматографічної колонки застосовується наступне рівняння: 


ℎ = 𝜈1 3⁄ +
1,5
𝜈


+ 0,1𝜈 
(21) 


 
 
 


Контрольні запитання: 


1. Граничні випадки взаємодії аналіту з поверхнею. 
2. Якими факторами визначається час утримування речовини? 
3. Яким чином вимірюють висоту піка? 
4. Фактори, які впливають на ефективність, виражену числом теоретичних тарілок. 
5. Методи розрахунку ефективності, вираженої числом теоретичних тарілок. 
6. Що таке коефіцієнт розмивання і як його розраховують? 
7. Наведіть відомі вам способи розрахунку критерію розділення. 
8. Види ізотерм адсорбції. Поясніть їх форму. 
9. Чим відрізняється рівняння Губера та Нокса від рівняння Ван-Деємтера? 
10. При введенні проби диметилфталату об’ємом 1 мкл в колонку довжиною 15 см отримані 


наступні дані: 


Об’ємна швидкість 
потоку, мл/хв 


𝑡𝑀 , хв 𝑡𝑅′ , хв Ширина піків, хв 


2,5 0,18 5,49 0,15 
2,3 0,49 6,37 0,19 
1,5 0,74 7,17 0,23 
1,0 0,89 7,62 0,27 
0,5 1,24 8,62 0,34 







 


Обчисліть число теоретичних тарілок та ВЕТТ для кожної об’ємної швидкості потоку, 
побудуйте залежність ВЕТТ від об’ємної швидкості і з графіка визначіть оптимальну 
швидкість. У розрахунках використовуйте виправлений час утримування 𝑡𝑅′ . 


11. Для трьох речовин А, В та С на колонці, яка містить тільки 1000 т.т., отримані наступні 
фактори утримування: 𝑘𝐴 = 1,40, 𝑘𝐵 = 1,85, 𝑘𝐶 = 2,65. Чи можна для них досягти 
мінімального розділення 1,05? 
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ТИПИ УТРИМУВАННЯ В РІДИННІЙ ХРОМАТОГРАФІЇ 
 
Для рідинної хроматографії виділяють такі типи утримування: нормально-фазовий, 
обернено-фазовий, іонообмінний, лігандообмінний, квазі-нормально-фазовий, 
ексклюзійний. Тип утримування – це модель системи, в якій реалізується певний 
комплекс фізико-хімічних взаємодій. 
 


Нормальнофазовий тип утримування 
 
В нормально-фазовій високоефективній рідинній хроматографії розділення проводиться 
на полярній нерухомій фазі (НФ) з неполярним елюентом. Основою нормально-фазових 
рухомих фаз, зазвичай, є аліфатичний вуглеводень, наприклад, гексан, що має слабку 
елююючу силу. Полярний компонент рухомої фази (РФ), що володіє елююючою силою, 
називається полярною добавкою. Утримування в нормально-фазовій високоефективній 
рідинній хроматографії зменшується при збільшенні частки полярної добавки в РФ. 
Третім «стандартним компонентом» нормально-фазової системи, крім неполярної основи і 
полярної добавки, є модифікатор. Модифікатор – компонент нормально-фазової системи, 
надзвичайно полярна речовина, що сильно змінює адсорбційні  властивості  НФ.   Не  слід 
ототожнювати з модифікатором в обернено-фазовій високоефективній рідинній 
хроматографії, оскільки їх назви склалися історично. В (Табл. 1) наведено базову 
хроматографічну систему для нормально-фазового режиму утримування. В даному типі 
утримування реалізуються диполь-дипольні (диполь-польові) взаємодії, а також 
характерне утворення водневих зв’язків.  
Таблиця 1. Базова хроматографічна система для нормально-фазового режиму 
утримування. 
Рухома фаза неполярна (гексан-діоксан-оцтова кислота) 
Нерухома фаза полярна (силікагель) 


Модифікатор 


АсОН, рідше НСООН, вода (обов'язково АсОН, якщо розділяють 
сполуки кислотного характеру) 
аліфатичні аміни (дiетил- та триетиламін), якщо розділяють 
сильнополярні речовини основного характеру 
концентрація солей має бути мінімальною при застосуванні 
комплексних модифікаторів [АсОН + (триетиламін)], інакше в 
колонці може випасти осад  


Полярна добавка аліфатичний спирт 
 
Для НФ ВЕРХ властива “гнучкість” (flexibility) – здатність змінювати селективність при 
варіюванні складу РФ і в крайньому випадку НФ тим самим досягаючи оптимального 
розділення. Різко змінити селективність нормально-фазової системи можна двома 
способами: перший полягає в заміні нерухомої фази: наприклад, SiO2-CN заміняють на 
SiO2-NH2 або навпаки. Другий спосіб полягає у введенні полярної добавки сильно 
сольватуючого розчинника, наприклад аліфатичного спирту.  За допомогою такого 
прийому можна значно поліпшити селективність розділення адсорбатів, що не містять 
гідроксильних груп, від гідроксил-вмісних адсорбатів: утримування перших змінюється 
плавно, а утримування останніх різко зменшується при збільшенні частки сольватуючого 
розчинника, «гасить» їх дипольні моменти (Рис. 1). 







Рис. 1. Різке зменшення утримування гідроксил-вмісних сполук (фенол та хінін) по 
відношенню до інших сполук (нікотин, фенілпропіонова і бензойна кислоти) при 
збільшенні частки спирту в неполярному елюенті. 150 × 3 Separon SGX, 5 μm. Елюенти 
гексан-ізопропанол-ТЕА-оцтова кислота, зверху вниз - 10, 20 і 30% ізопропанолу в 
елюенті. 
 
При застосуванні добавки модифікатора в нормально-фазовій системі утримування 
середньополярних сполук описується моделлю “диполь-польової” взаємодії, НФ при 
цьому адсорбційно модифікована модифікатором добавкою. Утримування здійснюється за 
рахунок взаємодії диполів сольватних комплексів адсорбатів з електричним полем 
адсорбційно модифікованої НФ. 𝑙𝑔𝑘 або 𝑡𝑅′  (виправлений час утримування) адсорбатів 
напряму залежить від дипольних моментів адсорбатів, виміряних у відповідному 
розчиннику. Енергія “диполь-польової” взаємодії порядку кДж/моль. 
Полярність адсорбату можна пов'язати з наявністю в його структурі певних 
функціональних груп. З огляду на специфіку утримування в нормально-фазових умовах, 
функціональні групи можна розташувати в наступний ряд у порядку збільшення їх 
полярності: 
 
-Cl, -Br < Ar < -OR < -NO2 < -COOR < =C(O) < -COOH* < -NH2*, -OH < -CN < -NHC(O)R* << -SO3H*  
Існують хімічні програми для розрахунку дипольного моменту. Літературних даних мало, 
тому для оцінки утримування використовують таку властивість як «полярність». 
Полярність адсорбатів скоріше за все якісна характеристика, на відміну від дипольного 
моменту, що є кількісною характеристикою. Сполуки з більшою полярністю краще 
утримуються на полярних НФ.  
Існують кілька критеріїв полярності розчинників, серед яких слід згадати наступні: 
діелектричну проникність, дипольний момент, добуток діелектричної проникності на 
квадрат дипольного моменту, загальний параметр полярності Снайдера та три його 
складових (характеризують здатність сполук до диполь-дипольної взаємодії і утворення 
водневих зв'язків як донора і акцептора протона), параметр розчинності Гільдебрандта, 


 
 







сольватохромний параметр, а також безпосередньо параметр елююючої сили, 
розрахований для багатьох розчинників. Розглянемо один з них – елююючу силу (𝜀0), 
вона характеризує елююючу здатність розчинника, є мірою енергії взаємодії молекул 
розчинника і нерухомої фази. Тому застосовується лише по відношенню до певної 
нерухомої фази. Полярність розчинників прогнозує їх елююючу силу. Чим більша 
елюююча сила РФ, тим менший коефіцієнт ємності для даної речовини на даному 
сорбенті. 
 
 


Нормально-фазовий тип утримування в гідрофільній хроматографії  
  
Нормально-фазовий тип утримування реалізовується на полярних фазах не тільки з 
неполярними, а також і полярними рухомими фазами, що містять у своєму складі воду. 
Такий тип утримування реалізується в гідрофільній хроматографії (Hydrophilic 
Interaction Cromatography). Цей вид хроматографії насправді відкрив Цвет. Свій 
експеримент він проводив з вапняком (НФ) та з етанол-водною сумішшю (РФ). Сам 
термін гідрофільній хроматографії з’явився відносно недавно. Базова хроматографічна 
система для нормально-фазового режиму утримування в гідрофільній хроматографії 
наведена в (Табл. 2). 
 
Таблиця 2. Базова хроматографічна система для нормально-фазового типу утримування в 
гідрофільній хроматографії. 
Рухома фаза полярна (CH3СN рідше CH3OH) 


Нерухома фаза полярна (силікагель або амінофаза на основі 
силікагелю) 


Полярна добавка вода 
Адсорбати глікозиди нейтральних сполук та вуглеводи 
  
Гідрофільна хроматографія застосовується для розділення надзвичайно полярних речовин: 
поліспіртов, цукрів, глікозидів, органічних кислот, амінокислот, поліпептидів, 
фармацевтичних препаратів. Чим більш полярною є речовина, тим сильніше вона 
утримується в цьому режимі. Для сахаридів і глікозидів утримування збільшується при 
збільшенні кількості вуглеводних одиниць в молекулі. Утримування відбувається за 
рахунок сильноводневих зв'язків (20 кДж/моль). Вважається, що вода утворює на поверхні 
НФ тонку плівку, а полярні молекули розподіляються між водною плівкою і відносно 
менш полярною РФ. 
 


Обернено-фазовий тип утримування 
 


Обернено-фазовий (ОФ) тип утримування домінує в системах, що складаються з 
неполярних нерухомих фаз і полярних рухомих фаз (Табл. 3) . Утримування здійснюється 
за рахунок комплексу дисперсійних і сольвофобних взаємодій. Рухомими фазами в (ОФ) 
хроматографії є системи, що складаються з водного буферу і полярних органічних 
розчинників. Елююча сила модифікатора для ОФ хроматографії збільшується в ряду: 
метанол < ацетонітрил < етанол < ізопропанол, ТГФ < хлористий метилен, хлороформ. 
Метанол і ацетонітрил застосовують найчастіше, ТГФ і довголанцюгові спирти – рідше, а 
хлорорганічні розчинники – у поодиноких випадках. В якості модифікатора застосовують 
метанол або ацетонітрил, як буферний розчин: фосфатний або ацетатний. Іонна сила 
підтримується сіллю або певною концентрацією буферного розчину. 


 
 







Таблиця 3.  Базова хроматографічна система для обернено-фазового режиму 
утримування. 
Рухома фаза ацетонітрил-вода 
Нерухома фаза С18 модифікований силікагель 
Модифікатор метанол, ацетонітрил 
Адсорбати монозаміщені бензоли, ароматичні вуглеводні 
Буферні розчини фосфатний, ацетатний 
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Рис. 2. Порядок елюювання на оберненій фазі. 
 
В ОФ ВЕРХ здатність адсорбата до утримування характеризується такою властивістю як 
гідрофобність. Чим краще будь-яка речовина розчиняється в неполярних розчинниках, або 
гірше розчиняється у водних середовищах, тим вище її гідрофобність. Чим вища 
гідрофобність сполуки, тим сильніше вона утримується в обернено-фазових умовах. 
Кількісна характеристика гідрофобності  адсорбатів – це коефіцієнт розподілу в 
двохфазній системі “октанол-вода”. На (Рис. 2) наведений порядок елюювання речовин 
різної гідрофобності. Зменшення поверхневого натягу елюенту призводить  в ОФ ВЕРХ 
до зменшення утримування адсорбатів, та досягається збільшенням частки модифікатору, 
або збільшенням температури, а збільшення – додаванням органічних солей. Розглянемо 
розділення двох ізомерних сполук (Рис. 3). У сполуки, яка елююється другою, неполярні 
групи розташовані таким чином, що вони займають більше місця. Відповідно, 
гідрофобність такого ізомеру вища, і його утримування в ОФ умовах сильніше. 
 







 
 
Рис. 3. Розділення двох ізомерних сполук у ОФ умовах ВЕРХ. 250 х 4 LiChrospher 100 
RP18. Елюент: ацетонітріл-буфер 60:40. Буфер - 0.5 мл триетиламіну на 100 мл води, 
рН 2.8 (фосфорна кислота). 
  
Обернено-фазові хроматографічні системи застосовуються в сучасній аналітичній 
практиці найчастіше. Одна з причин полягає в тій відносній простоті, з якою можна 
передбачати порядок елюювання адсорбатів, який в загальному випадку збігається з 
рядом збільшення величини їх «гідрофобності». 
Інша причина полягає в тому, що обернено-фазові системи забезпечують високу 
відтворюваність селективності розділень, яка, як правило, не змінюється значно не тільки 
при варіюванні складу рухомих фаз, але і при переході на інші, але аналогічні, нерухомі 
фази. Іншими словами, обернено-фазові системи є негнучкими, і порядок елюювання в 
цих системах фактично фіксований – навіть для тих вибірок адсорбатів, які включають 
сполуки абсолютно різних класів. 
 


 
 
Рис. 4. Зверху: 250x4.6 Inertsil ODS (С18 силікагель), елюент: ацетонітріл-вода 60:40. 
Знизу: 250 х 4.6 Chromalite 5HGN (зверхзшитий полістирол), елюент: ацетонітріл-







вода 90:10. 1 - ацетон, 2 - піридин, 3 - п-хлорфенол, 4 - бензальдегід, 5 - толуол, 6 - 
кумол. 
  
Різниця в селективності фаз С18 та полістирольної обумовлена додатковими 𝜋-
взаємодіями в поєднанні з меншим інкрементом алкільних груп. Базовою обернено-
фазовою системою можна вважати систему з С18 нерухомої оберненої фази і водно-
ацетонітрільной (водно-метанольної) рухомої фази (Табл. 4). Типовим набором тестових 
адсорбатів є бензол і його гомологи, як правило, з одним нерозгалуженим замісником: 
толуол, етилбензол, пропілбензол і т.д. Селективність (або логарифм селективності) 
розділення двох сусідніх піків гомологів є важливою характеристикою будь-якої 
оберненої фази – «метиленовою селективністю». 
 


Іонообмінний тип утримування 
 
Реалізується для іонних адсорбатів на НФ з іонними функціональними групами. 
Утримування відбувається за рахунок іон-іонних і іон-дипольних взаємодій. При 
розділенні органічних іонів на порівняно неполярних іонообмінних фазах може вносити 
вклад обернено-фазовий тип утримування. При розділенні органічних іонів на полярних 
іонообмінних фазах і при використанні елюенту з великим вмістом органічного 
розчинника може вносити вклад нормально-фазовий тип утримування. Елююча сила РФ 
збільшується із збільшенням концентрації іону, що витісняє. Приклад базової 
хроматографічної системи для іонообмінної хроматографії наведений в (Табл. 4). 
 
Таблиця 4. Базова хроматографічна система для іонообмінної хроматографії. 
Рухома фаза водний буфер 


Нерухома фаза йон-обмінні фази на основі великопористого силікагелю «слабкого» і 
«сильного» типів 


Адсорбати однозарядні неорганічні йони або довільні йони при фіксованому рН 
 
В якості рухомої фази використовують водні буферні розчини (для розділення 
неорганічних іонів), водні буферні розчини з полярними органічними розчинниками (для 
розділення всіх типів іонів, у тому числі й органічних). Приклади хроматограм наведені на 
(Рис. 5) та (Рис. 6). Якщо адсорбат, що хроматографують, або іонообмінний адсорбент, 
містять у своїй структурі здатні до іонізації функціональні групи, то утримування також 
залежить і від рН рухомої фази. Припустимо, що заряд адсорбенту не залежить від рН; ця 
умова виконується на «сильних» іонообмінних адсорбентах, а також на «слабких» 
іонообмінних адсорбентах в області рН, де всі функціональні групи адсорбенту повністю 
іонізовані. У цьому випадку залежність утримування від рН визначається ступенем 
іонізації функціональних груп адсорбатів. У катіонообмінних системах елюююча сила по 
відношенню до здатних до іонізації органічних основ зростає зі збільшенням рН, так як 
іонна рівновага зсувається в бік утворення неутримуваної молекулярної форми адсорбату. 
По аналогії в аніонообмінній системі елююча сила буферу збільшується по відношенню 
до органічних кислот при зменшенні рН. 
Розглянемо випадок коли заряд адсорбату не залежить від рН у всій або в деякій області, а 
утримування визначається ступенем іонізації функціональних груп “слабкого” 
іонообмінного адсорбенту. Спостерігаємо обернену залежність: утримування органічних 
основ зменшується при зменшенні рН (зменшується заряд “слабкого” катіонообмінного 
адсорбенту), утримування кислот на “слабкому” аніонообмінному адсорбенті, відповідно, 
зменшується при збільшенні рН рухомої фази. 
 







 
Рис. 5. Порядок елюювання при йонному обміні. 
 
Селективність розділення за іонообмінним механізмом залежить від природи іонних 
функціональних груп адсорбента. На “сильних” іонобмінних адсорбентах ряд елюювання 
неорганічних йонів однакового заряду співпадає з рядом їх “ефективних” радіусів, тобто 
радіусів сольватованих йонів. Утримування адсорбату збільшується при зменшенні його 
“ефективного” радіусу. В цьому випадку функціональні групи адсорбенту і адсорбату 
розділені шаром розчинника. В системі реалізуються іон-іонні взаємодії. При переході до 
слабких іонообмінних адсорбентів ряд елюювання неорганічних іонів одного знаку, як 
правило відрізняється від знаку їх зміни ефективних радіусів і стає більш схожим на ряд 
зміни “істинних” рідіусів іонів (Рис. 5). Цей факт можна пояснити тим, що в системі 
“слабкий” матеріал-адсорбат можливий тісний контакт функціональних груп адсорбенту і 
адсорбату, що приводить до реалізації в системі іон-дипольних взаємодій. 
Базовою іонообмінною системою (Табл. 4) можна вважати хроматографічну систему, що 
складається з «сильної» іонообмінної нерухомої фази на основі силікагелю і водного 
буферу в якості рухомої фази. Тестовими адсорбатами можуть бути однозарядні 
неорганічні іони. 
 


 







 
Рис. 6. IonPac AS20. Градієнт від 5мМ до 55мМ гідроксиду калию. 1 – фторид,  
2 – ацетат, 3 – бутират, 4 – форміат, 5 – хлорид, 6 – бромат, 7 – хлорид, 8 – нітрит,  
9 – хлорат, 10 – бромід, 11 – нітрат, 12 – карбонат, 13 – сульфат, 14 – селенат,  
15 – оксалат, 16 – фталат, 17 – фосфат, 18 – хромат, 19 – йодид, 20 – арсенат,  
21 – цитрат, 22 – тіоцианат, 23 – перхлорат. 
 


Лігандообмінний тип утримування 
 
Лігандообмінний тип утримування реалізується для адсорбатів, що можуть утворювати 
лабільні комплекси з іонами металів, що адсорбовані на носії. Утримування здійснюється 
за рахунок координаційних  сил. Утримування збільшується із збільшенням констант 
стійкості комплексів адсорбатів. Елюючу силу змінюють: введенням добавки ліганду; 
введенням координуючого йону;  металу; зміною іонної сили; зміною рН рухомої фази. 
Лігандообмінним можна також назвати і деякі типові іонообмінні системи. У іонній 
хроматографії, де іони металів є адсорбатами, нерідко застосовують рухомі фази з 
комплексоутворюючими добавками, що поліпшують селективність розділення. Приклад 
таких систем: розділення рацемічної суміші α-амінокислот на адсорбенті з закріпленим L-
гідроксипроліном, РФ містить Сu2+. 
 


 
Квазі-нормально-фазовий тип утримування 


Таблиця 5. Базова хроматографічна система для квазі-нормально-фазового типу 
утримування. 
Рухома фаза зверхзшитий полістирол 
Нерухома фаза гексан-хлороформ 
Адсорбати монозаміщені бензоли, ароматичні вуглеводні 
 
 У квазі-нормально-фазовому типі утримування НФ містить 𝜋-донорні, або 𝜋-акцепторні 
групи, або координаційно ненасичені йони перехідних металів. Утримування 
здійснюється за рахунок утворення комплексів з переносом заряду 𝜋-𝜋 та 𝜋-𝑑 типу. 
Форма елюотропного ряду сильно залежить від типу адсорбату. 
Як видно з (Рис. 7) при переході від обернено-фазового режиму в змішаний найбільш 
очевидно зникнення вкладу алкільних груп в утримування: кумол переміщується з 
третього місця на перше. При переході від змішаного до квазі-нормально-фазового 
режиму відбувається обернення порядку елюювання для пари антрацен / антрахінон і 
різке збільшення утримування бензальдегіду (переміщається з другого на п'яте місце). У 
разі використання квазі-нормально-фазового режиму утримування адсорбату обумовлено 
𝜋-𝜋 взаємодіями з адсорбентом. 
 







 
 
Рис. 7. 250 x 4.6 Chromalite 5-HGN (зверхзшитий полістирол). Хроматограму 
модельної суміші в різних режимах елюювання. Зверху вниз: а) ОФ режим, РФ: 
ацетонітріл-ізопропанол-вода 80 : 15 : 5; б) «Змішаний» режим, РФ: хлористий 
метилен-метанол 1:1; в) Квазі-нормально-фазовий режим, РФ: гексан-хлористий 
метилен 80 : 20. 
  
Для електрон-донорних і електрон-акцепторних адсорбатів найбільшу елюючу силу 
проявляють саме ті розчинники, які здатні вступати в диполь-дипольні 
взаємодії, оскільки адсорбційні комплекси електорон-донорів і електрон-акцепторів 
мають дипольні моменти. Елюотропний ряд для цього випадку виглядає наступним чином 
(Розчинники розташовані в порядку збільшення елюючої сили по відношенню до 
нітробензолу на зверхзшитому полістиролі): 
 
гексан < ізопропанол << толуол < ТГФ < етилацетат < ацетон < хлористий метилен 
 
Для адсорбату, що не є  ні донором, ні акцептором електронів, найбільшу елююючу силу 
проявляють розчинники, що здатні вступати у взаємодії з переносом заряду: ароматичні та 
галоген-вуглеводні. Елюотропний ряд для цього випадку виглядає наступним чином 
(розчинники розташовані в порядок збільшення елюючої сили по відношенню до 
нафталіну на зверхзшитому полістиролі): 
 
гексан < ізопропанол << ТГФ < етилацетат < толуол < хлористий метилен 
 
Дуже низьку елюючу силу проявляють спирти, навіть, якщо враховувати тільки 
можливість дипольних взаємодій. Ймовірно, цей факт пояснюється самоасоціацією 
молекул спирту в гексанових розчинах, що призводить до «гасіння» їх дипольних 
моментів. Найбільш яскраво 𝜋-взаємодії проявляються в неполярних середовищах, де 
адсорбційні 𝜋-𝜋 і 𝜋-𝑑 комплекси найбільш стійкі. 
Для ароматичних вуглеводнів селективність розділення на зверхзшитому полістиролі 
значно вища, ніж на С18 силікагелі (значення α-1 більше від декількох раз до декількох 
десятків раз), що є ознакою вкладу π- взаємодій для цієї групи сполук. 
 


 







Ексклюзійна та іон-ексклюзійна хроматографія 
  
Ексклюзійний механізм  не є адсорбційним механізмом, тому ексклюзійтий тип не є 
типом утримування, а є типом ексклюзії. Розділення відбувається за рахунок різниці 
розмірів молекул  сполук, що дифундують або не дифундують в пори НФ. Об’єм рухомої 
фази в хроматографічній колонці, тобто нульовий об’єм, можна представити як суму двох 
об'ємів: об’єму рухомої фази між часточками нерухомої фази («мертвий об'єм») і об’єму 
рухомої фази в порах нерухомої фази (об’єм ексклюзії). 
У ексклюзійній хроматографії мінімальне утримування відповідає мертвому 
об'єму; в мертвому об'ємі елююються великі сполуки, не здатні до дифузії в пори 
нерухомої фази. Молекулярна маса найменшої сполуки, яка елююється в мертвому об'ємі, 
називається межею ексклюзії. Ексклюзійна колонка не здатна розділяти сполуки з 
молекулярними масами, що більші ніж межа ексклюзії. Максимально можливе 
утримування визначається загальним об’ємом рухомої фази в хроматографічної колонці, 
тобто об’ємом ексклюзії. Елюювання сполук зразка з досить широким молекулярно-
масовим розподілом починається в момент досягнення мертвого об’єму, і закінчується в 
момент досягнення нульового об’єму. Залежність між об’ємом ексклюзії і логарифмом 
молекулярних мас сполук, виражена графічно, називається калібрувальною кривою. 
Калібрувальна крива є індивідуальною характеристикою для кожної марки ексклюзійної 
НФ і типу зразка, за яким проводиться калібрування. 
Лінійна ділянка на калібрувальній кривій відповідає діапазону молекулярних мас, в 
рамках якого дана ексклюзійна фаза може застосовуватися для аналізу молекулярно-
масового розподілу зразка, тобто діапазону лінійності. Тангенс кута нахилу лінійної 
ділянки відповідає роздільній ємності ексклюзійної колонки. Роздільна ємність 
виражається в мілілітрах розчинника, що припадають на один порядок зміни 
молекулярної маси. Великий діапазон лінійності характерний для фаз з широким 
розподілом пор за розміром. 
Збільшення діапазону лінійності можна досягти трьома шляхами: застосувати біпорісті 
фази, застосувати суміші фаз з різним середнім розміром пор, застосувати набір 
ексклюзійних колонок, що заповнені фазами з різним середнім розміром пор. 
Роздільна ємність визначає селективність ексклюзійного розділення. Ексклюзійне 
розділення може відбуватися і на непористих часточках (порами є канали між 
часточками). За полярністю рухомої фази ексклюзійні методи можна розділити на 
«неводні» (non-aqueous method, gel-permeation) і «водні» (aqueous method, gel-
filtration)(Табл. 6). 
Таблиця 6. Ексклюзійні методи. 


Компонент «неводний» (non-aqueous method, gel-
permeation) 


 
«водний» (aqueous method, gel-filtration) 
ексклюзійний метод 
 


Рухома 
фаза 


ТГФ, CHCl3, толуол, гексафторізопропанол,  
ДМСО та ін. 


водний буфер з добавкою органічного 
розчинника 


Нерухома 
фаза 


зшиті полімерні матеріали – повністю 
полімерні, кополімери ПС і ДВБ – на 
силікагельній основі, силікагелі різної 
пористості 


пористі гідрофільні полімерні матеріали, 
силікагелі модифіковані гідрофільними 
сполуками 


Зразки 
неполярні полімерні проби водорозчинні білки, нуклеїнові кислоти, 


полісахариди 
 


Базова 
система 


НФ – пористий сумісний з неполярними 
розчинниками  матеріал, РФ – хлороформ, 
тестові сполуки – стандарти полістиролу 


НФ – сумісний з водною фазою матеріал, РФ – 
водний буфер добавками органічного 
розчинника, тестові сполуки – водорозчинні 
білки, наприклад, рибонуклеаза А , трипсин, 
цитохром С 







 
Ексклюзійні методи для визначення молекулярно-масового розподілу полімерів (або 
визначення молекулярної маси білкових сполук)не допускає вкладу будь-якого 
адсорбційного механізму в утримування в додаток до ексклюзійного механізму. 
Існує два основні методи зменшення впливу адсорбції на ексклюзійне розділення. Перший 
метод – підбір розчинника з елюючою силою, достатньою для повного пригнічення 
адсорбції. Другий метод полягає в проведенні аналізу при підвищеній температурі (так, 
фази на основі полістиролу можуть працювати при температурі до 200°С). Навпаки, в 
інших випадках, коли завдання полягає не у визначенні молекулярної маси, а в розділенні 
сполук, поєднання ексклюзії з різними адсорбційними механізмами бажане, оскільки 
нерідко призводить до значного збільшення селективності розділення. 
Іон-ексклюзійний тип утримування реалізується на «сильних» іонообмінних матеріалах, 
що мають певний заряд. У результаті електростатичного відштовхування з пор зарядженої 
НФ виштовхуються однойменно заряджені іони (у разі катіоніту - аніони), у той час як 
різнойменні іони (для катіоніту - катіони) утримуються. Таким чином, механізм іонної 
ексклюзії є свого роду «антиподом» іонообмінного механізму.   
 


Іон парні режими хроматографії. Міцелярна хроматографія 
  
Іон парні режими хроматографії застосовуються для різкого збільшення утримування і 
селективності розділення іонізованих або здатних до іонізації сполук шляхом додавання в 
органічну фазу органічної сполуки протийону  Виділяють три основних види іон-парних 
режимів: обернено-фазовий, нормально-фазовий та квазі-нормально-фазовий. 
Найчастіше використовують обернено-фазовий іон парний варіант, який виділяють в 
окремий вид хроматографії: іон-парна ОФ хроматографія  (в англійському варіанті IP 
HPLC чи ion-pair HPLC ). Цей історичний термін не є достатньо коректним.  У 
водноорганічних РФ, що мають високу діелектричну проникність, утворення іонних пар 
малоймовірне, рівновага зсувається в бік їх дисоціації. ОФ ВЕРХ описується сумою ОФ і 
ІО типами утримування. 
Для розділення органічних кислот і їх солей в РФ додають солі (прозорі в УФ області 
сульфати) четвертинних катіонів амонію, найчастіше – тетрабутиламоній). 
Для розділення органічних основі та їх солей в РФ додають солі аліфатичних сульфонових 
кислот (додецилсульфонат, рідше – гептил і гексилсульфонати). Концентрація іон-парного 
реагенту в водному буфері для приготування РФ не перевищує 5-10 ммоль/л – треба 
уникнути міцелоутворення. 
Нормально-фазовий іон-парний режим хроматографії застосовується на практиці значно 
рідше обернено-фазового. Широкого застосування набули для  розділення неполярних 
карбонових кислот і фенольних сполук. При використанні нормально-фазової іон-парної 
високоефективної хроматографії у неполярній РФ іон-парний реагент утворює з 
кислотними (основними) адсорбатами іонні пари, або ж, принаймні, комплекси з сильним 
водневим зв'язком. Дипольний момент іонних пар значно вищий, ніж для вихідних 
сполук, тому додавання в РФ тільки іон-парного реагенту призводить до практично  
необоротного утримання адсорбату полярної фазою. Для отримання прийнятних часів 
утримування в РФ, крім іон-парного реагенту вводять добавку – сполуку, що подібна до 
адсорбату – з метою зниження здатності до зв'язування з адсорбатів з реагентом. 
Так, для розділення бензойних кислот і фенолів у ІП НФ режимі як модифікатор в 
неполярних РФ виступає триетиламін (який є іон-парним реагентом) і оцтову кислоту (яка 
є сполукою, що подібна до адсорбату). Їх об’ємне співвідношення має бути рівним. Як 
правило, область застосування іон-парного режиму хроматографування охоплює лише  
розділення неполярних карбонових кислот і фенольних сполук, хоча адсорбатами можуть  
виступати і основні органічні сполуки – приміром, за нормально-фазового розділення  
фармацевтика на хіральних фазах Піркловського типу.  







У квазі-нормально-фазової хроматографії утримування адсорбату відбувається за рахунок 
𝜋-взаємодій, тому іон-парний реагент повинен містити ненасичений (бажано 
ароматичний) фрагмент, який забезпечував би його утримування в квазі-нормально-
фазових системах.  
  


Міцелярна хроматографія 
 
Міцелярна хроматографія за типом систем, що застосовується схожа на 
іон-парну обернено-фазову хроматографію. Однак, існує дві важливі відмінності: у 
більшості випадків як ПАР в міцелярнй хроматографії застосовують додецисульфат, 
причому, на відміну від іон-парних систем, в концентрації, що перевищує ККМ. Друга 
відмінність стосується типу і концентрації модифікаторів: в  міцелярній  хроматографії 
як модифікатор застосовують аліфатичні спирти з середньою величиною радикалу  
(ізопропанол, бутанол, ізоаміловий спирт). Їх концентрація в РФ рідко перевищує п'ять-
десять об'ємних відсотків. Специфіка складу РФ для міцелярної хроматографії 
пояснюється необхідністю стабілізувати міцелярні фазу, на відміну від іон-парної 
обернено-фазової хроматографії, де міцелоутворення намагаються по можливості 
уникнути. 
Міцелярну хроматографію застосовують насамперед для аналізу біологічних проб, без 
попереднього осадження білків, ніякого додаткового очищення. У міцелярному режимі 
білкові сполуки ліофілізуються поверхнево-активним реагентом, що призводить до 
значного зменшення їх утримування. Крім того, основна їх частина елююється в 
нульовому об’ємі, не забруднюючи НФ, і не заважає визначенню цільових аналітів.  
У міцелярній хроматографії досягають в середньому менших значень ефективності, ніж у 
обернено-фазовій хроматографії, або навіть в іон-парній. Перш за все, це прийнято 
пов'язувати із сповільненою кінетикою масообміну в міцелярних системах. 
 
Контрольні запитання: 
1. Нормально-фазовий тип утримування в нормально-фазовій хроматографії та в 


гідрофільній хроматографії. Опишіть типи фізико-хімічних взаємодій в даній системі, 
фізико-хімічні властивості адсорбатів, що співвідносяться з механізмом утримування, 
базову хроматографічну систему. 


2. Обернено-фазовий тип утримування в обернено-фазовій хроматографії. Опишіть типи 
фізико-хімічних взаємодій в даній системі, фізико-хімічні властивості адсорбатів, що 
співвідносяться з механізмом утримування, базову хроматографічну систему. 


3. Лігандообмінний тип утримування в лігандообмінній хроматографії. Опишіть типи 
фізико-хімічних взаємодій в даній системі, фізико-хімічні властивості адсорбатів, що 
співвідносяться з механізмом утримування, базову хроматографічну систему. 


4. Квазі-нормально-фазовий тип утримування в квазі-нормально-фазовій хроматографії. 
Опишіть типи фізико-хімічних взаємодій в даній системі, фізико-хімічні властивості 
адсорбатів, що співвідносяться з механізмом утримування, базову хроматографічну 
систему.  


5. Елюююча сили розчинника. Елюотропні ряди розчинників. 
6. Застосування ексклюзійної та іон-ексклюзійної  хроматографії. 
7. Іон-парні режими хроматографії. 
8. Особливості міцелярної хроматографії. 
9. Додатково опрацюйте матеріал по типам фізико-хімічних взаємодій: диполь-дипольні, 


диполь-польові, дисперсійні, сольвофобні, іон-іонні, іон-дипольні, кординаційні, 
водневі зв’язки, 𝜋-взаємодії. 







10. Проведіть співвіднесення механізмів утримування з фізико-хімічними властивостями 
адсорбатів (дипольний момент, коефіцієнт розподілу в системі «октаном-вода», 
«ефективна» густина заряду йону, константа стійкості комплексів, енергія переходу в 
𝜋-комплекс адсорбата з нерухомою фазою, ефективний розмір молекули. 
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ВСЕ І ТРІШКИ ПРО КОЛОНКИ 
 


Доволі відомий всім нам вислів – “Серце хроматографічної системи”, 
найважливіший елемент хроматографа.  В колонці відбувається розділення сполук, за 
рахунок якого і можлива їх ідентифікація та кількісне визначення. Але навіть найкращий 
вибір колонки не може компенсувати похибки в хроматографічній системі. Тому для 
одержання достовірних результатів крім доцільної колонки слід правильно підібрати 
об’єм проби, оптимізувати умови хроматографування, використати доцільний детектор.  
І, звичайно, стабільна, ефективна колонка є основною умовою для розробки 
відтворюваної надійної методики. 


За рахунок відмінності у спорідненості компонентів суміші до рухомої і нерухомої 
фаз досягається основна мета хроматографії – розділення за певний проміжок часу 
суміші на окремі концентраційні зони (піки) компонентів (Рис. 1). Чим більша 
спорідненість сорбата до НФ і чим менше до РФ, тим повільніше він рухається по 
колонці і тим довше утримується. Розділення можливе лише тоді, коли компоненти 
проби, що потрапляють в колонку при вводі проби будуть розчинені у РФ і будуть 
обернено взаємодіяти з НФ.  


 
 


 


 


Елюювання через колонку Коефіцієнт 
розподілу 


𝐾 =  
[𝐶𝑠]
[𝐶𝑚] 


Хроматограма 


Рис. 1. Модель хроматографічного процесу. 
В основі всіх хроматографічних методів лежить процес встановлення 


рівноваги між нерухомою і рухомою фазами. Рівновага описується константою 
розподілу (1), де [𝐶𝑠] - рівноважна концентрація компоненту  в нерухомій фазі 
(стаціонарній фазі), [𝐶𝑚] - рівноважна концентрація компонентув рухомій фазі. В 
розподільчій хроматографії цю константу також називають коефіцієнтом розподілу. 
Речовини з великими коефіцієнтами розподілу утримуються нерухомою фазою сильніше, 
ніж речовини з малими коефіцієнтами розподілу. Тому вони елюються пізніше. 
Підкреслимо, що повна рівновага між двома фазами все ж не досягається, частина 
молекул аналіту відстає, тому відбувається уширення хроматографічної зони речовини. 
Величина уширення залежить від швидкості потоку і від ступеня спорідненості аналіту до 
нерухомої фази.  


Стаціонарна 
фаза 


Рухома фаза 







𝐾 =  
[𝐶𝑠]
[𝐶𝑚] 


(1) 


Класифікація хроматографічних колонок та їх параметри відповідно до їх розмірів, 
діаметра зерен, об’ємів проб наведені в (Табл. 1). Мікроколонки, тонкі та аналітичні 
колонки використовуються для визначення кількісного вмісту аналітів, тоді як 
напівпрепаративні колонки застосовують, коли є потреба виділити сполуку (декілька мг), 
щоб з’ясувати її хімічну будову або фізико-хімічні властивості. Від розміру колонки 
залежить також об’єм елюента, що витрачається на один аналіз. Наприклад, якщо для 
розділення, тобто елюювання всіх аналітів на колонці 4,6×150 мм витрачається 20 мл 
елюента, то для розділення цих же аналізів на тонкій колонці 2,0×150 мм необхідно лише 
8 мл. 


Таблиця 1. Класифікація хроматографічних колонок, їх параметри. 


Клас  Застосування  dВнутр, 
мм  


L,  см  dч, 
мкм  


Vпроби  F, 
мл/хв  


NТ.Т./м  


Мікроколонки  Кількісне 
визначення  


< 1  > 25  < 2 < 1 мкл < 0,05 > 250000 


Тонкі колонки  Кількісне 
визначення  


2-3  3-30  1,5-5  1 мкл -10 мкл  0,05-2  > 100000 


Аналітичні 
колонки  


Кількісне 
визначення  


3,5-5  5-30  3-10  5 мкл -50 мкл  0,5-5  40000-
60000  


Напів-
препаративні  


Для малого 
промислового 
очищення  


5-25  10-
100  


10-50  100 мкл-10 мл  2-100  < 20000 


Препаративні  Для великого 
промислового 
очищення  


> 25 > 25 > 20 > 20 мл >  100 < 5000 


У ВЕРХ використовують наступні типи колонок: аналітичні, капілярні, мікроколонки. 
Розглянемо їх характеристики більш детально (Табл. 2, Рис. 2). 


Таблиця 2. Колонки для кількісного визначення аналітів у ВЕРХ.  


Колонка  d
внутр.


 d
часточок 


 L  N т.т/м  


Колонки сконструйовані з 
нержавіючої сталі  


2,1-4,6 мм  3-10 мкм  30-300 мм  40 000-60 000  


Капіляри з плавленого силікагелю 
(Fused silica capillaries)  


44-200 мкм  3-5 мкм  декілька 
метрів  


250 000  


Відкриті трубчасті мікроколонки 
(Open tubular microcolumns)  


1-50 мкм  -  1 м  1 000 000 


1. Найбільш поширені аналітичні колонки сконструйовані з нержавіючої сталі (d
внутр.


 
= 2,1-4,6 мм, L = 30-300 мм. Часточки силікагелю в них бувають  сферичної або 
нерегулярної форми, діаметром 3-10 мкм. Ефективність таких колонок N = 40 000-
60 000 теоретичних тарілок на метр). Обєм елюенту, що витрачається на один анліз 
20÷60 мл. 







2. Капіляри з плавленого силікагелю (d
внутр.


 = 44-200 мкм, L = декілька метрів. 
Часточки силікагелю в них діаметром 3-5 мкм. Ефективність капілярних колонок N 
= 250 000 теоретичних тарілок на метр). При використанні мікроколонок 
використовуються малі об’єми розчинника – 0,5÷3 мл, тому введена проба 
розбавляється менше, ніж при використанні першого типу колонок. А це в свою 
чергу дозволяє отримати більші сигнали. Використання колонок з малим діаметром 
або кіпілярних колонок – це гарний спосіб підвищення чутливості метода ВЕРХ. В 
деяких областях використання (біологія, криміналістика, судова-медична 
експертиза) розмір проби часто обмежений і капілярні колонки дозволяють 
підвищити загальну чутливість аналізу до п’яти разів, навіть у порівнянні з 
колонками 2,1 мм. 


3. Відкриті трубчасті мікроколонки (Open tubular microcolumns) (d
внутр.


 = 1-50 мкм, L 
= 1 м. Ефективність трубчастих колонок N = 1 000 000 теоретичних тарілок на 
метр). Відкриті трубчасті мікроколонки важко отримати, бо їх внутрішній діаметр 
дуже маленький. Ці колонки без пакувального матеріалу. Завдяки високій 
ефективності розділення їх використовують для розділення досить складних 
багатокомпонентних проб. Однак обладнання для мікроколонок набагато 
складніше і дорожче, ніж для стандартних хроматографів. 


4. До нових розробок можна віднести чіп-колонки. Вони складаються з інертної 
поліамідної панелі, інтегрованої наноколонки, колонки збагачення, спрей-
накінечника. В колонку збагачення вмонтований мікрофільтр. 


 
Чіп-колонка Нано-колонка Капілярні 


колонки  
Аналітичні 
колонки  


Препаративні 
колонки 


Рис. 2. Колонки для кількісного визначення аналітів у ВЕРХ.  
 


5. Колонки на основі металорганічної структури1 (Рис. 3). 


                                                           
1 Дослідники з США відзначають, що онокристал металорганічної каркасної сполуки [metal-organic framework 


(MOF)] можна використовувати як  мініатюрну хроматографічну колонку. Колонка на основі металорганічної каркасної 
структури може розділити два барвника, залишивши між ними відстань у кілька сотень мікрометрів. (Малюнок з J. Am. 
Chem. Soc., 2010, DOI: 10.1021/ja1074322)  


Металорганічні каркасні структури представляють собою високопористі матеріали, які складаються з металів, 
що зв’язуються за допомогою полідентатних лігандів. Пориста структура таких матеріалів і висока площа їх 
внутрішньої поверхні дозволяє вирішувати велике коло практичних завдань, наприклад, уловлювання та зберігання 
водню, або вуглекислого газу.  


Дослідники з Північно-західного Університету (Іллінойс) вперше використовували металорганічних каркасну 
структуру для отримання об'єкта, який вважається самою маленькою хроматографічної колонкою в світі. Зазвичай, при 
заміні в хроматографічній колонці кремнію на металоорганічні каркасні структури призводить до того, що довжина 
такої колонки може становити десятки метрів - порожнечі великого розміру між кристаллитами погіршують ступінь 
хроматографічного розділення. Бартож Грибовський (Bartosz Grzybowski) з колегами зміг отримати міліметровий 
монокристал металорганічної каркасної сполуки, де як лінкери-з'єднувачі використовуються залишки терефталевой 
кислоти, а в ролі металомістких вузлів - фрагменти Zn4O (CO2)6. Отриманий монокристал зміг розділити барвники, взяті 
в дуже невеликій кількості. Кристал MOF помістили на просочений диметилформамідом органогель, що містив суміш 
двох флуоресцентних барвників. Проходячи через монокристал MOF, компоненти суміші ділилися, відстань між 
розділеними фронтами барвників становило кілька сотень мікрометрів. За допомогою флуоресцентної конфокальної 
мікроскопії виявили, що сталося повне розділення обох барвників.  
Грибовський вважає, що в майбутньому методи хроматографічного розділення, в яких будуть застосовуватися 
металорганічні каркасні структури, будуть використовуватися набагато частіше, ніж зараз. Він припускає, що якщо 
помістити такий кристал на мікрочип, розділення сполук на металорганічній каркасній структурі дозволить полегшити 







 


 
Органічний гель 
Рис. 3. Колонка на основі металорганічної структури. 


В Табл. 3. представлені різні варианти ВЕРХ залежно від шивдкості потоків і довжин 
колонок. Особливе місце займає мікро- і нанопотокова ВЕРХ.  


Таблиця 3. Класифікація різних видів ВЕРХ. 


 


Причини використання і труднощі нанопотокової РХ/МС (nanospay LC/MS) 


Nanospray LC/MS необхідна там, де критичними факторами постають цінність 
проби, висока чутливість методу. Nanospray LC/MS проблеми: 


 багаточисельні місця з’єднань  
 Забруднення капілярів,  
 протікання, яке неможливо виявити,  
 Мертві об’єми – погана хроматографія  
 нестабільність нано-потоків  


 Як наслідок Nanospray LC/MS - достатньо вибагливий  метод в реалізації  і 
підтримуванні заданих РХ-параметрів  
                                                                                                                                                                                           
процедуру аналізу.  
Ендрю Берроуз (Andrew Burrows) відзначає, що дослідники з Іллінойсу наочно продемонстрували принципову 
можливість використання пористого монокристала у ролі  хроматографічної колонки, що розділяє суміші за рахунок 
того, що одні молекули проходять через пори MOF швидше за інших, додаючи, що такий підхід буде дуже зручним для 
багатьох розробників систем lab-on-a-chip.  
 
Гржибовський впевнений, що розроблена в його групі мініатюрна хроматографічна колонка з MOF зможе проводити 
розділення сумішей досить близьких за будовою сполук, наприклад, нитки ДНК певного типу в безперервному потоці.  
 
 







Однак основна проблема мікрокапілярний хроматографії – це наявність мертвих об’ємів, 
що погано промиваються у місцях численних з'єднань. Рішення яке Аджілент пропонує і 
яке успішно працює - це застосування хроматографа на інтегральній схемі, точніше 
багатьох типів мікрохроматографів основні компоненти яких просто зібрані в монолітній 
збірці в тілі інертного полімеру (Рис. 4). Так в чіпі є  концентруючі мікроколонки, колонка 
аналітична (45 мм х 75 мкм), крани працюють під тиском до 600 атм. Більше того, чіп 
забезпечений радіочастотним ідентифікатором, так що можна не турбуватися про те, який 
саме чіп встановлений в приладі. Вся інформація про нього буде представлена на екрані 
комп'ютера. 


 


Рис. 4. Чіп-колонка. 
 
Геометрія колонок, їх приготування і правила зберігання 


Колонки мають геометрію довгого циліндру, що виготовляють з нержавіючої сталі, 
скла, полімеру. Скляний і полімерний корпус використовують, коли компоненти проби 
взаємодіють з нержавіючою стальною колонкою. Полімерні колонки мають алюмінієвий 
кожух для додаткової сили і витримки тиску. Капілярні колонки з діаметром 50 мкм (fused 
silica) застосовують для МС аналізу, а не для рутинних досліджень. З обох кінців колонки 
є фріти. Фріти  з пористістю 0,5 мкм вставляють в колонки з зернистістю часточок 3 мкм; 
а фріти з пористістю 2 мкм – для 5 мкм часточок). Фріти виготовляють з нержавіючої 
сталі, пористого Ті, полімерів. Вони перешкоджають висипанню сорбенту, руйнування 
шару сорбенту механічними домішками, що наявні в пробі або РФ. З детектором і 
дозатором колонка з’єднується стандартними капілярами з зовнішнім діаметром 1,6 мм, 
внутрішнім 0,2-0,3 мм.  


Набивають колонку силікагелем у формі суспензії у воді, ізопропанолі, або інших 
полярних рідинах під тиском понад 200 бар. Колонки для ВЕРХ потребують більш 
обережного поводження і зберігання, ніж в ГХ. Коли колонками не користуються, то їх 
зберігають герметично з обох кінців і промивають метанолом перед герметизацією.  


Перед-колонки – це колонки, які захищають аналітичну колонку, затримуючи 
домішки, що розчинені або завислі в пробі. Наявність передколонок майже або зовсім не 
впливає на хроматографічні параметри, оскільки в багатьох випадках вони мають 
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маленьку довжину (10 ÷ 30 мм) і малий внутрішній діаметр (2 ÷ 4 мм). Мікроколонки 
з’єднують з інжектором і аналітичною колонкою за допомогою маленьких і вузьких 
капілярів (наприклад, діаметр 0,18). Великі капіляри будуть погіршувати ефективність 
аналітичної колонки, бо вони збільшують «мертвий об’єм» колонки. 
Перед-колоки (Guard Columns) 
1. стаціонарна фаза і пакувальний матеріал мають бути такі, як і в аналітичної колонки; 
2. довжина перед-колоки l = 7,5 ÷ 30 мм, внутрішній діаметр 2 ÷ 4 мм;  
3. дешевші, ніж аналітичні; 
4. перешкоджають забиванню і необоротному зв'язуванню розчинених речовин з 
стаціонарною фазою аналітичних колонок. 
Колонки, що насичують розчинник. Такі колонки використовують для того, щоб 
наситити рухому фазу розчиненим матеріалом набивки з метою запобігання руйнування 
пакувального матеріалу аналітичної колонки. Така колонка буде ефективно працювати, 
якщо площа поверхні її матеріалу буде великою, тобто такий матеріал повинен мати 
велику пористість. Вибір великого розміру зерна зумовлений його дешевизною (в 10-20 р. 
дешевша, ніж аналітична), легкістю заповнення (насипний спосіб), малим перепадом 
тиску при проходженні рухомої фази. 


Для колонки, що насичує розчинник характерно: 
1. основа така ж як в аналітичній; 
2. більший розмір і більший розподіл зерен, ніж для аналітичної колонки; 
3. застосування базується на тому, що РФ насичується розчиненим матеріалом набивки.  
 


Матеріали для упаковки колонок 


Для упаковки колонок для РХ використовують мікропелікулярні, повністю мористі 
мікросфери і перфузійні часточки (Рис. 5). Розглянемо їх характеристики більш детально.  


1. Перший тип матеріалів – це мікропелікулярні часточки (Micropellicular particles). 
Вони являють собою тверде ядро з дуже тонким зовнішнім шаром пористої стаціонарної 
фази. Зазвичай, це часточки на основі силікагелю або часточки на основі полімеру з 
діаметром 1,5-2,5 мкм. Проявляють гарну ефективність по відношенню до макромолекул 
через швидку кінетику масопереносу. Такі часточки мають низьку площу поверхні, тому 
при використанні колонок з пелікулярним пакувальним матеріалом слід пам'ятати про 
обмежений об'єм інжекційної проби. 


2. Другий тип матеріалів – повністю пористі мікросфери (Totally porous microsheres). 
Такі мікросфери бувають різного діаметру, з різним розміром пор і площею поверхні. 
Вони використовуються найчастіше внаслідок: високої ефективності, можливістю 
введення проби в більших об’ємах чи концентрації, достатнього терміну служби, 
зручністю і доступністю у використанні. 


3. Третій тип матеріалів – перфузійні часточки (Perfusion particles), що містять дуже 
великі скрізні пори (4000-8000 А), і також менші пори (300-1000 А). Використовуються 
для препаративного розділення білків.  







 
 


 
А б в 
Рис. 5. Матеріали для упаковки колонок: мікропелікулярні часточки (а), повністю 
пористі мікросфери (б), перфузійні часточки (в). 
 
Характеристики зерен, що використовуються в аналітичних колонках для ВЕРХ. 


Розмір зерен дуже важливий під час розділення сполук в ВЕРХ. Найчастіше 
використовують зерна розміром 5 мкм. Вони проявляють гарну ефективність, протитиск, 
тривалий час життя. 
Часточки розміром 3 мкм використовують для швидких розділень, а ще менші пелікулярні 
часточки 1,5 мкм для дуже швидких розділень макромолекул – протеїнів. Вузький 
розподіл часточок за розміром (± 50 % (від середнього)) для всіх матеріалів гарантує 
стабільний, високоефективний упакований шар сорбенту з мінімальним перепадом 
тиску. Для розробки більшості  методик рекомендуються колонки, що мають часточки 3-5 
мкм. Для розділення малих молекул мають перевагу колонки з діаметром пор часточок від 
7 до 12 нм, і площею від 150 до 400 м2/г. Для розділення сполук з великою молекулярною 
масою треба використовувати колонки з діаметром пор часточок більше 15 нм, що дають 
кращий доступ до активної поверхні пористої структури. Підсумовані характеристики 
зерен наведені в Табл. 4. У кожному з випадків треба досягнути основну мету – 
швидку дифузію розчиненої речовини у пори і гарну ефективність колонки.  
Таблиця 4. Характеристики часточок, що використовуються в аналітичних 
колонках для ВЕРХ.  


Характеристики зерен  Застосування  


5 мкм повністю пористі часточки  Більшість розділень  


3 мкм повністю пористі часточки  Швидке розділення  


1,5 мкм пелікулярні часточки  Дуже швидке розділення (особливо макромолекул)  


± 50 % (від середнього) розподіл часточок за 
розміром  


Стабільні, відтворювані, більш ефективні колонки з 
низьким зменшенням тиску  


Пори від 7 до 12 нм, від 150 до 400 м
2
/г  Розділення малих молекул  


Пори від 15 до 100 нм, від 10 до 150 м
2
/г  Розділення макромолекул  


На діаграмі 1 наведені типи носіїв, які використовуються для отримання фаз у ВЕРХ. Це 
неорганічні, полімерні та вуглецеві носії. Найбільша кількість комерційно доступних фаз 







на основі силікагелю. 


 


Діаграма 1. Типи носіїв, які використовуються для отримання фаз у ВЕРХ. 
 
Нижче підсумовані характеристики носіїв на основі силікагелю, їх застосування, переваги 
та недоліки. Часточки силікагелю бувають різного розміру, різного діаметру, а також 
сферичної та нерегулярної форми. Сферичні часточки силікагелю найбільш поширені в 
ВЕРХ. Застосовуються такі носії для препаративних та анлітичних цілей при розділенні 
малих і великих молекул. Переваги силікагелю як носія включають наступні аспекти:  
 Можливість модифікації; 
 Сумісність з водою і всіма органічними розчинниками; 
 Відсутність набухання; 
 Стабільність шару сорбенту при використанні різних розчинників і градієнтного 


елюювання. 
До недоліків можна віднести: 
 Розчинність за високих значень рН (веде до зменшення ефективності колонки і 


збільшення асиметрії піку);  
 Кислотні центри; 
 Неоднорідна пориста структура (мікропори) . 


 
Найважливіші характеристики фаз у ВЕРХ 


До важливих характеристик фаз у ВЕРХ відносять: 


 Характеристики часточок силікагелю (або іншого носія) 
 Розмір часточок та їх розподіл 
 Структура пор (діаметр, об'єм, форма?) 
 Площа поверхні (пов'язана з пористістю) 


  Хімію поверхні 
 Мономерний тип фаз 
 Полімерний тип фаз 
 Ендкепінг 


 Механізм розділення 
 Вибір фази колонки та умов розділення 


 Геометрію колонок 
 Довжина і внутрішній діаметр   


 


Так, розмір часточок та їх розподіл визначають ефективність колонки, тиск і 
відповідно швидкість потоку. Чим менша зернистість і чим вужчий розподіл розміру 
частинок, тим більша ефективність, а відповідно, тим вища роздільна здатність. 
Ефективність обернено пропорційна залежності зернистості. Тобто якщо зменшити 
середній розмір частинок удвічі, ефективність збілшиться удвічі, а роздільна здатність в 







1,4 разів (корінь квадратний з двох, увідповідності до рівняння, що описує роздільну 
здатність). Структура пор визначає можливість доступу сорбатів в пори, рівномірність 
модифікації поверхні. Площа поверхні корелює з кількістю стаціонарної фази і ступенем 
утримування аналітів.  


Реагенти, що використовуються для синтезу привитої фази і умови синтезу 
впливають на будову поверхевого шару, а тому визначають експлуатаційні 
характеристики колонки. Для модифікації силікагелю використовують два основні типи 
реагентів: монофункціональні (коли 1 моль реагнету реагує з 1 молем силанольних груп) і 
поліфункціональні (коли 1 моль реагенту реагує більше, ніж з 2 молями силанольних груп, 
або з іншою кількістю моль реагенту – залежно від вмісту води). В першому випадку 
отримуємо монофункціональну фазу, а в другому поліфункціональну. Процес, за 
допомогою якого здійснюють «блокування» залишкових стерично малодоступних 
силанольних груп називають ендкепінгом. Цей термін виник від англійських слів «аnd 
capping» –  дозавершення, допокриття. Як ендкепінг-реагенти використовуються силани з 
метильними або іншими групами невеликого розміру. Ендкепінг проводять з метою 
зменшення кількості силанольних груп і відповідно їх впливу при визначенні сполук 
основної природи. Так отримують більш гострі і симетричні піки, ніж для фаз без 
ендкепінгу. 


Механізм розділення визначається обраною фазою і умовами розділення. 


Не менш важливим аспектом в хроматографічному процесі є довжина і внутрішній 
діаметр колонки. На колонках меншого діаметру витрачається менше розчинника, вони 
дають можливість підвищити чутливість методики. З іншого боку малий об’єм сорбенту в 
колонці знижує роздільну здатність через позаколонкове розмивання або уширення зони. 
На Рис. 6. показано, що одні й ті ж кількості проби, що вводяться в колонку з меншим 
внутрішнім діаметром, обумовлює більш високі хроматографічні піки. Зменшення 
довжини колонки веде до пропорційного зменшення тривалості аналізу, але роздільна 
здатність при цьому погіршується пропорційно корню квадратному від величини її 
відносного зменшення. Ширина піків із зменшенням довжини колонки стає менша (Рис. 
7). 


 
 
Рис. 6. Вплив зменшення внутрішнього діаметру ВЕРХ-колонки на 
інтенсивність сигналу УФ-детектору. 







 
 
Рис. 7. Оптимізація методики розділення анальгетиків шляхом підбору. 
колонки необхідної довжини. 
 


Взаємозв'язок між розміром зерен фази та тиском в системі 


Тиск в системі зростає обернено пропорційно квадрату діаметра зерна сорбенту. Тобто 
теоретично при зменшенні зернистості удвічі перепад тиску збільшується в 4 рази. Тут 
зображено графічне уявлення рівняння, яке повязує тиск з параметрами колонки і ви 
бачите наскільки зростає тиск (Рис. 8). Верхня частина графіка лежить взагалі в області 
недосяжності для самих нових хроматографів. Вся ВЕРХ майже  зосереджена в темно 
синій області.  


 


Рис. 8. Взаємов'язок між розміром зерен фази, довжиною колонки та тиском в 
системі. 


Розглянемо взаємозвязок між розміром зерен фази та тиском в системі. Як видно з Табл. 5 
для колонки довжиною 10 см з діаметром зерен 5 мкм можна досгнути високу 
ефективність Nт.т.= 10 000. Тис при цьому досягає 50 бар (750 psi). Такі експлуатаційні 
характеристики колонки достатні для вирішення широкого кола аналітичних задач. 
Більшої ефективності можна досягнути використовуючи менші часточки.  
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При зменшенні діаметру часточок ефектиність зростає, однак зростає тиск. Ефективність 
прямопропорційна довжині колонці і обернено пропоріційна квадрату діаметру часточок. 
При збільшенні розділення в 1,66 разів тиск зростає у 8 разів. 


Таблиця 5. Вплив розміру часточок на тиск: L = 10 см, лінійна швидкість – 3 мм/с. 


dч, мкм  N/10 см  RS  P, бар 
5  10,100  1  50  
3  16,700  1,29  150  
2,5  20,000  1,41  200  
1,8  27,700  1,66  400  
 


Вплив діаметру пор і площі поверхні  


При збільшенні діаметру пор площа поверхні силікагелю зменшується (Табл. 6). Нижче 
приведені основні закономірності параметрів утримування від площі поверхні фази та 
рекомендації щодо використання сорбентів з різною пористістю для розділення малих та 
великих молекул. 


 При збільшенні площі поверхні час утримування малих молекул зростає 
  Значення k ~  S пов  
  Значення k обернено пропорційні dпор 
  Для малих молекул dпор: 100÷200 Å  
  Для великих молекул dпор: 200÷300 Å  


 
Таблиця 6. Кореляція між діаметром пор та площею поверхні силікагелю. 
dпор, 
Å  


60 100 120 180 200 300 500 1000 


S пов, 
м2/г 


500 450 300 200 200 100 50 25 


 
Поверхневі групи силікагелю: вільні силанольні, гемінальні, асоційовані силанольні групи 
(зв'язані водневим зв'язком). Для хроматографії необхідно використовувати повністю 
гідратований силікагель з концентрацією силанольних груп 8 мкмоль/м2. Силікагелі з 
більшим вмістом ізольованих – більш кислотних груп мають більший час утримування і 
широкий хвостатий пік сполук основної природи. Наявність різних за кислотно-
основними властивостями силанольних груп на поверхні сорбенту роблять її 
неоднорідною, що призводить до уширення піків.  


Силікагелі забруднені Fe, Al, Ni, Zn можуть утворювати хелати з аналітом, тому 
показуватиметься асиметричний чи хвостатий пік, або вони можуть повністю утримувати 
сполуку. Йони металів, сусідні з атомами кремнію на поверхні, різко підсилюють 
кислотність силанольних груп (Рис. 9) Саме тому необхідний високоочищений силікагель 
для розділення основних і високополярних сполук.  


 







Рис. 9. Основні типи силанольних груп на поверхні силікагелю. 


 
Рис. 10. Порівняння розділення трициклічних антидепресантів на колонках з різним 
типом силікагелей. 
Колонки: 15х0,46 см; РФ:30% ацетонітрил-70% 0,025 М фосфатний б.р., рН 2,5 +0,2% 
кожного триетиламіну і трифлуорооцтової кислоти, швидкість потоку 1,0 мл/хв,  
40˚С, 254 нм, інжекція 5 мкл.  
Існують такі класи силікагелей:  
Клас А (менш чисті, більш кислотні; для розділення нейтральних і неіонізованих сполук) 
Клас Б (високоочищені, менш кислотні, для розділення сполук іонної природи, 
іонізованих й основних сполук). Подивіться на Рис. 10. Як змінюється форма піків при 
розділенні трициклічних антидеприсантів залежно від класу силікагелю. 
 


Характеристика пористих полімерів та інших носіїв 


Як нерухомі фази використовують пористі полімери: полістирол, 
дивінілбензен/полістирол, заміщені метакрилати, полівінлспирти. Часточки полімерів або 
повністю пористі, або пелікулярні. До основних переваг у порівнянні з силікагельними 
фазами відносять: використання широкого інтервалу кислотності (рН = 1-13), розділення 
сполук сильно основної природи при високих рН дає гарну форму піка, сильне 
утримування за рахунок гідрофобних взаємодій, через їх стабільність при високих рН 
можна пропускати компоненти, що сильно утримуються з 0,1 М розчином лугу. Але вони 
проявляють низьку ефективність порівняно з силікагелем тієї ж зернистості і крім того 
набухають. Набухають полімери по різному залежно від органічних модифікаторів, а 
також особливо в градієнтному режимі, тому краще працювати в ізократичному режимі. 
Полімери з закріпленими –COOH, –SO3H, NH2, NR3+ групами використовують для 
розділення сполук кислотної та основної природи, розділення і вилучення сполук з 
біологічних рідин.  


У ВЕРХ використовуйють й інші носії, окрім силікагелю. Їх характеристики 
підсумовані нижче. 


1. Al2O3  
 Переваги:  рН до 12 
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 Обмеження: Не підходить для карбоксильних сполук – зв'язуються необоротно  
 Застосування:Розділення слабкополярних сполук, основних сполук 
2. ZrO2  (Пористі мікросфери, непористі ультрамікросфери)  
 Переваги:  рН  =1-14, t  до 100˚С 
 Обмеження: Необхідно виключити попадання фосфатів, фторидів, та ін. жорстких 


кислот Льюїса, карбоксильних кислот, СО2  
 Застосування: Розділення сполук з сильно вираженими основними властивостями 
3. Графітовий вуглець  
 Переваги: Будь-яка t˚С і рН  
 Обмеження: Низька ефективність, крихкість  
 Застосування: Розділення гідрофільних сполук, геометричних ізомерів. 


 


Обернено-фазові сорбенти в ВЕРХ 


Обернено-фазові сорбенти можна розділити на дві групи за конфігурацією неполярної 
функціональної групи: лінійноалкільні та з фенільними групами.  


Для ОФ ВЕРХ отримують фази на основі силікагелю, який ковалентно модифікують 
органосиланом. Багато привитих фаз отримують використовуючи монофункціональний 
реагент (Рис. 11. (А)). Деякі комерційні сорбенти модифікують трифункціональним, або 
біфункціональним силаном і отримують полімерний поверхневий шар (Рис. 11,( В) і (С)).  


 


Рис. 11. Схема синтезу фаз для ОФ ВЕРХ. 
На наступному малюнку представлені різні типи ковалентно привитих силанів на 
силікагель. У випадку (а), Рис. 12 бачимо вертикально полімеризовану фазу, що 
отримують за реакцією з ді або трифункціональним силаном. Такі полімерні фази більш 
стабільні, ніж мономерні при низьких значеннях рН. Випадок (б), Рис. 12 це привиті 
силани за так званою горизонтальною полімеризацією. Ці матеріали показують найкращу 
стабільність при низьких і високих рН.  
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Рис. 12 (а). Вертикальна полімеризація.  
 


Рис. 13 (б). Горизонтальна полімеризація. 
 


На Рис. 14 маємо мономерні структури. Перевагаю монофункціональних силанів є їх 
відтворюваність: як згадувалось вище, одна силанольна група взємодіє з однією 
молекулою силану утворюючи передбачувану структуру. У випадку (б) Рис. 14 бачимо 
просторовий захист поверхні носія. Про це детально поговоримо пізніше.  


  


Рис. 14 (а). Мономерна фаза, диметил-
заміщена. 
 


Рис. 15 (б). Мономерна фаза,  
стерично захищена.  
 


На поверхню силікагелю закріплюють С2, С8, С18, фенільні, алкіламіно, аміно, нітро, 
діольні групи (Табл. 7). Найбільш поширені С18. Що стосується фаз з нітро та 
аміногрупами, то їх застосування базується на тому, що вони мають короткий 
аліфатичний місток(С3), полярна група не приймає участі в розділенні за ОФ механізмом, 
вона модифікує в деякій мірі селективність.  


Фаза C18  може бути з високим (12% С) або низьким навантаження (менше 8% С); з 
блокуванням залишкових груп – ендкепінгом, або без нього; з деактивованою основою 
(видаляються йони металів) або необробленою, полімерною або мономерною. 


Зупинимося більш детально на недоліках таких фаз та способах їх усунення. До недоліків 
таких фаз відносять: 


1.Обмежений допустимий діапазон рН; 


2.Сорбційну активність залишкових силанольнимх груп. Крім ОФ механізму супутнім є 
адсорбційний та іонообмінний, що виникає внаслідок залишкових силанольни х груп. 
Тому проводять так званий ендкеппінг – обробку триметилхлорсиланом; 







3. Не можна застосовувати 100% водний елюент – труднощі при розділенні 
високополярних сполук. Іноді виникає така ситуація, коли відносно невеликі добавки 
органічного розчинника приводять до різкого зменшення розчинності сполук, що 
розділяються, а також коли аналіти слабко утримуються стаціонарною фазою. В багатьох 
випадках аналізуюча сполука настільки полярна, що додавання 5% органічного 
модифікатору в РФ призводить до виходу даної сполуки з мертвим обємом на звичайній 
С18колонці. Вода не проникає в пори адсорбента, гідрофобні взаємодії сусідніх алкільних 
груп викликають «згорнення» вуглеводневого ланцюга привитої фази. Ррізко зменшується 
контакт компонентів з НФ – маємо катастрофічне зменшення часу утримування. Нові 
розробки в цьому напрямі, а саме нові фази з “полярною вставкою” – амідною, 
карбаматною, карбоксильною, або ефірною групою вводяться в алкільний ланцюг 
привиттої фази якнайближче до поверхні силікагелю, роблять фазу набагато більше 
гідрофільною (Рис. 16). Таку «обернену-фазову» і в тойже час «полярну» фазу успішно 
застосовують з елюентами, в яких органічний розчинник відсутній. 


Таблиця 7. Обернено-фазні привитофазнісорбенти. 


Закріплена фаза  Скорочення  Структура  


Диметил   -(СН3)2  


Триметил (метил)  С1  -(СН3)3  


Етил  С2  -СН2СН3  


Бутил  С4  -СН2СН2СН2СН3  


Циклогексил  СН  -СН2СН2СН2С6Н11  


Гексил  С6  -СН2(СН2)4СН3  


Феніл а)   -СН2СН2СН2С6Н5  


Октил  MOS, С8  -СН2(СН2)6СН3  


Введений октил б)  
 


-CH2CH2CH2OCONHCH2(CH2)6CH3  


Октадецил  ODS, С18  -СН2(СН2)16СН3  


Введений октадецил в)  
 


-CH2CH2CH2NHCOCH2(CH2)16CH3  


 


Інший варіант при розділенні високополряних сполук – це полярний ендкепінг, але 
структури таких фаз тримають в комерційній таємниці. 


Підвищення гідрофобності НФ забезпечує достатню кількість гідрофобних взаємодій і 
збільшує утримування гыдрофобних сполук. Так звані колонки з «довгим алкільним 
ланцюгом» (С27-С30), не тільки забезпечують краще утримування порівняно з 
традиційними С8 та С18 колонками, але мають і більшу рН стабільність за рахунок 
сильного екранування поверхні силікагеля довгими алкільними ланцюгами, а головне 
більш стійкі при роботі з водними РФ. Остання властивість напевно пов'язана з 
конфармаційними змінами в НФ, що відбуваються при температурах близьких до 
темпеператур плавлення вуглецевоводневих лігандів. Так температура плавлення С18-







ліганда (С18Н38) становить 29-30˚С, а температура плавлення С30-ліганда (С30Н62) 68-69˚С 
.Тобто при температурі хроматографування 30-40˚С (яку найчастіше використовують як 
робочу температуру) фаза С30 знаходиться в твердому станіі і тому стійка водних умовах, 
а фаза С18 – в рідкому, її ліганди більш рухливі, і, відповідно, менш стійкі до дії водних 
елюентів. 
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Рис. 16. Одна з конформацій алкільного замісника фази Zorbax Bonus RP-C18. 
 
Утримування на оберено-фазових привитифазних сорбентах в ОФ ВЕРХ має 
наступні закономірності: 


 Чим більша площа поверхні, тим більше утримування (к) 
 Для гідрофобних взаємодій чим більша концентрація Карбону в фазі, тим більше 


утримування 
 Якщо розділення сполук відбувається за ОФ механізмом (з органічною 


стаціонарною фазою) і НФ механізмом (з залишковими силанольними групами) 
вміст Карбону відіграє меншу роль в утримуванні 


 Утримування сполук збільшується на фазах із збільшенням довжини вуглецевого 
ланцюга  
С18 > С8 > С3 >С1, але немає надто сильної різниці між довголанцюговими 
карбоновими ланцюгами (С8≈С18) 


Висновки, що стосуються стабільності привитих фаз наступні:  
 Довголанцюгові привиті фази більш стабільні, ніж коротколанцюгові  
 Стабільність фази визначається типом силікагеля і привитої фази 
 Стабільність фази залежить від рН РФ, буферного розчину, органічного 


модифікатору. Низькі значення рН, високі температури, РФ з великим вмістом 
води сприяють гідролізу Si– O–Si зв’язку, тобто відриву привитої фази (Рис. 17) 


 Полімеризовані стаціонарні фази мають кращу стабільність, але тут є компроміс з 
відтворюваністю під час синтезу 


 Стабільність покращують модифікуючи поверхню силікагелю об'ємними 
замісниками (діізопропільними або діізобутильними группами (Рис. 18). Однак при 
цьому зменшується вміст вуглецю у фазі, що призводить до зменшення 
утримування 


 Розчинення силікагелю при помірних і високих рН зменшується після проведення 
ендкепінгу  
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Рис. 17. Незахищені фази. Рис. 18. Стерично захищені фази. 
 


Вказівки щодо розробки методик з рН 7 і вище: 


 Використовуйте максимально модифіковану стаціонарну фазу з довголанцюговими 
органічними групами; 


 Використовуйте силікагель-носій отриманий за золь-гель процесом; 
 Використовуйте цитратні та боратні буферні розчини, щоб зменшити розчинення 


носію (уникайте фосфатних, амонійних і карбонатних); 
 Концентрація буферного розчину має бути від 0,001 до 0,05 М; 
 Температура термостату колонки має бути ≤ 40˚С; 
 Використовуйте буферні катіони  Li⁺ >Na ⁺ > K ⁺ > NH4 ⁺ для кращої стабільності 


колонки; 
 Використовуйте колонки з ендкепінгом ; 
 Додавайте основний модифікатор в РФ (наприклад, триетиламін).  


Іонообмінні фази 


За природою поверхневих груп іоннообмінні фази можна виділити в такі типи: 


 Фази, що містять іонообмінні групи (Іонообмінні смоли (кополімери стиролу і 
дивінілбензену з привитими функціональними групами; модифіковані силікагелі, 
пелікулярні (використовуються в перед-колонках). 


 Фази, що не несуть заряд (краун-ефіри, краун-тіоефіри, циклічні поліаміни і 
криптанди);  


Розглянемо їх детальніше. Іонообмінні смоли  - це кополімери стиролу і дивінілбензену з 
привитими функціональними групами (Рис. 19). Полімер з високим ступенем зшивання, 
тобто з великим вмістом дивінілбенезену (8-30% дивінілбенезену) витримує високий тиск 
без стиснення, не змінює об'єм в різних розчинниках. Застосовують такі полімери для 
хроматографії іонів, а полімери з малим ступенем зшивання (2-4%) застосовують для 
хроматографії макромолекул. Зазвичай – це мікрочасточки менше 10 мкм, з діаметром пор 
= 5-10 мкм, ємність яких складає від 0,5 до 10 ммольекв/г.  


При використанні модифікованих силікагелей немає проблем набухання і відсутня 
“усадка”. Стійкі до дії буферних розчинів і температури до 80ºС. Однак мають невеликий  
інтеревал кислотності застосування (2> рН> 7,5). Ефективність таких сорбентів приблизно 
така як для обернено-фазових сорбентів  з однаковою зернистістю.  







Іонообмінні полімери поділяють на 4 категорії: сильні кислотні катіонообмінники, слабкі 
кислотні катіонообмінники; сильні основні аніонообмінники, слабкі основні 
аніонообмінники. В Табл. 8 наведений список найбільш поширених іонообмінних 
полімерів.  


Таблиця 8. Приклади найбільш поширених іонообмінників. 


Тип  Функціональна група  Приклади  


Сильний катіонообмінник  Сульфокислота  –SO3⁻, –CH2CH2SO3⁻  


Слабкий катіонообмінник  Карбонова кислота  –COO⁻, –CH2COO⁻  


Сильний аніонообімнник  Четвертинний амін  –CH2N(CH3)3⁺ 


–CH2CH2N(CH2CH3)3⁺ 


Слабкий аніонообмінник  Амін  –NH3⁺ 


–CH2CH2NH(CH2CH3)2⁺  


Іонообмінні фази застосовують для розділення амінокислот (катіонообмінники та 
ініонообмінники на полімерній основі). Як відомо моносохариди, олігосахариди, 
полісахариди проявляють слабкі кислотні властивості (рК в межах 12-14). Їх розділяють в 
сильнолужному середовищі (0,1 М розчині NaOH). В цьому випадку використовують 
аніонообмінники також на полімерній основі. За допомогою аніонообмінників можна 
проаналізувати аніони, що відрізняються ступенем окиснення: фосфіти, фосфати, 
пірофосфати або сульфіти і сульфати. Катіони різних металів (лужних, лужноземельних), 
іони одного і того ж металу з різним ступенем окиснення. ІО хроматографія – найкращий 
метод розділення  ііоногенних сполук. 
Сильні кислотні аніонообмінники місять групу сульфокислоти, що є в аніонній формі, і 
таким чином іонообмінна в сильнокислому розчині. Функціональні групи слабкого 
кислотного катіонообмінника повністю протоновані при рН < 4, таким чином втрачає 
свою іонообмінну здатність. Сильноосновний іонообмінник має групу четвертинної 
аміонійної солі, тому має позитивний заряд навіть в сильно лужних розчинах. Слабкий 
основний аніонобмінник, залишається в протонованій формі лише при рН, що є 
слабоосновними. В більш лужному середовищі слабкий основний аніонообмінник втрачає 
свій позитивний заряд і свою іонообмінну здатність.  
Реакція іонного обміну з моновалентним катіоном, М+, з сильним кислотно обмінним 
центром наведена нижче.  
−𝑆𝑂3− − 𝐻+(т) + 𝑀+(в)  −𝑆𝑂3− −𝑀+(т) + 𝐻+(в)  
Константа рівноваги для реакції іонного обміну, яка також називають коефіцієнтом 
селективності записується як:  
𝐾 =  {−𝑆𝑂3−−𝑀+}[𝐻+]


{−𝑆𝑂3−−𝐻+}[𝑀+] , 
 


(2) 
 


де фігурні скобки позначають поверхневу концентрацію. Константу розподілу, 
використовуючи константу рівноваги можна записати наступним чином:  


𝐷 =  
кількість 𝑀+ в стаціонарній фазі


кількість 𝑀+ в рухомій фазі
=  


{−𝑆𝑂3− −𝑀+}
[𝑀+] =  𝐾


{−𝑆𝑂3− − 𝐻+}
[𝐻+]  


(3) 


Константа розподілу є функцією концентрації Н+, а тому рН рухомої фази. 







Селективність визначається тим, чи полімер включає сильний чи слабкий обмінний центр 
і від ступеня зшивання. Останній фактор найбільш важливий, тому що від ступеня 
зшивання залежить проникність, а тому доступність іонообмінних центрів. Приблизний 
порядок селективності для типового сильного кислотного катіонообмінника, в порядку 
зменшення коефіцієнту розподілу є наступним: 
Al3+ >Ba2+ > Pb2+ > Ca2+ > Ni2+ > Cd2+ > Cu2+ > Co2+ > Zn2+ > Mg2+> Ag+ > K+ > NH4


+ > Na+ > 
H+ > Li+  


 


 
 
Рис. 19. Структура стиролу, дивінілбензену і модифікованого стирол-
дивінілбензенового кополімеру. Іонообмінні центри позначені через R.  
Запам’ятайте, що високозаряджені іони зв’язуються набагато сильніше ніж іони з низьким 
зарядом. Всередині групи іонів подібного заряду більш сильно зв’язуються ті, що мають 
менший гідратований радіус чи ті, що більш поляризовані.  
Для сильного основного аніонообмінника порядок наступний: 
SO4


2–>I – >HSO4
– >NO3


– >Br– >NO2
– >Cl– >HCO3


– > CH3COO– >OH– >F–  
Іонообмінні матеріали відрізняються константами рівноваги для різних катіонів. Зазвичай, 
порядок зменшення наступний: Ba2+ > Pb2+ > Ca2+ > Cu2+ > Mg2+ > K+ > NH4


+ > Na + > Н+.  


Найслабкіша взаємодія сорбенту з Н+. Слід також пам’ятати, що константа рівноваги 
залежить від йонної сили, тобто приведений ряд активності відноситься до проб,  в яких 
вміст іоногенних речовин приблизно однаковий.  


Іонообмінні матеріали відрізняються за константою рівноваги для різних аніонів. 
Зазвичай, порядок зменшення К наступний:  


цитрат > CrO4
2– > РО4


3– > оксалат > SO4
2– > NO3


– > Br– > NO2
– > Cl– > CH3COO– > OH–> 


F– 
Взаємодія з OH– дуже слабка. Слабка взаємодія OH– з поверхнею говорить про те, що під 
час аніонообмінного розділення краще за все використовувати саме цей протиіон.  
 Іонно-захисна колонка (ion-suppressor column) – колонка, що використовується для 
зменшення електропровідності РФ в іонообмінній хроматографії  
Таку колонку поміщають між аналітичною колонкою і детектором, ця колонка селективно 
вилучає іони електроліту РФ без видалення іонів розчиненої речовини. Напиклад, в 
катіонообмінній хроматографії використовуючи розбавлений розсин НСl як РФ, захисна 
колонка містить аніонообмінний полімер.  Реакція йонного обміну наступна:  
𝐻+(в) +  𝐶𝑙−(в) +  𝑅+���� − 𝑂𝐻−  =  𝑅+���� − 𝐶𝑙− +  𝐻2𝑂(в)  







 
Бачимо, що НСl замінюється молекулою води. Катіони аналітів елюються як основна сіль, 
а не хлоридна.  
У випадку, якщо РФ містить карбонат натрію, реакція йонного обміну наступна: 


2𝑁𝑎+(в) + 𝐶𝑂32−(в) +  2𝑅−���� − 𝐻+ =  2𝑅−���� − 𝑁𝑎+ +  𝐻2𝐶𝑂3(в)  
 


 


Нормальні фази 


Існує три типи нормальних фаз. 


 1. Немодифіковані (Аl2О3 , SiO2, графітованний Карбон, ZrO2, гідроксиапатит 
[Са10(РО4)6(ОН)2]. Утримування на немодифікованому носії зумовлено виключно 
адсорбцією і десорбцією аналізуючих речовин поверхнею сорбента. В цьому процесі 
аналітзаміщує компоненти РФ, що адсорбовані поверхнею.  


2. Модифіковані з нанесеними неорганічинми (Ag⁺) або органічними (гліколі) 
речовинами. Наприклад, колонки з силікагелем, що містить йони Ag⁺ використовують для 
розділень сполук, що відрізняються ступенем ненасиченості. Механізмом утримування 
тут лишається адсорбція. Для колонок з  органічним модифікатором утримування 
забезпечується розподілом аналітів між двома рідинами.  


(3) Модифіковані з закріпленими речовинами на основі SiO2, останнім часом і на Аl2О3 , 
ZrO2. Утримування забезпечується  адсорбційно-розподільчим механізмом між РФ і 
закріпленою.  


Для НФ ВЕРХ найчастіше використовуються алкіламінні, алкілдіольні, алкілнітрильні 
фази. 


Ціанопропільна фаза проявляє слабкополярні властивості і є слабким акцептором при 
утворенні водневих звязів, діольні та амінофази сильнополярні і є сильними акцепторами і 
донорами при утворенні водневих звязків, нітрофази надто полярні і виступають як сильні 
акцептори при утворенні водневих звязків. 


Хіральні фази 


Хіральні нерухомі фази  використовують для розділення енантіомерів (оптично активних 
ізомерів). 


Перший тип фаз, що з’явився були фази на основі амінопропілкремнезему з хіральною 
амінокислотою, яка закріплена або ковалентно, або за іонообмінним механізмом (Pirkle 
phases). Другий тип на основі полісахаридів: целюлозі і амілозі. Більшість з них 
отримують шляхом осадження на силікагелі. Полімерні фази на основі бичачого 
сироваткового альбуміну або α1-кислотних гликопротеїнів, що закріплені на силікагелі, 
естерифікованій целюлозі і хіральних циклодекстринах використовуються в ОФ 
розділеннях. Останні α -, β-, γ- циклодекстрини утворюють  порожнини, в які можуть 
попадати енантіомери. Хіральні фази формують комплекси з аналітами звязуванням їх  в 
певних положеннях через водневі звязки, п-п і диполярні взаємодії. Крім того, стеричне 
відштовхування, розчинник, рН, іонна сила і температура впливають на утримування. 
Якщо сумарна адсорбційна енергія двох енантіомерів відрізняється, тоді можливе 
розділення. І ще один тип – це модифіковані смоли і модифікований силікагель. В цьому 
випадку перед розділенням проходить утворення координаційних сполук, які містять 
донори електронів (Нітроген, Сульфур, Оксиген) аналіту та йони металу (найчастіше Сu, 
Zn, Ni, Cd).  Більш детально про хоральні фази див. розділ хоральна хроматографія. 


Перенесення методики 







Іноді перед аналітиками постають певні задачі. Так, іноді слід збільшити вихід речовини 
(перехід від аналітичного розділення до виділення речовини і її очищення), підвищити 
чутливість (змінити розміри колонки з метою покращення виявлення за рахунок 
середньої концентрації аналізу в піці на вході в детектор) і збільшити пропускну 
здатність. У таких випадках, використовуючи прості математичні перетворення для 
зміни умов методики, досягають необхідного виходу речовини, чутливості і пропускної 
здатності.  
При перенесенні методики з застарілих колонок з зернистістю 5 чи 10 мкм на сучасні 
колонки з зернистістю з меншими часточками і меншою довжиною досягають зменшення 
тривалості аналізу та витрат розчинників, підвищення чутливості, покращення 
придатності під час роботи з іонними джерелами мас-спектрометричних детекторів. 
Залежність витрати елюентів від відношення діаметрів колонок описується формулою (4): 


Витрати кол. 1 × �
Діаметр кол. 2
Діаметр кол. 1


�
2


= Витрати кол. 2 


 


(4) 


 
Приклад № 1. 
Знайдено, що оптимальна швидкість потоку для колонки з внутрішнім діаметром 4,6 мм, 
заповненої сорбентом з розміром частинок 5 мкм, складає 1,5 мл/хв. Якою буде 
оптимальна швидкість потоку для колонки з внутрішнім діаметром 2,1 мм, заповненої 
такими ж частинками? Скільки необхідно елюента для 10-хвилинного розділення на 
кожній з колонок? 
Розв’язок: 
Об’ємна швидкість пропорційна квадрату внутрішнього діаметра колонки: 


Швидкість (для 2,1мм) = 1,5мл хв⁄ ×
(2,1мм)2


(4,6мм)2 = 0,31мл хв.⁄  


Для колонки з внутрішнім діаметром 4,6 мм витрачається 15 мл елюента, а для колонки з 
діаметром 2,1 мм – лише 3,1 мл, тобто практично в 5 разів менше. 
Приклад № 2. 
Розрахуйте об’єм проби (в мкл), який займе зону в 1 мм по висоті колонки з внутрішнім 
діаметром: (а) 2,1 мм та (б) 4,6 мм, за умови, що рухома фаза займає 65 % внутрішнього 
об’єму колонки.  
Розв’язок: 
а) Розрахуємо об’єм проби в см3: 


𝑉 = 𝐿𝜋𝑟2 = 0,1см × 3,14 × (0,105см)2 = 0,0035см3 = 3,5мкл. 


Оскільки рухома фаза займає 65% внутрішнього об’єму колонки, то розрахуємо дійсний 
об’єм проби: 


3,5 мкл × 0,65 = 2,3мкл 


б) Аналогічно: 


0,1см × 3,14 × (0,23см)2 × 0,65 = 0,0108см3 = 10,8 мкл. 


Це означає, що висота хроматографічного піка буде однаковою, якщо ввести 2,3 мкл 
проби в колонку з внутрішнім діаметром 2,1 мм або 10,8 мкл – в колонку з внутрішнім 
діаметром 4,6 мм, тобто при 5-кратній різниці в об’ємі проби. Тому, якщо обмежень по 
об’єму проби немає, то не обов’язково використовувати вужчу колонку. 







 


Вважається, що колонку мають однакову роздільну здатність при  рівному співвідношенні  
довжини 𝐿 до зернистості 𝑑𝑝 (5).  


𝐿1
𝑑𝑝1


=
𝐿2
𝑑𝑝2


 (5) 
 


 
Так колонку довжиною 250 мм з зерном сорбенту 5 мкм (250 ÷ 5 = 5) можна замінити 
колонкою довжиною 150 мм з розміром зерна сорбенту 3 мм (150 ÷ 3 = 5). При цьому 
витрати розчинника змінюються пропорційно 𝐿1 /𝐿2. Так перехід від колонки довжиною 
250 мм на колонку з довжиною 150 мм дасть 1,6-кратну економію розчинників (250 ÷
150 = 1,66). Якщо вводяться проби рівної маси чутливість також підвищується в 1,6 раза 
за рахунок меншого розмивання піку при проходженні хроматографічної зони через більш 
коротку колонку з тією ж ефективністю. 
Об’єм  проби розраховують використовуючи вільні об’єми колонки (6): 


Об’єм проби кол. 1 × �
Об′єм кол. 2
Об′єм кол. 1


� = Об’єм проби кол. 2 
(6) 


Для ізократичного розділення вказаних перетворень, зазвичай, достатньо, для переносу 
методики майже без змін в роздільній здатності. Для покращення результатів перерахунку 
вводять додаткові параметри. Перший – відношення ефективності колонки до лінійної 
швидкості потоку, відповідно до рівняння Ван-Деємтера. Другий параметр відображає 
вплив поза колонкового розмивання на фактичну чи емпіричну ефективність колонки.  
Для залежностей, що математично описані Ван-Деємтером, - ефективності колонки від 
лінійної швидкості потоку, маємо наступну закономірність: значення оптимальної 
швидкості потоку тим більше, чим менша зернистість сорбенту (Рис. 20). 


 
Рис. 20. Залежність ПВЕТТ від лінійної швидкості потоку для хроматографічних 
колонок з різною зернистістю. 







Чим менший об’єм колонки, тим менші об’єми піків. Якщо при цьому використовується 
сорбент з більш дрібними часточками, то об’єми піків ще зменшуються. Рідинний 
хроматограф по суті, в тій частині, де роходять аналіти, - це набір капілярів, які 
сполучаються фітингами. Цим зумовлено розмивання хроматографічних зон. Сукупне 
розмивання піків від інжектора до детектора негативно впливає на показники колонки. 
Тому розрахована ефективність може бути значно нижчою, ніж розрахована на основі 
теорії. Для ВЕРХ типові виміряні значення розмивання від 20 до 100 мкл. Це сильно і 
непропорційно впливає на найменші колонки з найменшою зернистістю, які мали б 
допомогти виявити піки мінімально можливим об’ємом. Тому слід зменшувати поза 
колонкові об’єми.  
В градієнтних режимах, коли склад рухомої фази змінюється на початковій стадії аналіза 
до тих пір, поки цільові сполуки не будуть елююватися з колонки, перенос методики 
передбачає збереження крутизни градієнта. Якщо за таблицею градієнтного режиму 
зобразити його графік у вигляді ломаної, то кожен з її відрізків буде описуватись 
рівнянням (7). В такому випадку відома зміна об’єму колонки при переносі методики 
може бути використана для точного перерахунку умов градієнтного режиму. 


Крутизна град. , % =  �
(кінц. % − поч. %)


кількість об′ємів кол.
� 


 


(7) 
 


 
Велике значення крутизни, тобто велика швидкість зміни складу елюенту в градієнтному 
режимі, відповідає великій швидкості і малій роздільній здатності; при менших значення 
крутизни досягається краща роздільна здатність, однак за рахунок деякого зниження в 
чутливості і збільшенні витрат елюенту. 
Перенесення методики буде успішним тільки при прийнятті заходів щодо зменшення 
позаколонкового розмивання, оскільки для невеликих колонок, які забезпечують високу 
роздільну здатність інакше неможливо досягти задовільної ефективності. 
Вплив температури елюента на проведення хроматографічного аналізу. 
Температура хроматографічної колонки є дуже важливим параметром в хроматографії. 
Використання підвищених температур в ізотермічному режимі аналізу змінює 
селективність розділення, сприяє зниженню в’язкості розчинника (знижується робочий 
тиск в системі), дозволяє збільшити ефективність колонки. При підвищенні температури 
на  50°С в’язкість елюенту знижується приблизно на 50 %. В’язкість змінюється 
відповідно до зміни температури і одночасно впливає на швидкість елюенту.  А 
підвищення швидкості прискорює елюювання речовин, які сильніше утримуються. 
Стабілізація температури також підвищує точність кількісних визначень. Піки стають 
більш симетричними, скорочується тривалість аналізу. 
Вплив температури на час утримування: час утримування окремого компонента проби 
буде зменшуватися на 1-3% зі збільшенням температури колонки на 1°С. На жаль, вплив 
температури на селективність розділення не можна описати простим правилом. 
Розділення однієї пари піків може покращуватися при підвищенні робочої температури 
колонки, тоді як селективність розділення сусідніх піків може погіршуватися. Але 
контроль температури колонки є дуже важливим при розділенні складних 
багатокомпонентних сумішей. 
Підвищення температури еквівалентне переходу до розчинника з більшою елюючою 
силою. Полярний модифікатор при підвищенні температури легше десорбується з 







активних центрів адсорбенту – з’являється можливість сильніше адсорбувати розчинні 
речовини, їх об’єми утримування збільшуються.   
Однак слід пам’ятати, що підвищення температури може сприяти руйнуванню деяких 
термолабільних сполук. Крім того, пришвидшується руйнування фази, силікатна основа 
починає розчинятися або з неї змивається закріплена фаза. Цей процес також значно 
залежить від рН водної частини елюента.  
 
Контрольні запитання: 
 
1. Класифікація хроматографічних колонок та їх параметри відповідно до їх розмірів, 


діаметра зерен, об’ємів проб. 
2. Колонки на основі металорганічної структури. 
3. Чіпи для РХ-МС визначення. 
4. Геометрія колонок, їх приготування і правила зберігання. 
5. Матеріали для упаковки колонок. 
6. Вплив зменшення внутрішнього діаметру ВЕРХ-колонки на інтенсивність сигналу 


УФ-детектору. 
7. Взаємозв'язок між розміром зерен фази та тиском в системі. 
8. Обернено-фазові та нормально-фазові сорбенти в ВЕРХ. 
9. Принцип використання іонно-захисної колонки в ВЕРХ. 
10. Класифікація хіральних фаз. 
11. Знайдено, що оптимальна швидкість потоку для колонки з внутрішнім діаметром 4,6 


мм, заповненої сорбентом з розміром частинок 3 мкм, складає 2,0 мл/хв. Якою буде 
оптимальна швидкість потоку для колонки з внутрішнім діаметром 2,1 мм, заповненої 
такими ж частинками? Скільки необхідно елюента для 5-хвилинного розділення на 
кожній з колонок? 


12. Розрахуйте об’єм проби (в мкл), який займе зону в 1 мм по висоті колонки з 
внутрішнім діаметром: (а) 2,1 мм та (б) 4,6 мм, за умови, що рухома фаза займає  
70 % внутрішнього об’єму колонки.  
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ЧУТЛИВІСТЬ І СЕЛЕКТИВНІСТЬ ВИЗНАЧЕННЯ 


 
У більшості випадків ВЕРХ-визначення аналітів проводять з УФ-детектуванням, 
використовуючи або спектрофотометричний, або діодноматричний детектор. 
Альтернативні детектори головним чином використовують, коли: 


 Речовини не мають УФ-поглинання або воно не значне; 
 Концентрації аналітів надто малі для УФ-детектування; 
 Наявний значний вплив матриці; 
 Необхідна якісна структурна інформація. 


Тип детектору та процедура детектування впливають на відклик у трьох взаємопов’язаних 
напрямах: чутливість, селективність, шум базової лінії. Так, на Рис. 1 продемонстровано 
наскільки важливий правильний вибір довжини хвилі (λ, нм).  


 


 
 


Рис. 1. Залежність чутливості визначення від умов визначення проби  
н-бутанолу. Умови хроматографування: колонка С8 розміри 15 × 0,46 см, 7 мкм; 
рухома фаза: 25 % ацетонітрил – 1 мМ фосфорна кислота; швидкість потоку 2,0 
мл/хв; кімнатна температура; УФ детектор. (а) детектування при довжині хвилі 
200 нм; (б) детектування при 184 нм. 
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На Рис. 1.а представлена хроматограма старих зразків н-бутанолу при детектуванні на 
довжині хвилі λ = 200 нм. Як видно з Рис. 1 а жодного піку на хроматограмі при 200 нм  
не спостерігається, тоді як при λ = 184 нм на хроматограмі достатньо чітко видно 8 піків 
(Рис. 1 б).  


Селективність детектору ілюструє Рис. 2.а:  


 


 


Рис. 2. Залежність чутливості визначення рибофлавіну виділеного з корму для собак 
за допомогою катіонообмінної ВЕРХ від умов визначення. Умови 
хроматографування: колонка ZIPAX SCX, розміри колонки 100 × 0,21 см; рухома 
фаза: вода; швидкість потоку 1,0 мл/хв; кімнатна температура. (а) УФ детектування 
при 365 нм; (б) флуорисцентне детектування, збудження відбувається при 365 нм, 
емісія – при 530 нм.  


Пік рибофлавіну на хроматограмі практично повністю перекривається з піками речовин, 
що заважають і раніше елюються. При заміні УФ-детектору Рис. 2 а на флуориметричний 
детектор (Рис. 2.б) спостерігається набагато краща селективність детектування. При 
використанні флюорометричного детектору можна вже кількісно визначати рибофлавін.  
На Рис. 3 а показано наскільки важливий шум базової лінії при лімітуючому детектуванні 
і визначенні. 
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Рис. 3. Співвідношення сигнал/шум (S/N’): шум як функція умов детектування; час 
відгуку змінюється від 0,1 до 5 сек. 


 


На Рис. 3 а співвідношення сигнал/шум = 4, тому точно оцінити висоту піку чи площу не 
можна. За інших параметрів детектування (Рис. 3.б. 3.в.) шум базової лінії зменшується, а 
співвідношення сигнал/шум  зростає до 19 (Рис. 3. 3.в.). 


УФ-детектування 


Рис. 4 схематично ілюструє будову Уф-детекторів. Джерелом випромінювання, зазвичай, 
є дейтерієва лампа. Вона випромінює світло від 190 до 400 нм. Якщо необхідно 
детектувати аналіти у видимій області, вище 400 нм, в такому разі використовують 
високоенергетичну вольфрамову галогенідну лампу (хоч дейтерієва лампа ще придатна 
при λ більше 400 нм). Випромінювання від лампи проходить через УФ-проточну кювету, 
яка під’єднана до колонки і направлена на діод (чи фототрубку), що вимірює 
інтенсивність випромінювання. Зазвичай, потік світла від лампи направляється на діод 
порівняння для того, щоб виміряти початкову інтенсивність випромінювання. Детектор 
конвертує сигнал з двох діодів в поглинання (𝐴), що збирається в систему даних. 


𝐴 = 𝑙𝑜𝑔
𝐼0
𝐼


 (1) 


Відповідно до закону Бера концентрація аналіту в проточній кюветі пов’язана з 
поглинанням 𝐴 , молярним коефіцієнтом світло поглинання 𝜀 і довжиною проточної 
кювети Lfc.  


 
𝐴 = 𝑐𝜀𝐿𝑓𝑐 (2) 
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Випромінювання з лампи попадає на систему ґраток через вхідну щілину і фокусується на 
дзеркалі 1 (Рис. 4). Положення ґратки можна змінювати для того, щоб пряме 
монохроматичне випромінювання вибраної довжини хвилі падало на дзеркало 2, а звідти 
на вихідну щілину. Для детекторів із змінною довжиною хвилі детектування система 
ґраток розміщена між лампою та проточною кюветою. У діодноматричних детекторів 
система ґраток розміщується після проточної кювети, тому можна вимірювати сигнал при 
різних довжинах хвиль. 


 
 


 


 


Рис. 4. Спектрофотометричний детектор. 


ВИБІР ДОВЖИНИ ХВИЛІ 


Для того, щоб отримати достовірний аналітичний результат слід обережно ставитися до 
вибору довжини хвилі детектування. Для її вибору спочатку отримують УФ-спект 
поглинання аналіту, якщо його не має в бібліотеці даних. Якщо є стандарти зразків, тоді їх 
УФ-спектри записують до розробки методики визначення аналіту. Діодно матричний 
детектор дозволяє записувати спектри всіх компонентів під час розробки методу. Для 
проведення УФ-детектування необхідно, щоб 𝜀 було більше ніж 10 за λ  > 185 нм. Для 
визначення слідових концентрацій аналітів 𝜀 має бути > 1000. Аналіз слідових 
концентрацій аналізів з 𝜀 < 100, зазвичай, неможливий з УФ-детектуванням. На Рис. 5 
зображені спектри деяких сумішей, що поглинають при низьких довжинах хвиль. 
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Рис. 5.  УФ спектри сумішей, що поглинають лише при низьких довжинах хвиль. 


Для насичениих гідрокарбонів та їх аміно- чи нітрилпохідних УФ-визначення неможливе. 
Насичені гідрокарбони, заміщені етер (−О−), гідрокси (−ОН), хлор (−Cl), карбокси 
(−COOH), чи еcтер (−COOR) групами мають граничне поглинання (𝜀 < 210 нм)  при 
низьких значеннях λ  (від 185 до 210 нм). Сполуки з більшими значеннями  детектують 
при більших довжинах хвиль. Молярні коефіцієнти поглинання та оптимальні довжини 
хвиль детектування різних функціональних груп наведені в Табл. 1. Ароматичні сполуки, 
зазвичай, мають значення ε > 1000 при λ > 210  нм. 


ПОГЛИНАННЯ РУХОМОЇ ФАЗИ 


Рухома фаза без проби має достатньо гарно пропускати випромінювання за довжини хвилі 
детектування. Шум нульової лінії збільшується, а чутливість визначення зменшується, 
якщо інтенсивність випромінювання, досягнувши фототрубки детектора, зменшується. 
Дослідження в роботі [1] показали, що шум нульової лінії збільшився, коли для РФ 
оптична густина складає більше 0,7.  
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Таблиця 1. Молярні коефіцієнти поглинання деяких функціональних груп. 


Назва Хромофор 𝝀, нм 


  


𝜺 
Ацетиленід ─ С═С─ 175-180 6,000 
Альдегід ─СНО 210 1,500 
  280-300 11-18 
Амін ─NH2 195 ─ 
Азид C═N 190 5,000 
Азосполуки ─N═N 285-400 3-25 
Бісульфід ─S─S 194 5,500 
  255 400 
Бромід ─Br 280 300 
Карбоксил ─COOH 200-210 50-70 
Естер ─COOR 205 50 
Етер ─O─ 185 1,000 
Іодид ─I─ 260 400 
Кетон C═O 195 1,000 
  270-285 15-30 
Нітрат ─ONO2 270 12 
Нітрил ─C≡N 160 ─ 
Нітрит ─ONO 220-230 1,000-


2 000   300-400 10 
Нітросполуки ─NO2 210 Високий 
Нітрозосполуки ─N═O 302 100 
Оксим ─NOH 190 5,000 
Сульфон ─SO2 180 ─ 
Сульфоксид S═O 210 1,500 
Тіоефір ─S─O─ 194 4,600 
  215 1,600 
Тіокетон C═S 205 Високий 
Тіол ─SH 195 1,400 
Ненасичені вуглеводні ─(C═C)3─ 260 35,000 
Спряжені ─(C═C)4─ 300 52,000 
 ─(C═C)5─ 330 118,000 
Аліфатичні ─C═C─ 190 8,000 
 ─(C═C)2─ 210-230 21,000 
Аліциклічні ─(C═C)2─ 230-260 3,000-


8 000  C═C─C≡C 291 6,500 
Змішані групи C═C─C═N 220 23,000 
 C═C─C═O 210-250 10,000-


20 000   300-350 Низький 
 C═C─NO2 229 9,500 
Бензен C6H6 184 46,700 
  202 6,900 
  255 170 
Дифеніл C12H10 246 20,000 


 







Цей результат підтвердив, що поглинання РФ повинно бути меншим, ніж 0,5 при довжині 
хвилі детектування. Коли поглинання РФ перевищує 1 детектор може стати непридатним 
для аналізу. Табл. 2 ілюструє поглинання розчинників і добавок, що додають до 
розчинників, в ОФ ВЕРХ від довжини хвилі.  
Вода не поглинає вище 180 нм, тому її не розглядають як компонент РФ. Розглянемо 
розчинники та добавки, що можуть бути використані при детектуванні на довжині хвилі 
200 нм ( А < 0,5 ). Табл. 3 ілюструє типові суміші розчинників і води (не добавок), які 
можна використовувати для УФ-детектування при 200 нм або вище.  
Таблиця 2. УФ-поглинання розчинників і добавок до розчинників в ОФ ВЕРХ в 
залежно від довжини хвилі. 


  Поглинання (AU) за довжини хвилі (нм) 
200 205 210 215 220 230 240 250 260 280 


Розчинники           
Ацетонітрил 0.05 0.03 0.02 0.01 0.01 <0.01     
Метанол 2.06 1.00 0.53 0.37 0.24 0.11 0.05 0.02 <0.01  
Дегазований    1.91 0.76 0.35 0.21 0.15 0.06 0.02 <0.01   
Ізопропанол 1.8 0.68 0.34 0.24 0.19 0.08 0.04 0.03 0.02 0.02 
Тетрагідрофуран           
Свіжий 2.44 2.57 2.31 1.8 1.54 0.94 0.42 0.21 0.09 0.05 
Застарілий >2.5 >2.5 >2.5 >2.5 >2.5 >2.5 >2.5 >2.5 2.5 1.45 
Кислоти і основи           
Оцтова кислота, 1 % 2.61 2.63 2.61 2.43 2.17 0.87 0.14 0.01 <0.01  
Хлороводнева кислота, 6 мМ (0,02%) 0.11 0.02 <0.01        
Фосфорна кислота, 0,1 % <0.01          
Трифтороцтова кислота           
0,1 % у воді 1.2 0.78 0.54 0.34 0.2 0.06 0.02 <0.01   
0,1 % в ацетонітрилі 0.29 0.33 0.37 0.38 0.37 0.25 0.12 0.04 0.01 <0.01 
Двоосновний фосфат амонію,  50 мМ 1.85 0.67 0.15 0.02 <0.01      
Триетиламін, 1 % 2.33 2.42 2.5 2.45 2.37 1.96 0.5 0.12 0.04 <0.01 
Буфери і солі           
Ацетат амонію, 10 мМ 1.88 0.94 0.53 0.29 0.15 0.02 <0.01    
Карбонат амонію, 10 мМ 0.41 0.1 0.01 <0.01       
ЕДТА, 1 мМ 0.11 0.07 0.06 0.04 0.03 0.03 0.02 0.02 0.02 0.02 
N-(2-гідроксиетил)піперазин-N’-2-
етансульфокислота, 10 мМ рН 7,6 


2.45 2.5 2.37 2.08 1.5 0.29 0.03 <0.01   


MES (2-(N-морфоліно)етансульфокислота, 
10 мМ рН 6,0 


2.42 2.38 1.89 0.9 0.45 0.06 <0.01    


Фосфат Калію           
Одноосновний, 10 мМ 0.03 <0.01         
Двоосновний, 10 мМ 0.53 0.16 0.05 0.01 <0.01      
Ацетат Натрію, 10 мМ 1.85 0.96 0.52 0.3 0.15 0.03 <0.01    
Хлорид Натрію, 1 М 2.00 1.67 0.4 0.1 <0.01      
Цитрат Натрію, 10 мМ 2.48 2.84 2.31 2.02 1.49 0.54 0.12 0.03 0.02 0.01 
Формат Натрію, 10 мМ 1.00 0.73 0.53 0.33 0.20 0.03 <0.01    
Фосфат Натрію, 100 мМ, рН 6,8 1.99 0.75 0.19 0.06 0.02 0.01 0.01 0.01 0.01 <0.01 
Трис-хлороводнева кислота, 20 мМ           
рН 7,0 1.4 0.77 0.28 0.10 0.04 <0.01     
рН 8,0 1.8 1.9 1.11 0.43 0.13 <0.01     
Детергенти (ПАВи)           
Brij 35 (23 лаурилетер), 1 % 0.06 0.03 0.02 0.02 0.02 0.01 <0.01    
СHAPS (3-(3-хлорамідопропіл)-
диметиламоній)-1-пропансульфо-нат), 0,1 
% 


2.4 2.32 1.48 0.8 0.4 0.08 0.04 0.02 0.02 0.01 


SDS (додецилсульфат натрію), 0,1% 0.02 0.01 <0.01        
Triton X-100, 0,1% 2.48 2.5 2.43 2.42 2.37 2.37 0.5 0.25 0.67 1.42 
Tween 20 ( поліоксоетиленсорбітану 
монолаурат), 0,1% 


0.21 0.14 0.11 0.1 0.09 0.06 0.05 0.04 0.04 0.03 
 


 







Таблиця 3.  Корисні суміші розчинників із низьким фоновим поглинанням ( < 0,5 
AU)  при λ  ≥ 200 нм. 


Рухома фаза водні розчини 


0-26 % метанол-вода 


0-28 % ізопропанол 


0-20 % ТГФ 


0-100 % ацетонітрил-вода 


ACN-вода з домішками 


0,2 % оцтова кислота 


0,4 % трифтороцтова кислота 


250 мМ NaCl 


> 25 мМ фосфат калію (натрію) (рН < 5) 


25 мМ фосфат калію (натрію) (рН < 6,8) 
 


Для суміші ацетонітрил-вода можливе детектування аж до зазначених концентрацій 
добавок в Табл. 3 при 200 нм і вище. Детектування в діапазоні 185÷200 нм і більше в 
більшій мірі обмежене. При 190 нм ацетонітрил для ВЕРХ має А = 1,0. Тому його 
максимальна концентрація в РФ  при 190 нм не повинна перевищувати 50%. Добавки, які 
поглинають нижче 200 нм з концентраціями 1 мМ і вище, − фосфорна кислота та 
аліфатичні аміни. 
У НФ ВЕРХ використовують розчинники, що в основному мають сильніше поглинання, 
тому детектування при вищих довжинах хвиль є більш проблематичним. Табл. 4 ілюструє 
дані поглинання для деяких розчинників при різних λ. 
Таблиця 4. УФ поглинання нормально-фазових розчинників в залежності від 
довжини хвилі. 


Розчинник 
Поглинання (А) при відповідних довжинах хвилі (нм) 


200 210 220 230 240 250 260 


Етилацетат >1.0 >1.0 >1.0 >1.0 >1.0 >1.0 0.10 


Етиловий ефір >1.0 >1.0 0.46 0.27 0.18 0.10 0.05 


Гексан 0.54 0.20 0.07 0.03 0.02 0.01 0.00 


Метилхлорид >1.0 >1.0 >1.0 1.4 0.09 0.00 0.00 


Метил-t-бутилхлорид >1.0 0.69 0.54 0.45 0.26 0.11 0.05 


н-пропанол >1.0 0.65 0.35 0.15 0.07 0.03 0.01 


і-пропанол >1.0 0.44 0.20 0.11 0.05 0.03 0.02 


ТГФ >1.0 >1.0 0.70 0.50 0.30 0.16 0.09 
 


Крім того, пам’ятайте, що розчинники та добавки в Табл. 2-4 можуть поглинати в УФ 
діапазоні за рахунок домішок або деградації розчинників під дієї світла чи повітря. Якщо 







поглинання розчинників значно більше, ніж приведені значення в Табл. 2-4, вони скоріше 
за все забруднені. Зауважимо, що значення для триетиламіну в Табл. 2 для забрудненої 
проби, однак навіть свіжі розчини аліфатичних амінів можуть значно поглинати при 220 
нм і нижче. 


СИГНАЛ, ШУМ, ТОЧНІСТЬ ВИМІРЮВАНЬ 


Шум базової лінії містить дві компоненти: низькочастотний внесок від самого 
випромінювання і електроніки детектора та високочастотний внесок від температурних 
флуктуацій, «шуму» насосу, і/чи від забрудненої колонки. 
Високочастотний шум є досить важливим для часу відклику 1 с, а long-term noise1 для 
часу відклику 5 с. Точність вимірювання точно можна оцінити як функцію сигнал/шум. 
Шум (ширина) базової лінії N’ може бути описаний розподілом Гауса з шириною 4σ. 
Тому одиничне вимірювання поглинання базової лінії на кожній стороні піку має 
невизначеність чи стандартне відхилення δ = N’/4. Вимірювання висоти піку потім є 
результатом  трьох вимірів (з кожної сторони висоти і в максимумі піку), тому 
невизначеність вимірювання висоти результуючого піку грубо оцінюють як 31/2δ ≈ N’/2. 


Відхилення пов’язане з співвідношенням шум/сигнал наступною формулою: 


𝐶𝑉 ≈ 100 
𝑁′/2
𝑆


≈
50
𝑆/𝑁′


 
(3) 


 


𝐶𝑉 – коефіцієнт відхилення. 


Наприклад, якщо S/N’ = 4,2, то 𝐶𝑉 = ± 12 %. 


Мінімальну масу аналіту, яку можна кількісно виміряти виражається рівнянням: 


мінімальна маса (мкг) =  
1.25 × 105𝑀𝑉𝑚(1 + 𝑘)𝑁′


(𝐶𝑉)𝑁1/2𝐿𝑓𝑐𝜀
 


(4) 


 


де   


𝑀 – молекулярна маса (моль/г), 


𝑉𝑚 – мертвий об’єм колонки (мл), 


𝑁’ – шум базової лінії (в одиницях A), 


𝐶𝑉 – необхідна точність (%), 


𝑁 – ефективність, 


𝐿𝑓𝑐 – довжина оптичного шляху проточної кювети (см), 


𝜀 – молярний коефіцієнт поглинання. 


                                                           
1  Циклічність такого шуму триває впродовж тривалого часу, наприклад, впродовж всього 
аналізу. 







В результаті усереднення системою даних, експериментальні значення мінімальної 
концентрації можуть бути дещо меншими ніж значення, отримані за даними розрахунків. 


ЗБІЛЬШЕННЯ СПІВВІДНОШЕННЯ СИГНАЛ/ШУМ З МЕТОЮ 
ПОКРАЩЕННЯ ТОЧНОСТІ ВИМІРЮВАННЯ 


Коли точність вимірювання коливається при зміні концентрації, то кращу точність можна 
отримати збільшуючи співвідношення сигнал/шум. Це досягають збільшенням сигналу 𝑆 
або зменшенням шуму 𝑁’. Максимальний сигнал отримують при довжині хвилі в 
максимумі поглинання. Шум несильно змінюється при 200 нм і вище. Для довжин хвиль, 
що лежать менше 200 нм, шум збільшується швидко, особливо для детекторів зі старими 
лампами. Сигнал можна збільшити або збільшенням концентрації аналіту, або довжиною 
проточної кювети. Концентрація аналіту в проточній кювети [2] виражається рівнянням : 


𝐶 =
0.4 С0𝑉𝑠(𝑁)0,5


𝑉𝑚(1 + 𝑘)
 


(5) 


 


З рівняння (5) видно, що сигнал  можна збільшити наступним чином: 


Збільшити концентрацію аналіту С0, 


Збільшити інжекційний об’єм проби 𝑉𝑠,  


Збільшити ефективність 𝑁, 


Зменшити об’єм колонки 𝑉𝑚, 


Зменшити утримування аналіту 𝑘. 
Однак слід пам’ятати, що великий об’єм проби веде до уширення піку і низької 


роздільної здатності. Також колонки, що мають дуже маленький об’єм (вузькі або короткі) 
чи малі часточки (< 5 мкм) можуть призвести до того, що піки будуть вузькими.  


Високочастотний шум можна зменшити збільшенням часу відклику. Однак 
збільшення часу відклику веде до уширення або затягування піку, а іноді навіть до втрати 
сигналу. Як видно з Табл. 5, коли τ зростає від від 0,1 до 1,0 с шум зменшується 
принаймні в 4 рази, а висота піку не змінюється.  
Таблиця 5. Вплив часу відгуку на чутливість детектування. 


Час відгуку, τ (сек) Сигнал (висота піку), 10-5 А Шум, 10-5 А 𝑆/𝑁’ 
0.1 46 11.0 4.2 
1.0 46 3.0 15.3 
2.0 43 2.0 21.5 
4.0 39 2.0 19.5 
5.0 38 2.0 19.0 


 


При подальшому збільшенні τ до 4 с шум зменшується далі від 33 × 10-5 до 2 × 10-5. 
Сигнал (висота або площа) теж зменшується внаслідок розмивання піку через великі 
значення τ. Однак співвідношення сигнал/шум збільшується далі до максимального 
значення 21,5 для τ = 2,0 с. Подальше збільшення  призводить до зменшення сигналу але 
не шуму, тому співвідношення сигнал/шум потім зменшується. 
Для даного прикладу оптимальне значення  с. В інших випадках оптимальне значення τ 
буде залежати також від початкової ширини піку і  відносної значимості високочастотного 
вкладу від високочастотного шуму. Оптимальне значення  залежить також від того, чи 
висоту чи площу використовують в розрахунках. Висоту піка краще використовувати в 
розрахунках при визначенні слідових кількостей аналіту.  







Шум збільшується при ослабленні випромінювання (коли працюємо зі старою лампою). 
Подвоєння шуму зафіксовано, коли енергія лампи зменшилась до 15 % від початкової. 
Тому точність може змінюватися з часом для одного і того ж детектору або від детектору 
до детектору. Пульсації тиску дають вклад в високочастотний шум. Шум базової лінії 
цього типу характеризується звичайним зростанням і падінням базової лінії, що відповідає 
циклічності пульсацій насосу. Коли змішування двох (або більше) розчинників 
відбувається в он-лайн режимі і їх поглинання відрізняється, то РФ що виходить з насосу 
теж впливає на коливання сигналу. В такому випадку коливання базової лінії «зростання-
падіння» подібні до коливань спричинених пульсаціями насосу, однак відрізняються 
циклічністю, коливання від РФ характеризуються різним циклічним часом пульсацій. 
Такий шум, пов'язаний з поглинанням РФ усувають додаванням сполуки, що не 
утримується і  поглинає в УФ області до одного з цих розчинників для урівноваження їх 
поглинань. 
Інший вклад в високочастотний шум – це результат від забрудненої колонки від 
попередніх інжектувань проби. Такий шум типовий для «брудних» проб: біологічних 
рідин, природних вод і грунтів, органічних реакційних сумішей. В такому випадку 
впродовж деякого часу після самого аналізу елюються компоненти у вигляді шуму. Такий 
шум зменшують декількома шляхами: очищенням проби чи очищенням колонки 
сильними розчинниками до проведення аналізу, використанням захисної колонки, 
проведенням градієнтного елюювання, переключанням колонки. Табл. 6 підсумовує 
систематичні підходи з метою збільшення чутливості детектування. 


Таблиця 6. Систематичні підходи з метою збільшення чутливості УФ детектування 
(S/N’). 
 


1 
Виберіть довжину хвилі у максимумі поглинання аналіту, тобто при 
максимальному значенні ε (𝑆). 


2 Інжектуйте максимально можливий об’єм проби (𝑆). 


3 
Попередньо сконцентруйте аналіт з метою збільшення його маси в пробі, що 
інжектується (𝑆). 


4 Зменшіть k по можливості (𝑆). 


5 Розгляньте альтернативний детектор (не УФ детектор) (𝑆). 


6 Збільшіть час відклику (𝑁’). 


7 Впевніться, що стара лампа замінена новою (𝑆, 𝑁’). 


8 Використовуйте демпфер для зменшення «шуму» від насосу (𝑁’). 


9 Оцініть поглинання розчинників, якщо використовується он-лайн змішування (𝑁’). 


10 
Мінімізуйте пізнє елюювання компонентів за допомогою очищення проби, 
градієнтного елюювання, перемикання колонки (𝑁’). 


Обмеження при УФ-хроматографуванні наступні: 


1. Контроль за температурою має бути до 0,01°С, якщо обмеження за шумом 
складає 10-6 одиниць поглинання. 







2. Об’єм кювети детектора неповинен перевищувати 8 мкл на сантиметр 
оптичного шляху для стандартних аналітичних хроматографічних колонок і 2 мкл для 
тонких колонок. 


3. Константа часу має бути 0,04 с. 
4. Рухома фаза повинна поглинати незначно або зовсім не поглинати. 
Межа виявлення аналіту в моль · см-1 · л1 виражається рівнянням (6): 
 


2 × шум
𝐿𝑓𝑐𝜀


 
(6) 


 


Межа виявлення виражена в перерахунку на масу виражається рівнянням (7): 
 


2 × шум × (фактор розбавлення) × (розмір проби, л) × (Мол.маса)
𝐿𝑓𝑐𝜀


 
(7) 


 
Для звичайних комерційних поглинальних детекторів можна детектувати 1 нг 
інжектованого аналіту чи інжектованої проби з концентрацією 5 × 10-7 М. 
На сьогодні використовується три типи УФ-видимих детекторів: з фіксованою довжиною 
хвилі (оптичні фільтри виділяють дискретні довжини хвиль), з змінною довжиною хвилі 
(УФ-видимий спектрофотометр), скануючий детектор при різних довжинах хвиль. 
Перший тип найдешевший і дає найменший шум, зазвичай, менше ніж 0,0001 одиниць 
поглинання, чутливість на нг-рівні для сполук. Другий детектор можна використовувати в 
широкому інтервалі довжин хвиль від 190 до 600 нм, але він більш дорогий ніж перший і 
дає в 5 – 10 разів більший рівень шуму ніж фільтровий фотометр. Третій тип детекторів 
найдорожчий, але має найбільше переваг: можна отримати трьохмірні хроматограми часу 
виходу від довжини хвилі і від поглинання, можна вилучити дані при інших довжинах 
хвиль з пам’яті, визначати чистоту піку. 


УНІВЕРСАЛЬНІ ДЕТЕКТОРИ  


Якщо аналіт не поглинає в УФ області  УФ-детектор непридатний для аналізу. Через те, 
що аналіти мають малі значення молярних коефіцієнтів світлопоглинання, а РФ не 
дозволяє проводити визначення в близькій УФ-області, або через низьку концентрацію 
аналітів не можна досягнути необхідного співвідношення сигнал/шум. Але перед тим як 
відмовитися від УФ-детектору слід використати рівняння (4), щоб підтвердити 
неможливість використання даного детектору. Універсальні детектори дають відклик для 
більшості компонентів проби, навіть тих, що мають низьку УФ чутливість. Універсальні 
детектори в основному використовують в наступних випадках: (1) для проб, в яких 
присутні аналіти з дуже низькими значеннями; (2) з метою забезпечення більш 
репрезентативного аналізу для невідомих проб за допомогою нормалізації площі, (3) коли 
РФ сильно поглинає в УФ області. 


Традиційно, найчастіше використовують універсальний оптичний детектор рефрактометр 
(Рис. 6). 







 


 


Рис. 6. Рефрактометр. 


Він реагує на показник заломлення, – фізичну характеристику всіх сполук. Однак 
компоненти РФ, добавки РФ також дають відклик при використанні рефрактометричного 
детектору. При зміні розчинника в градієнтному режимі відбувається відповідна зміна 
показника заломлення елюента, змінюється базова лінія. Тому не можна використовувати 
градієнтний режим аналізу, а ще слід дотримуватися точної температури, і, звичайно, 
уникати пухирців повітря в РФ. Не можна застосовувати рефрактометр, також коли 
показники заломлення елюенту та аналіту дуже близькі. Диференційний рефрактометр 
показує різницю в показниках заломлення між рухомою фазою і тим елюентом, що 
витікає з колонки. Чутливість, яка складає мікрограми, у порівнянні з іншими детекторами 
невелика, крім того детектор дуже чутливий до температури та швидкості потоку. 
Температуру слід контролювати аж до 0,001°С.  Рефрактометри в основному 
застосовують в гель-проникній хроматографії. 
Принцип роботи рефрактометричного детектора полягає в кількісному вимірюванні 
різниці показників заломлення n між розчином зразку в рухомій фазі і чистою рухомою 
фазою. Вимірювання показників заломлення здійснюється за зміною кута світлового 
променя, що пройшов крізь кювету з розчином зразку в РФ, та кювету з розчином 
порівняння (РФ). Зміна кута світлового променя детектується диференційним фотодіодом, 
сигнал на якому підсилюється, фільтрується і направляється на аналоговий вихід 
детектора. Зміну сигналу детектора обраховувють за законом Снедля (8): 


𝜑 = (𝑛1 −  𝑛2)𝑡𝑔𝛼 (8) 


де n1 і n2 – показники заломлення рідини, відповідно, в рабочій та еталонній 
кюветах, α – внутрішній кут кювети.  


Другий тип універсального детектору − evaporative light scattering detector  (ELC) – 
пароутворюючий детектор світлорозсіювання. Схематично ELC показано на Рис. 7 
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Рис. 7. Схема ELC детектора. 


Потік, що йде від колонки розпилюється і випаровується в  трубці. Часточки аналіту 
детектуються в світлорозсіювальній кюветі. Тому використання ELC обмежене 
використанням нелеткими аналітами і леткими органічними фазами. Але цей тип 
детектору можна використовувати в градієнтному режимі, і також, коли хроматографують 
сильно забруднені проби. Обидва універсальні детектори мають подібну чутливість для 
однакових проби. Аналізують проби, в яких вміст аналіту 1 мкг/мл і вище. Чутливість 
детектору приблизно на два порядки менше, ніж для УФ-детектування сполук з гарними 
хромофорними властивостями. Табл. 7 підсумовує інші характеристики цих двох 
детекторів.  


ФЛУОРЕСЦЕНТНЕ ДЕТЕКТУВАННЯ 


Детектування, яке основане на флуоресцентних властивостях аналіту чутливе і 
селективне, ідеальне для аналізу слідових кількостей аналіту і комплексних проб. 
Флуоресцентний детектор приблизно в 3 рази більш чутливий, ніж УФ-детектор. ВЕРХ 
методи з флуоресцентним детектуванням використовують для визначення низьких 
концентрацій аналіту ( нг/мл, пг/мл). Лінійний діапазон для цих детекторів практично 
такий як для УФ детекторів (від 103 до 104). Перевага флуоресцентного детектору над УФ 
детектором – це здатність дискримінувати аналіт від супутніх речовин і піків фону. 
Необхідно завжди розглядати склад рухомої фази, так як деякі сполуки можуть гасити 
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світіння. Уникайте хлорованих гідрокарбонів і солей, що утворені важкими атомами, 
такими як Br, I, Cl; і важких металів. 
Таблица 7. Характеристики універсальних ВЕРХ-детекторів. 


Характеристика УФ-детектор ELSD 


Застосування з градієнтним елююванням − + 


Застосування он-лайн перемішування для 
ізократичного розділення − + 


Застосування зі змінними зразками + − 


Застосування зі сталими буферами і добавками + − 


Вплив забруднення РФ Значний Мінімальний 


Негативний вплив зміни температури РФ + − 


Можливість спотворення піків аналітів + − 


Стрибки значень нульової лінії при t0 Великі Маленькі 


Лінійність детектору + − 


Наявність обов’язкової вентиляції − + 


Зручність в роботі − + 
 


У порівнянні з фотометричним детектором флюорометричний вимірює сигнал проти 
холостого елюенту (припускається, що розчинник не флуоресціює). Це призводить до 
меншого шуму і кращої чутливості. Селективність флюорометричного детектору теж 
краща, так як аналіт поглинає випромінювання певної довжини хвилі і випромінює теж 
певної довжини хвилі. Дві або більше речовин можуть поглинати при одній довжині 
хвилі, але випромінювати при різних довжинах хвиль (деякі можуть не випромінювати). 


 Схема флюорометричного детектору приведена на Рис. 8. Випромінювання від ламп 
проходить через фільтр-збудження, який дає монохроматичне випромінювання необхідної 
довжини хвилі для збудження молекул проби. Збуджуюче випромінювання досягає 
проточної кювети, де під його впливом молекули проби флуоресціюють (випромінюють) 
при вищій довжині хвилі, ніж при довжині хвилі збудження. Інший фільтр займає таке 
положення, щоб збирати випромінювання при 90° по відношенню до початкового 
напряму потоку збудження. У такий спосіб тільки випромінювання, що йде від проби 
попадає на фотопомножувач для вимірювання сигналу випромінювання. Доступні три 
типи флюорометричних детекторів: фільтр-фільтр, гратка-фільтр, гратка-гратка. Гратки 
дозволяють вибирати необхідну довжину хвиль, тоді як фільтри лімітують одиничну 
довжину хвилі (треба міняти фільтр для того, щоб отримати іншу довжину хвилі). Третій 
тип найбільш зручний, так як дозволяє вибрати будь-яку довжину хвилі збудження і 
поглинання, тому флуометри такого типу зручні для розробки методики. З інструментами 
типу фільтр-фільтр легше і простіше працювати, вони дешевші і мають кращу чутливість, 
вони більш придатні для рутинних досліджень. Крім відмінностей, що отримуємо при 
переході від граткових флуометрів до флуорометрів з фільтрами, детектори можуть 
відрізнятися дизайном проточної кювети (1), способом збирання збуджуючого 
випромінювання (2), вибором лампи збудження – дейтерієвої, ксенонової, ксенон-
меркурієвої (3), одиничним чи подвійним променем (4). Тому різні моделі 







флюорометричних детекторів відрізняються своєю чутливістю, лінійністю і складністю 
перенесення методики з однієї моделі приладу на іншу. 


 


Рис. 8. Флюорометричний детектор типу «фільтр-фільтр». 


ЕЛЕКТРОХІМІЧНЕ ДЕТЕКТУВАННЯ 


Робота електрохімічних детекторів базується на визначенні електрохімічних властивостей 
сполук у потоці елюенту. Розрізняють детектори, які реагують або на зміну властивостей 
елюата, або на конкретний компонент елюата. До першого типу відносяться 
кондуктометричний детектор, до другого – амперометричний. Більшість електрохімічних 
детекторів працюють в амперометричного режимі, при якому підтримується постійна 
напруга між двома електродами, зануреними в потік елюента, і реєструється залежність 
сили струму від часу. Кондуктометричний використовується для іонної хроматографії. 
Амперометричний детектор за чутливістю і селективністю подібний до 
флуорометричного. Зазвичай,  флюорометричний – більш селективний, а амперметричний 
– більш чутливий. Амперометричний детектор використовують для детектування речовин, 
які легко окислюються чи відновлюються (феноли, меркаптани, аміни, ароматичні нітро - 
і галогенпохідних, альдегіди кетони, бензидину). Для ароматичних амінів та фенолів 
діапазон визначення варіюється від 10 пг до 1 нг речовини в інжекційній пробі. Такий тип 
детектору використовується дуже часто з дуже полярними РФ. Проточна кювета (5 мкл) 
являє собою канал в тонкій поліфллуорокарбоновій набивці між двома блоками, один з 
яких пластиковий, а інший зроблений з нержавіючої сталі, який є допоміжним 
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електродом. Робочий електрод поміщається вздовж однієї сторони каналу. Віддалений 
вниз за потоком електрод порівняння зв’язаний з робочим діапазоном коротенькою 
трубкою (Рис. 9). 


 


 


Рис. 9. Амперометричний детектор типу ‘wall-jet’. 
 


Перевагами електрохімічних детекторів є простота конструкцій, висока чутливість і 
селективність, незначна залежність вимірів від температури. До недоліками детекторів 
даного типу відносять нестабільність, зменшення чутливості з часом у зв'язку зі зміною 
характеристик електродів, значну залежність сигналу від витрат і чистоти елюенту і 
обмежене застосування в ВЕРХ з градієнтним елюювання. 


Таблица 8. Характеристики детекторів в рідинній хроматографії. 


Тип детектора Селективність* Межа 
чутливості** 


Чутливість 
до 
швидкості 
потоку 


Чутливість 
до 
температури 


Корисний 
градієнт 


Ультрафіолетовий С 5×10-10 - Низька + 
Інфрачервоний С 10-6 - Низька + 
Флуориметричний С 10-10 - Низька + 
Рефрактометр У 5×10-7 - ± 10-4°С - 
Кондуктометричний С 10-8 + ± 1°С - 
Масспектрометричний С 10-10 - - - 
Амперометричний С 10-10 + ± 1°С - 
Радіоактивний С - - - + 


* С = селективний, У= універсальний 


**Чутливість для відповідних зразків в г/мл. 


 


Ущільнююче кільце 


Робочий електрод 


Електрод порівняння 


Вихід 
 


Отвір для вводу розчинника 
Протиелектрод 


Потік з колонки 


Скловуглець 


Фіксуюче кільце 







 


КОНТРОЛЬНІ ЗАПИТАННЯ: 
 
1. Які типи детекторів найчастіше використовують у високоефективній рідинній 


хроматографії? 
2. Опишіть принцип дії УФ-детектора. 
3. Як впливає довжина хвилі на детектування речовини? 
4. Які значення повинен мати молярний коефіцієнт поглинання для УФ-детектування? 
5. Назвіть типові суміші розчинників і води (добавок), які можна використовувати для 


УФ-детектування при 200 нм і вище. 
6. Які компоненти включає в себе шум базової лінії? 
7. Точність вимірювання у ВЕРХ. 
8. Як можна збільшити сигнал аналіту? 
9. Запропонуйте підходи щодо збільшення чутливості УФ-детектування. 
10. Обмеження при УФ-хроматографуванні. 
11. Назвіть три типи УФ-детекторів. Дайте їм коротку характеристику. 
12. Назвіть відомі вам універсальні детектори для ВЕРХ. Дайте порівняльну 


характеристику. 
13. Опишіть принцип дії рефрактометра. 
14. На чому базується дія ELC детектору? 
15. Принцип роботи флюорометричного детектору. 
16. Три типи флюорометричних детекторів. Переваги і недоліки. 
17. Електрохімічне детектування. Переваги і недоліки. 
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Будова і принцип роботи рідинного хроматографа серії Agilent 1200 
 
Рідинний хроматограф включає 5 модулів: вакуумний дегазатор, чотири канальний насос, 
автоматичний пробовідбірник, термостат колонок і діодно-матричний детектор (Рис. 1). 
Модулі зв'язані між собою послідовно через CAN кабелі. Зв'язок з персональним комп'ютером 
відбувається через діодно-матричний детектор, який оснащений спеціальною платою (LAN-
інтерфейс). Прилад і комп'ютер утворюють локальну мережу з відповідними IP-адресами. Для 
перевірки зв'язку між комп'ютером і хроматографом на мережевому рівні можна 
використовувати команду Run. (Виконати.), після чого має з’явитися  ping. 
 


Кожен модуль містить індикатор стану. При включеному мережевому вимикачі індикатор 
стану може світитися червоним/жовтим/зеленим кольором, або не світитися. Якщо індикатор 
не світиться, інструмент знаходиться в стані готовності до аналізу. Зелений колір індикатора 
означає, що виконується аналіз. Жовтий колір означає стан неготовності. Червоний колір 
означає наявність інструментальної проблеми, яка робить подальшу роботу неможливою і 
вимагає втручання оператора. 
  
Відсік для розчинників 
Відсік для розчинників розташований зверху над модулем вакуумного дегазатора. Розчинники 
знаходяться в чотирьох ємкостях, звідки вони по чотирьох окремих каналах подаються в 
дегазатор. На вході кожного каналу знаходиться пристрій для фільтрування, – керамічна 
фрита з розміром пoр 20 мкм. Вона запобігає попаданню механічних домішок в потік елюента. 
 
Робота дегазатора 
Дегазація розчинника здійснюється в дегазаторі шляхом вакуумування (Рис. 2). Стандартний 
вакуумний дегазатор складається з вакуумного насосу і вакуумної камери. У вакуумній камері 
кожен з чотирьох каналів розчинника розгалужується на декілька капілярів, стінки яких 
проникні для розчиненого газу і непроникні для рідин. Вакуумний насос включається 
автоматично при включенні дегазатора, створює в камері необхідний рівень вакууму і 
відключається. При  проходженні розчинника через дегазатор розчинений в ньому газ 


 


Рис. 1. Блок-схема рідинного хроматографа Agilent 1200: вигляд спереду і 
ззаду. 
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дифундує через стінки капілярів. На виході з дегазатора розчинник практично не містить газу. 
В процесі роботи дегазатору вакуумний насос періодично включається для підтримки 
необхідного рівня вакууму. Об'єм кожного каналу усередині вакуумної камери складає 12 мл. 
Про це слід пам'ятати при зміні розчинників або при прокачуванні кожного каналу після 
тривалих перерв в роботі. Стан вхідних фільтрів для розчинників слід періодично 
контролювати, наприклад, таким чином. На вході в дегазатор від'єднують трубку, ведучу від 
ємності з розчинником. При задовільному стані фрити розчинник безперешкодно крапає з 
трубки. Швидкість прокрапування визначається типом розчинника. Забруднену фриту 
очищають. Для цього її від’єднують і поміщають на 1 год в стакан з концентрованою HNO3, 
потім промивають бідистильованою водою. 


 
Рис. 2. Принцип роботи вакуумного дегазатора. 


 
Робота насоса 
 З дегазатора дегазований розчинник поступає в насос (Рис. 3). Призначення насосу полягає в 
змішуванні розчинників для формування елюенту заданого складу і його подачі в колонку із 
заданою швидкістю потоку. Рідинний хроматограф Agilent 1200, що, укомплектований чотири 
канальним насосом, в якому змішування розчинників відбувається при низькому тиску. Кожен 
розчинник після дегазації поступає в насос по окремому каналу. Розчинники змішуються, а 
сформований елюент прямує в автоматичний пробовідбірник. Загальний вигляд чотири 
канального насоса і схема гідравлічних з'єднань дегазатору з насосом показані на Рис. 4. 
Чотири канальний градієнтний насос складається з швидкодіючого чотири канального 
градієнтного крану і голівки насосу, що містить два плунжери. Дозована подача елюенту в 
систему здійснюється голівкою насоса, здатною працювати при тиску до 400 атм. 
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Рис. 3. Схема гідравлічних з’єднань вакуумного дегазатора з чотири канальним 
насосом. 


 
 
 


Рис. 4. Загальний вигляд чотириканального насоса. 
 


 
Розчинники, що виходять з дегазатора, по окремих каналах поступають в чотири канальний 
градієнтний кран, який забезпечує їх відбір в заданому співвідношенні. Якщо співвідношення 
розчинників змінюється в процесі аналізу, говорять про градієнтне елюювання. З чотири 
канального градієнтного крану елюент виходить по одному каналу і через активний вхідний 
кран поступає в голівку насоса. 
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Голівка насоса складається з двох однакових плунжерних камер і демпферуючого пристрою 
між ними (Рис. 5). На вході в першу камеру знаходиться активний вхідний кран, а на виході – 
пасивний кульковий кран. Тому елюент рухається лише в одному напрямі. Вихід першої 
камери зв'язаний через кульковий кран і демпфер з вхідним отвором другої плунжерної 
камери. Елюент, що виходить з другої камери, прямує через пристрій дозування проби в 
колонку. Крім того, на виході з другої камери знаходиться  промивальний кран. Його 
використовують для промивання насосу. 
 


 


Рис. 5. Принципова схема і потоки розчинників в чотири канальному насосі. 


 
Кожна плунжерна камера насосу має привід з гвинтовою і кульковою передачею і сапфіровий 
плунжер, що здійснює зворотно-поступальний рух. Двигун приводить в рух обидва приводи в 
протифазі. Передавальні механізми обох приводів мають шестерні, кола яких співвідносяться 
як 2:1, внаслідок чого перший плунжер переміщається удвічі швидше другого. Елюент 
вводиться в камеру поблизу основи, заповнюючи зазор між камерою і плунжером, оскільки 
зовнішній діаметр поршня менше внутрішнього діаметру камери і виходить з верхньої 
частини камери. Перший плунжер може виштовхувати від 20 до 100 мкл елюенту. Робочий 
об'єм другої камери удвічі менший, тобто її заповнюють від 10 до 50 мкл елюенту (половина 
об'єму, що виштовхується з першої камери). Спочатку роботи перший плунжер опускається 
вниз, заповнюючи елюентом першу камеру насоса через активний вхідний кран. Одночасно 
другий плунжер піднімається вгору, виштовхуючи елюент з раніше заповненої другої камери 
в систему. Після проходження першим плунжером максимальної відстані вниз, активний 
вхідний кран закривається. Потім двигун починає переміщати перший плунжер до крайнього 
положення вгору, при цьому одночасно другий плунжер переміщається вниз. Завдяки цьому 
друга камера заповнюється елюентом, що виходить з першої камери через вихідний 
кульковою кран. При цьому друга камера відбирає лише половину об'єму, що виштовхується 
першим плунжером, а друга половина поступає в систему. Поки перший плунжер знову 
відбирає нову порцію елюенту, другий поршень виштовхує в систему запасений в ньому 
елюент. При цьому вихідний кульковий кран запобігає зворотньому потоку елюенту в першу 
камеру. 
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Рис. 6. Принципова схема і потоки розчинників в чотири канальному насосі. 


 
При експлуатації чотири канального насоса необхідно регулярно перевіряти пористий 
вихідний фільтр, що знаходиться в промивальному крані, щоб не допускати зайвих 
перевантажень вимірювального приводу голівки насоса. При використанні буферних розчинів 
перед виключенням хроматографа слід обов'язково промивати систему і насос водою, щоб 
уникнути випадання осадів солей усередині насоса або далі в системі.  чотири канальний 
градієнтний насос, що змішує розчинники при низькому тиску, вимагає обов'язкового 
видалення розчиненого газу з розчинників.  Якщо вакуумний насос дегазатора деякий час був 
вимкнений, в трубки що сполучають дегазатор з чотири канальним градієнтним краном за 
рахунок дифузії потрапляє повітря. Леткі компоненти елюенту, у свою чергу, можуть при 
цьому частково випаруватися. Тому після тривалого виключення приладу, насос і вакуумний 
дегазатор необхідно заповнити розчинником. Для цього прокачують розчинники із швидкістю 
5 мл/хв через кожен канал близько 30 мл, що відповідає приблизно двом об'ємам камери 
дегазатора, при відкритому промивальному крані. 
При експлуатації чотириканального градієнтного насосу можна оптимізувати наступні 
параметри, що допомагають стабілізувати потік елюенту: компенсацію стискання розчинника 
і мінімальний об'єм, що виштовхується.  Оптимізацію проводять у вікні редагування Pump 
Auxiliary: Instrument1.  Для цього на панелі інструментів вибирають Instrument/more 
Pump/auxilliary. 


 Компенсація стискання (Compressibility) – це параметр, який дозволяє стабілізувати 
потік відповідно до типу елюенту. При  роботі насоса під впливом плунжера 
розчинник в першій камері трішки стискається, тому реально об'єм, що 
виштовхується в систему  менше заданого. Так відбувається без компенсації 
стискання розчинників. Коли стискання розчинника задається, система розраховує 
необхідний компенсаційний об'єм, який додається до зворотного ходу поршня і 
компенсує втрату об'єму, що виштовхується за рахунок стискання. 


 Мінімальний об'єм, що виштовхується (Minimum stroke). Через стиснення елюенту 
в камерах насоса кожен хід плунжера викликає невелику пульсацію тиску, що 
приводить до невеликих коливань швидкості потоку елюенту, що виходить з насоса. 
Амплітуда пульсацій залежить від стискання розчинника і заданого об'єму, що 
виштовхується. При невеликих об'ємах, що виштовхуються частота пульсацій вища, 
а їх амплітуда менша, що зменшує вплив пульсацій на швидкість потоку. У 
градієнтному режимі менші об'єми, що виштовхуються, також зменшують 
коливання у складі розчинника на виході з насоса. У чотири канальному 
градієнтному насосі виштовхуваний об'єм може автоматично оптимізуватися 
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залежно від вибраної швидкості потоку. Для цього необхідно встановити 
виштовхуваний об'єм в режим АВТО. У автоматичному режимі хід першого 
плунжера насоса складає 20 мкл при потоках до 100 мкл/хв і збільшується лінійно до 
максимальної величини 100 мкл при швидкості потоку 5 мл/хв. У діапазоні 
швидкостей потоку між 5 і 10 мл/хв хід плунжера завжди рівний 100 мкл. 
Мінімальний виштовхуваний об'єм не може бути встановлений менше ніж той, який 
визначається автоматичним режимом. Великі значення встановити можна, але не 
рекомендується. 


 Максимальна швидкість зміни потоку (Maximum Flow Gradient). Ця величина 
визначає, наскільки швидко буде досягнута величина швидкості потоку елюенту при 
зміні її значення. Можливий діапазон зміни параметра 0,1-100 мл/хв2. При роботі з 
колонками, які чутливі до різких змін тиску, цей параметр бажано задавати як можна 
меншим. З чотири канального насоса сформований елюент через вихідний капіляр 
подається в автоматичний пробовідбірник. 


 
Основні параметри нового UHPLC хроматографа Agilent 1290 Infinity 
Двоканальний насос Agilent 1290 Infinity за потужністю не має собі рівних. За його 
допомогою можна відтворити будь-які раніше розроблені методики, як в «класичній» зоні 
HPLC (400 атм. – 5 мл/хв.), так і в UHPLC. Робочий тиск Agilent 1290 Infinity може сягати 
1200 атм. в діапазоні потоків до 2 мл/хв, а при 800 атм. підтримується швидкість потоку 5 
мл/хв. Внутрішній об’єм хроматографічної системи Infinity складає всього 10 мкл. Це в 
декілька разів нижче, ніж для будь-яких інших хроматографів. 
 
Особливості будови насосної системи Agilent 1290 Infinity 
Основна перевага насосної системи Agilent 1290 Infinity –  це здатність забезпечувати великі 
швидкості потоків при високих значеннях тиску. Не менш важливою являється здатність 
системи підтримувати потоки елюентів з мінімальним рівнем пульсації, які дають вагомий 
внесок в шум нульової лінії на хроматографах. Плунжери двоканального насосу виготовляють 
із спеченого карборунду (SiC), що володіє високою твердістю і хорошою теплопровідністю. 
Такі плунжери забезпечують ефективне відведення тепла. Кожен з чотирьох плунжерів, що 
складають насосну систему Agilent 1290 Infinity (Рис. 7),  працює під управлінням свого 
індивідуального мікропроцесору. Це створює унікальну систему активного демпферування 
пульсацій потоку без додаткових демпферів. Індивідуальне мікропроцесорне управління 
кожним з чотирьох плунжерів високого тиску зробило можливим зберігати стабільну 
швидкість подачі елюенту навіть при появі незначних протікань, не перериваючи проведення 
серії аналізів. Згладжування пульсацій потоку складає лише одну частину проблеми зниження 
шуму СФ-детекторів. 
 Додатковий вклад в шум детекторів вносять флуктуації складу елюента, які неминуче 
з’являються при роботі в градієнтних режимах. Додавання до насосної системи 
мікропотокового багаторівневого міксеру Jet Weaver мінімалізує флуктуації складу елюента, 
що в свою чергу, проявляється у вигляді мінімальних шумів при УФ-детектуванні. Робота 
цього унікального і незвичайно ефективного міксера основана на розгалуженні потоку на 
багато каналів, які витравлені в пластині з нержавіючої сталі, з наступним з’єднанням цих 
каналів в один потік. Схема мікропотокового міксера Jet Weaver об’ємом 25 мкл наведена на 
(Рис. 8). Міксер підвищує мертвий об’єм хроматомрафічної системи всього на 25 мкл. 
 







 
 
 


 
Рис. 8. Схема мікропотокового 
міксера Jet Weaver об’ємом 25 мкл. 


Таким чином, активне демпфірування, ефективний міксер, мінімальний внутрішній об’єм в 
поєднанні з високою потужністю насосної системи забезпечують необхідну умову для 
постановки практично будь-яких методик, в самій широкій області тисків і швидкостей 
потоків UHPLC. Хроматографів Agilent 1290 Infinity має найменшим об’ємом  з усіх видів 
хроматографів. Він дозволяє вирішувати відтворювати методики, що були розроблені раніше 
на будь-яких інших рідинних хроматографах. 
 
Дозуючий пристрій 
Дозуючий пристрій складається з плунжерного дозатора, шести портового перемикального 
крану, голки з приводом і петлі (Рис. 9). Голка приводиться в рух кроковим двигуном. Верхнє 
і нижнє положення голки регулюються світло відбиваючими датчиками на гнучкій платі, а 
положення «голка у віалі» визначається числом кроків двигуна від фіксованого верхнього 
положення. 
 Для дозування проб в автосамплері використовується такий самий плунжер і ущільнення, як в 
насосі. Об'єм проби, що вводиться, визначається числом кроків двигуна від вихідного 
положення плунжера (7 нл/крок), а вихідне положення реєструється світло відбиваючим 
датчиком на гнучкій платі. Технічні дані стандартного дозатора: максимальне число кроків - 


 
 


Рис. 7.  Насосна система двоканального градієнтного насоса Agilent 1290 Infinity. 
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15000, ціна поділок - 7 нл/крок, об'єм проби 0,1-100 мкл, з можливістю збільшення об'єму до 
1500 мкл при багатократному відборі.  


 


 
 


Рис. 9. Дозуючий пристрій. 
 


   
Відібрана проба потрапляє в петлю дозатора. Об'єм петлі дорівнює 200 мкл, що удвічі 
перевищує максимальний об'єм проби. Таким чином, зразок, що дозується, принципово не 
може попасти всередину плунжерної камери дозатора.  
Шести портовий перемикальний кран приводиться в рух кроковим двигуном. 
Використовуються лише 5 з шести портів (3-ій порт заглушений). Кран має керамічний 
статор, ущільнення ротора (стандартне з веспела, а для роботи при високих значеннях рН - з 
тефзела) і голівку з нержавіючої сталі. Внутрішні деталі і голівка скріплені трьома гвинтами. 
Кран може знаходитися в одному з двох положень: основному і байпасному. Перемикання 
крану з одного положення в інше відбувається дуже швидко (< 150 мс). 
 
Пристрій для перенесення віал 
Пристрій перенесення віал включає вузол, який може рухатися уздовж осі Х (рух вліво-
вправо), руку, яка рухається уздовж осі Z (рух вверх-вниз), і захватний механізм, який може 
обертатися (вісь θ) і захоплювати віалу (Рис. 10). 
 
 


Рис. 10. Пристрій перенесення віал. 
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Робота автоматичного пробовідбірника. 
Автоматичний пробовідбірник (Рис. 11) складається із стандартної касети на 100 віал, 
пристою перенесення віал із захватним механізмом, дозуючого пристрою з шести портовим 
перемикальним краном, а також материнської плати і джерела живлення. 


 


 
 


 
Рис. 11.  Основні вузли автоматичного пробовідбірника. 


 
Стандартна касета розрахована на 100 віал, які пронумеровані від 1 до 100. Об'єм віали 
дорівнює 1,8 мл. Рух пристрою перенесення віал і дозуючого пристрою управляється 
материнською платою, що обробляє сигнали оптичних датчиків і оптичних кодуючих систем. 
Захватний механізм пристрою перенесення віал витягує віалу з касети і переносить її в 
дозуючий пристрій. Для управління потоками елюенту використовується шестипортовий 
перемикальний кран, який приводиться в рух швидкодіючим електродвигуном. В процесі 
відбору проби перемикальний кран направляє потік елюенту по обвідній дорозі (у обхід 
автосамплера). В цей час захватний механізм витягує віалу із зразком з касети, і підводить її 
під голку. Голка опускається вниз, проколюючи септу, відбирає необхідний об'єм, який 
поступає в петлю дозатора. Потім перемикальний кран направляє потік елюенту по основній 
дорозі, тобто через петлю дозатора і голку, внаслідок чого зразок поступає в колонку. Такий 
спосіб дозування забезпечує повноту перенесення зразка в колонку і повне промивання голки 
з петлею пробовідбірника до моменту відбору наступної проби. 
 
Системи введення проб. Автосамплер 1290 Infinity 
Швидкісний автосамплер 1290 Infinity являє собою нове покоління пристроїв для 
автоматичного введення проби під тиском до 1200 атм. Він дозволяє проводити набір і 
вводити проби об’ємом від 0,1 до 40 мкл з високою точність без необхідності зміни петлі і 
втрати навіть мінімальної кількості проби. Проба набирається в петлю за допомогою 
дозуючого пристрою (Рис. 12). Потім голка опускається в сідло і кран-перемикач направляє 
потік через петлю в колонку. 
Конструкція автосамплера передбачає можливість промивання голки, як шляхом її занурення 
в флакон з розчинником, так і в середині спеціального промивного порту за допомогою 
перистальтичного насосу. Інертні матеріали, з яких виготовлена голка, капіляри та дозуючий 
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пристрій практично виключають перенесення проби. Декларується  мале значення 
перенесення проби за хлоргексидином (≤ 0,002%).  
Автосамрлер дозволяє вводити проби, як з флаконів на 2 мл, так і з двох планшет на 96 і 384 
лунки. Зовнішній термостат забезпечує збереження термочутливих проб при температурах від 
+ 40 до + 400С. 
Автосамплер Agilent 1290 Infinity дає можливість істотно скоротити цикл роботи за рахунок 
перекривання операцій підготовки наступної проби і проведення аналізу попередньої. Тим 
самим вдається скоротити час між пробами до декількох десятків секунд, що істотно підвищує 
загальну відтворюваність хроматографа  при виконанні масових швидкісних аналізів.  


 
Автосамплер  + Flex Cube 1290 Infinity 
В якості додаткового пристрою автосамплер може бути додатково вкомплектований 
приставкою  Flex Cube, яка розширює його можливості. До складу приставки входять 
шприцевий насос і додаткові крани-перемикачі потоків, як на лініях високого так і низького 
тиску. Flex Cube може бути з’єднана з автосамплером. При такій комутації автосамплер 
здійснює введення проби змінного об’єму (0,1 – 40 мкл) таким же чином, як і без приставки. А 
шприцевий насос високого тиску приставки  Flex Cube використовується для оберненої 
промивки сідла голки, що ще більше зменшує  перенесення проб і попереджає блокування 
сідла. При усіх перевагах такої схеми введення проби, автосамплер має внутрішній мертвий 
об’єм 70 мкл. 
Цей недолік може бути усунений при альтернативній комутації усіх елементів гідравлічної 
схеми, коли введення здійснюється з петлі фіксованого об’єму. В цьому випадку внутрішній 
мертвий об’єм автосамплера складає всього 10 мкл. 
Слід пам’ятати, що конфігурація з фіксованою петлею призначена, в основному для 
швидкісних і ультра швидкісних розділень. При цьому, передбачаючи, що сама проба не має 
цінності, тому промивання петлі, як мінімум п’ятикратним об’ємом проби, не являється 
критичним при проведенні таких аналізів. 


 


 
Рис. 12. Схема роботи автосамплера Agilent 1290 Infinity в режимі введення 


проби. В режимі промивання голка переводиться в промивний кран. 
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Етапи роботи автоматичного пробовідбірника в процесі відбору проби 
До початку відбору проби і в процесі аналізу кран-перемикач направляє потік елюенту за 
основним шляхом (mainpass). Основний шлях означає, що елюент з насосу потрапляє в кран 
через порт 1, рухається до порту 2, з якого подається в плунжерний дозатор, потім в петлю, 
голку, сідло голки і повертається в кран через порт 5, після чого через порт 6 прямує в 
колонку (Рис. 13). 


 
Рис. 13. Напрямок потоку елюенту по основному шляху. 


Рис.13. Напрямок потоку елюенту за основним шляхом. 
 
Щоб почати процес відбору проби кран перемикається в положення bypass, потік елюенту 
направляється за байпасним шляхом, в обхід автосамплеру (Рис. 14). Байпасний шлях означає, 
що елюент від насосу поступає в порт 1 і відразу ж виходить в термостат колонок через порт 
6. При цьому, спостерігається невелике, на декілька атмосфер, падіння тиску, обумовлене 
усуненням автосамплеру з потоку елюенту. 


 
 


Рис. 14. Напрямок потоку елюенту по «байпасному» шляху. 
Потім плунжер дозатора від вихідного положення переміщується на ту кількість кроків, яка 
відповідає заданому об'єму проби, при цьому пружина стискається. В цей час, через порт 4 (на 
злив) видавлюється елюент в об'ємі, що дорівнює об'єму проби. (Рис. 15).  
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Захватний механізм рухається до заданої віали і витягує її з касети. В цей час голка 
піднімається над сідлом. Захватний механізм поміщає віалу під голку, після чого голка 
проколює септу і опускається у віалу.  
За рахунок зворотного руху стислої пружини плунжер повертається у вихідне положення, 
відбираючи в петлю заданий об'єм проби.  


 
Рис. 15. Відбір проби в петлю автоматичного пробовідбірника. 


 
Голка виймається з віали. Якщо увімкнена опція промивання голки, то захватний механізм 


повертає віалу з пробою в касету, а під голку поміщає віалу з розчинником, в який голка 
опускається і потім піднімається знову вгору. Захватний механізм прибирає віалу з-під голки, 
перевіряє наявність захисної оболонки голки, після чого, голка опускається в сідло.  


Кран-перемикач повертається в основне положення, елюент направляється через камеру 
дозатора, петлю і голку, в яких міститься проба. З потоком елюенту проба через сідло голки 
поступає в порт 5 і через порт 6 прямує в термостат колонок. У цей момент тиск елюенту 
збільшується до вихідної величини, що спостерігалася до циклу введення проби. Захватний 
механізм повертає віалу в касету. 
Оптимізація роботи автоматичного пробовідбірника 
Для коректної роботи пробовідбірника в деяких спеціальних ситуаціях необхідна оптимізація 
умов відбору проб, як описано нижче:  
При введенні проб об'ємом менше 2 мкл:  


     За рахунок падіння тиску елюенту при відборі проб, в петлі дозатора і голці можуть 
утворюватися бульбашки газу, що призводить до неточності відбору проб маленького об'єму. 
Тому, в цьому випадку треба дегазувати розчинники. 
При роботі з колонками маленького діаметру:  


     При роботі з колонками маленького діаметру необхідне зменшення мертвого об'єму системи 
на шляху від насосу до колонки. Це може бути досягнуто як за рахунок використання 
спеціальних капілярів, так і за рахунок переведення 6-Портового крану в байпасне положення 
через деякий час після введення проби. 
При необхідності зменшення перехресного запилення проб шляхом автоматичного 
промивання голки:  
Автопромиванння голки задають у вікні редагування параметрів автосамплера, яке 
викликають вибором пункту меню Set up Injector: Instrument 1  


 Конструкція дозуючого пристрою забезпечує повне вимивання проби з голки потоком 
елюенту відразу після введення проби. Проте проба може залишатися на зовнішній 
стороні голки, що призводить до забруднення нею наступної проби. Це особливо 
важливо при введенні маленьких об'ємів проб або проб з низькими концентраціями 
аналітів. Перенесення речовини, зазвичай, складає < 0,1%. 


 Голку можна промивати. Для промивання її зовнішньої частини відразу ж після відбору 
проби, голку опускають у віалу з розчинником, бажано, відкриту. Така процедура 
мінімізує перенесення проби з однієї віали в наступну до величин <0,05%.  


Петля 
Проба 


Голка 


На злив 


6-портовий кран 


Плунжерний дозатор 


Від насосу 
До колонки 







 Автоматичне промивання може бути задане як «Введення з промиванням голки»  або 
включено в програму інжектора як команда Needle Wash.  


Наприклад: Draw 5 mkl (відбір 5 мкл проби)  
                   Needle Wash Vial 7 (промити голку у віалі № 7)  
                    Inject (введення проби, тобто кран перемикається в основне положення). 


При роботі з в'язкими зразками необхідна оптимізація швидкості відбору і швидкості введення 
проби для поліпшення точності дозування. 
Оптимізацію проводять у вікні редагування параметрів автосамплеру Set up Injector: 
Instrument1  


 Швидкість відбору (Draw Speed).  
За умовчанням швидкість відбору проби 
200 мкл/хв (діапазон 10-1000 мкл/хв). 
Якщо швидкість відбору проби дуже 
висока, в пробі можуть формуватися 
бульбашки повітря, що знижує точність 
відбору. Для в'язких проб слід 
встановлювати меншу швидкість 
відбору.  


 Швидкість введення (Eject Speed). За 
умовчанням швидкість введення проби 
200 мкл/хв (діапазон 10-1000 мкл/хв). 
Для в'язких проб слід уникати великих 
швидкостей введення.  


 
Перемикання 6-Портового крану в байпасне положення після введення проби:  


 Перемикання 6-Портового крану в байпасне положення обумовлює потік елюенту в 
обхід петлі зі зразком (200 мкл) і камери дозатору (100 мкл). Це скорочує мертвий об'єм 
між насосом і колонкою приблизно на 300 мкл і оптимізує аналіз в градієнтному 
режимі. (Порівняйте як відрізняються профілі запрограмованого та фактичного 
градієнтів на Рис. 16). 


 
Рис. 16. Зміна профілю лінійного градієнту за рахунок мертвого об’єму. 


Мінімізація мертвого об'єму особливо важлива при використанні колонок з малим внутрішнім 
діаметром. Час, після закінчення якого кран можна перевести в байпасне положення (𝑊𝑡, wait 
time) ̶ це час, необхідний для повного перенесення проби з автосамплеру в колонку. Його 
можна легко розрахувати: 


 Переведення 6-Портового крану в байпасне положення після інжекції програмують 
командами Wait і Valve Bypass.  


 Розраховують повний об'єм, необхідний для елюювання 𝑉𝑒𝑙(мкл) як суму об'єму проби, 
(5 мкл), об'єму капіляра сідла (3 мкл), мертвого об'єму крану (1,8 мкл) і об'єму 
повітряного зазору в голівці затвору зразка (0,2 мкл). Зважаючи, що повне елюювання 
проби з промиванням досягається шляхом 6-кратного промивання повним об'ємом для 
елюювання, час, після якого можна перевести кран в байпасне положення (𝑊𝑡), 
розраховують за формулою:  


Запрограмований градієнт Фактичний градієнт 


Область зміни 
селективності 







𝑾𝒕(хв) =
𝟔 × 𝑽𝒆𝒍(мкл)
𝑭(мкл/хв)


 


      𝐹(мкл хв⁄ ) −швидкість потоку елюенту 
 


Приклад інжекторної програми при швидкості потоку 100 мкл і об’ємі проби 5 мкл: 
Draw 5 мкл 
Inject  
Wait 0,6 хв  
Valve Bypass 


 
Градієнтні аналізи із затримкою введення проби  


 Мертвий об'єм між насосом і колонкою спотворює профіль градієнту на початку і в 
кінці аналізу, тоді як середня частина залишається лінійною (Рис. 16). Таке 
спотворення має значення, особливо, при великому співвідношенні мертвих об'ємів 
системи і колонки. Затримка введення проби дозволяє почати формування елюенту в 
насосі і його подачу в колонку, ввести пробу лише тоді, коли склад елюенту 
змінюватиметься лінійно (Рис. 16). 


 Затримка введення задається за допомогою команд Draw, Wait, Remote Startpulse, Inject.  
 Час затримки Wait (𝑊𝑡) розраховують на підставі мертвого об'єму 𝑉𝐷і швидкості 


потоку елюенту 𝐹(мл/хв).  
Наприклад, при швидкості потоку 0,100 мл/хв і мертвому об'ємі 0,300 мл:  
 


𝑊𝑡(хв) = 𝑉𝐷(мл)
𝐹(мл/хв)� = 3 хв 


 Час затримки можна визначити експериментально як час від початку заданого 
теоретичного градієнту до моменту появи сигналу детектора (при використанні 
поглинаючого розчинника) або за зміною значення тиску в системі.  


 
Приклад програми при введенні із затримкою в 3 хв:  
Draw 2 мкл  
Remote Startpulse  
Wait   3 хв 
Іnject 
 
Термостат колонок 
З автоматичного пробовідбірника елюент надходить у колонку, розміщену в термостаті 
колонок. Термостат забезпечує підтримку стабільної температури колонок у діапазоні від 10 


градусів нижче кімнатної до +80 С°.  
Конструкція термостату дозволяє одночасно помістити до 3-х 30-см колонок, причому, в 
ньому є 2 незалежні теплообмінники з місткістю 3 мкл (лівий) і 6 мкл (правий). Нагрівання й 
охолодження в них відбувається за допомогою елементів Пельтьє. Елюент, що потрапляє в 
термостат спочатку термостатується в теплообміннику, і тільки потім направляється в 
колонку. Теплообмінник забезпечує не лише нагрівання елюенту, але й нагріває повітря 
всередині термостату, завдяки чому температура колонки підтримується близькою до 
температури елюенту, що потрапляє до неї. Термостатування колонки займає певний час після 
задання температури й залежить від декількох параметрів: швидкості потоку, заданої 
температури, температури навколишнього середовища й розмірів колонки. Датчик 
температури розташований безпосередньо усередині теплообмінника, тому сигнал готовності 
від термостату колонок відбувається раніше, ніж колонка досягає необхідної температури. 
Гарною ознакою врівноваження температури колонки є стабільність тиску елюенту. 
Для оптимальної роботи термостату колонок необхідно використовувати короткі сполучні 
капіляри та розміщувати їх близько до теплообмінників. При роботі з колонками малого 
внутрішнього діаметру (2-3 мм) і низькими швидкостями потоку (менш 200 мкл/хв) 







рекомендується використовувати лівий теплообмінник. У ході роботи рекомендується 
підтримувати однакову температуру обох термостатів й тримати зовнішню панель термостату 
закритою. 
Термостат також обладнаний системою ідентифікації колонок (Рис. 17). До кожної колонки 
може бути прикріплений спеціальний ідентифікаційний модуль. При установці колонки в 
термостат відбувається його контакт із системою ідентифікації, за допомогою якої в 
ідентифікаційний модуль електронним чином може бути зчитана наступна інформація: 
каталожний номер колонки, номер партії сорбенту, геометричні розміри, тип нерухомої фази, 
розмір часточок сорбенту, кількість зроблених введень (обновлюється автоматично), 
максимально допустимий тиск, максимальні рекомендовані значення рН і температури, 
мертвий об`єм стовпчика, інші коментарі, тобто, паспортні дані колонки, які зберігаються 
разом з колонкою і відразу ж передаються в систему при установці колонки в термостат. Ці 
дані становлять частину методу.  


 
 


 


Рис. 17. Система ідентифікації колонок. 
 


Додатково термостат може бути обладнаний 6-Портовим двопозиційним краном перемикання 
колонок. У такому випадку в термостаті можуть бути встановлені дві незалежні колонки і для 
аналізу може бути обрана кожна з них.(Рис. 18) Перехід з однієї колонки на іншу слід робити 
при вимкненому потоці. 
Цей же 6-Портовий двопозиційний кран може бути використаний для реалізації зворотного 
промивання передколонки прямо в детектор. 


 


                                       
а) 


                      


        
б) 


Рис. 18. Схема з’єднань 6-портового двопозиційного крану та використання першої (а) та другої 
(б) колонки. 


Новий термостат колонок 1290 Infinity (Рис. 19) призначений для підтримання температур в 
діапазоні від 100С нижче кімнатної до 1000С з точністю ± 0,05 0С.  Його функцією є швидка 
зміна температури елюенту від кімнатної до заданої з наступним поверненням її значення до 
кімнатної. Така зміна температури елюенту після виходу з колонки впливає на зменшення 
рівня шуму спектрофотометричних детекторів і особливо сильно впливає на стабільність 
роботи рефрактометричного детектору. 
Термостат 1290 Infinity  складається з відсіку, що вміщає до трьох аналітичних колонок 
довжиною до 300 мм чи декілька колонок меншої довжини, двох теплообмінників (елементи 
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Пельтьє), з’єднувальних капілярів, а також 10-портового крана-перемикача потоків. Також, є 
датчик течі і дренажний пристрій для збору рідини у разі витікання елюенту.  
Змінна головка крана-перемикача дозволяє змінювати конфігурацію хроматографа і 
комутацію колонок. Вибір з 6-, 8-, 10- портових голівок робить можливим постановку будь-
якої аналітичної задачі, пов’язаної з перемиканням потоків елюенту. Кожен тип головки 
оснащений радіочастотним датчиком, який розпізнається програмним забезпеченням. 


 


 
Рис. 19. Термостат колонок 1290 Infinity зі знятою зовнішньою кришкою.  


 
Діодно-матричний детектор 


 


 
Рис. 20. Діодно-матричний детектор. 


Оптична схема детектора представлена на Рис. 21. Детектор з діодною матрицею має два 
джерела випромінювання, які забезпечують роботу детектора в діапазоні довжин хвиль 190-
950 нм. Перше джерело випромінювання  ̶  це вольфрамова лампа розжарювання, яка 
використовується для видимого й ближнього ІЧ (400-950 нм) діапазонів. Друге джерело  ̶  це 
газорозрядна дейтерієва лампа, яка використовується для роботи в УФ діапазоні (190-400 нм). 
Світловий потік, що спрямований від вольфрамової лампи, за допомогою першої лінзи 
фокусується в розрядному отворі дейтерієвої лампи, що дозволяє сполучити роботу двох 
джерел. Загальний світловий потік після дейтерієвої лампи перетворюється в колімований 
потік за допомогою ахроматичної лінзи і потім проходить через проточну кювету. В оптичну 
схему, за обхідності, включають світлофільтр із оксиду гольмію, що застосовують для оцінки 
точності настройки за довжиною хвиль і для атестації роботи приладу. Кюветне й лампове 
відділення розділені кварцовим віконцем, яке можна чистити або заміняти. 
Після кювети світловий потік надходить у блок спектрографа, що включає в себе спектральну 
лінзу, щілину регульованої ширини, голографічну гратку й діодну матрицю. Світловий потік, 
що  виходить з кювети проходить через спектральну лінзу й обмежується вхідною щілиною до 
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паралельного потоку світла необхідної ширини. Отриманий вузький потік направляється на 
увігнуту голографічну дифракційну ґратку, на якій відбувається дисперсія світла з утворенням 
його безперервного спектра. Потік, розкладений у спектр, відбивається ґраткою на діодну 
матрицю, де й відбувається його реєстрація. Діодна матриця являє собою лінійку з 1024 
фотодіодів, які реєструють отриманий безперервний спектр у вигляді дискретного масиву 
даних. Лінійка діодів нерухомо розташована в просторі таким чином, щоб кожний фотодіод 
фіксував інтенсивність випромінювання для певного значення довжини хвилі. В результаті, 
спектр у діапазоні від 190 до 950 нм розбивається на дискретний набір довжин хвиль з 
інтервалом 0,8-1 нм. Цей інтервал непостійний і залежить від довжини хвилі реєстрації. 
Точність визначення довжин хвиль у детекторі становить ± 1 нм. 


 


 
Рис. 21. Оптична схема діодно-матричного детектору. 


Вхідна щілина спектрографа зроблена у вигляді затвору з кремнію, який переміщається 
мікродвигуном, дозволяючи дискретно регулювати ширину світлового потоку в межах від 1 
до 16 нм. Ширина щілини впливає на: а) інтенсивність світлового потоку, а отже, і на 
параметри чутливості детектора (такі, як лінійний динамічний діапазон, відповідно до закону 
Бугера-Ламберта-Бера; співвідношення сигнал/шум; межі виявлення й кількісного 
визначення); б) паралельність світлового потоку, а отже, і на спектральну роздільну здатність. 
Конструкція кюветного відділеня забезпечує швидкий доступ до проточних кювет. У 
детекторі можуть використовуватися різні проточні кювети. 
Для перевірки роботи оптичної системи проточну кювету виймають, детектор калібрують за 
допомогою випромінювання дейтерієвої лампи, а точність довжини хвиль визначають за 
допомогою світлофільтру з оксиду гольмію. Для коректного детектування необхідно 
правильно підібрати проточну кювету, спосіб її сполучення з колонкою, а також провести 
настройку основних параметрів детектування, таких як:  
 - ширина вхідної щілини спектрографа      
 - центр і ширина (𝐵𝑤) діапазону довжин для реєстрації сигналу зразка (Sample) і сигналу фона 
(Reference)  
 - швидкість реєстрації сигналу. 
В новий діодно-матричний детектор 1290 Infinity (Рис. 22) внесено багато нових 
конструкційних змін. Майже повністю змінена оптична схема, а також застосована унікальна 
конструкція проточної кювети (Max Light), яка поміщена в картридж. Все світло від 
дейтерієвої лампи фокусується оптичною схемою на дуже малій площі зі сторони світловоду, 
який, розміщений в картриджі. Яскраве світло, майже без втрат, проходить по вхідному 
світловоду, потім – через проточну кювету і далі – по другому світловоду виходить з 
картриджу. Після цього, оптична система направляє потік світла через щілину з 
запрограмованою шириною, на дифракційну гратку і, після ділення світла, спектр 
реєструється на лінійці з 1024 світлодіодів. 
Конструкція Max Light забезпечує проходження значно більшої кількості світла через кювету, 
в порівнянні з попередніми моделями детекторів, що дозволяє зменшити межу виявлення від 2 
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до 20 разів для кювети з довжиною оптичного шляху 10 мм. Для кювети 60 мм виграш складає 
від 8 до 80 разів! Застосування детектору 1290 Infinity дозволяє вводити значно меншу 
кількість проби, зберігаючи межу виявлення. Час аналізу можна скоротити в десятки разів, 
однак, загальне зменшення часу аналізу пов’язане з різким зменшенням ширини піку на 
хроматографах. Для правильного опису форми таких вузьких піків частота реєстрації спектрів 
збільшена до 160 Гц. 


 
 


Рис. 22. Оптична схема діодно-матричного детектору Agilent 1290 Infinity (160 Гц). 
Вибір кювети та її установка 
1. Вибір типу проточної кювети.  
Конструкція діодно-матричного детектора G1315D дозволяє використовувати шість 
проточних кювет з різними характеристиками (Табл. 1). 
Вплив об’єму кювети на дисперсію піку.  
Внутрішній об’єм кювети впливає на дисперсію хроматографічного піка, тому звичайно 
кювету вибирають відповідно до геометричних розмірів колонки: її довжини й внутрішнього 
діаметру (Табл. 2). Дисперсія піку в кюветі, тобто погіршення роздільної здатності, досягнутої 
в колонці, буде мінімальним при найменшому можливому об’ємі кювети.  


Таблиця 1. Проточні кювети та їх характеристики. 
Назва кювети  Довжина 


оптичного 
шляху, мм 


Об’єм, мкл  Максимальний 
тиск, бар  


Стандартна 10 13 120 


Напівмікрокювета 6 5 120 


Мікрокювета 3 2 120 


500 нл кювета 10 0,5 50 


80 нл кювета 6 0,08 50 


Кювета високого тиску 6 1,7 400 


Вплив довжини оптичного шляху кювети на сигнал детектору (на вимірювану оптичну 
густину) і на співвідношення сигнал/шум.  
Для заданої довжини хвилі оптична густина розчину, а отже, і відгук детектора, пропорційні 
довжині оптичного шляху, тобто довжині каналу проточної кювети. При інших однакових 
умовах аналізу, відповідно до закону Ламберта-Бугера-Бера, збільшення довжини оптичного 
шляху кювети збільшує відгук детектора, що може дозволити знизити величини межі 
виявлення та кількісного визначення. Зі збільшенням довжини оптичного шляху зростає 
рівень шуму. Наприклад, при переході з 6 мм кювети на 10 мм кювету рівень сигналу 
збільшується на 70 %, тоді як рівень шуму збільшується всього на 10 %. З іншого боку, якщо 
більшій довжині оптичного шляху відповідає більший об’єм кювети, це призводить до 
збільшення дисперсії піку. При аналізі розчинів високої концентрації можна досягнути 
зменшення оптичної густини за рахунок використання проточної кювети з більш короткою 
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довжиною оптичного шляху. Очевидно, що правильний вибір кювети дуже важливий. Для 
визначення оптимального об’єму кювети можна скористатися наступним правилом:  
Об’єм кювети повинен дорівнювати 1/3 об’єму елюювання піку. Для знаходження об’єму 
елюювання піку (𝑽𝒆𝒍), вираженого в мл, ширину піку на половині висоти (𝒘𝟏/𝟐), 
виражену у хвилинах, множать на швидкість потоку (𝑭), виражену в мл/хв. 


Таблиця 2. Рекомендації щодо вибору проточної кювети у відповідності  
до типу колонки. 


Вибір проточної кювети 
Типова довжина 
колонки, см 


Типова 
ширина піка, 
хв  


Рекомендована кювета 


≤ 5 0,025 80/500 нл   Високого  
тиску  10 0,05  Напівмікро   


20 0,10   Стандартна 
≥ 40 0,20    


Типова швидкість потоку, мл/хв  0,01 – 0,2 0,2 – 0,4 0,4 – 0,8 1 - 2 0,01 - 5 


Внутрішній діаметр колонки, мм 0,3 - 1 2,1 3,0 4,6  
2. Вибір способу з’єднання проточної кювети і колонки. 
Зазвичай, вихід колонки з’єднується з вхідним капіляром кювети за допомогою додаткового 
капіляру і з’єднувача з нульовим мертвим об’ємом. Додатковий капіляр, безперечно, має 
певний внутрішній об’єм. При низьких швидкостях потоку елюенту (менше 0,5 мл/хв), що 
характерно для колонок з малим внутрішнім діаметром, цей об’єм бажано мінімалізувати, 
тобто вхідний капіляр кювети приєднати напряму до колонки. 
Колонка та її установка  
Існує два типи конструкцій аналітичних колонок у рідинній хроматографії: колонки  готові до 
застосування (analytical) та картриджні (cartridge column). 
Картриджні колонки потребують спеціальних тримачів для їх підключення до рідинного 
хроматографу. Такі тримачі дозволяють швидко змінювати колонки (картриджі) без 
демонтажу з’єднувальних капілярів і легко інтегрувати захисний картридж (Рис. 23), що 
призводить до мінімалізації мертвих об’ємів. 


 
Рис. 23. Картриджна система фірми AGILENT TECHNOLOGIES  зі встановленим 


захисним картриджем та без нього. 
Готові до застосування аналітичні колонки захищають за допомогою окремих захисних 
колонок (передколонок), які, у свою чергу, складаються із тримача і захисного картриджа     
(Рис. 24). При цьому передколонка з'єднується з основною колонкою або через інтегрований у 
тримач капіляр або за допомогою окремого капіляру, що в обох випадках вносить додатковий 
мертвий об’єм.  







 
Рис. 24. Аналітична колонка фірми AGILENT TECHNOLOGIES і її з’єднання з 


передколонкою. 
На колонку може бути встановлений ідентифікаційний модуль, що містить повну інформацію 
про колонку й кількість виконаних на ній аналізів. Колонка встановлюється в термостаті 
колонок і приєднується до теплообмінника за допомогою капіляру (1/16 дюйма) з нержавіючої 
сталі й фітингів типу Swagelock® (гайка, передня й задня ферули) (Рис. 25). Капіляр 
знаходиться в теплоізоляційному покритті.    Температура проточної кювети в діодно-
матричному детекторі не регулюється, але підтримується постійною. Вхідний капіляр кювети 
також термостатується, має термоізоляцію, що дозволяє покращити шумові характеристики 
детектування.  


 


 
Рис. 25. Капіляр з’єднання колонки з детектором. 


До виходу проточної кювети, за допомогою пластикової гайки, що затягується від руки, 
приєднується тефлоновий зливальний капіляр із зовнішнім діаметром 1/16дюйма (Рис. 26). 
 


 
Рис. 26. Тефлоновий зливний капіляр, що приєднаний до виходу кювети. 


 
Датчики течі 
 
Кожний блок рідинного хроматографа Agilent 1200 має систему ідентифікації течі. У якості 
датчика використовується термістор, опір якого залежить від температури. При попаданні на 
термістор рідини його температура зменшується, що призводить до зміни його опору й 
генерації сигналу помилки, після якого зупиняється насос, відключається нагрівання 
термостату, гасяться лампи в детекторі. 
 
Контрольні запитання: 
 
1.  Основні блоки рідинного хроматографа хроматографа серії Agilent 1200. 
2. Будова та принцип роботи вакуумного дегазатора хроматографа серії Agilent 1200. 
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3. Будова та призначення чотириканального градієнтного насоса та характеристики голівки 
насоса хроматографа серії Agilent 1200. 


4. Зобразити схему і потоки розчинників в чотири канальному градієнтному насосі. 
5. Які параметри можна оптимізувати при експлуатації чотири канального градієнтного 


насоса хроматографа серії Agilent 1200? 
6. Порівняти особливості будови насосних систем хроматографів серії Agilent 1200 та 


Agilent 1290 Infinity. Вказати їх переваги та недоліки. 
7. Основні вузли автоматичного пробовідбірника хроматографа серії Agilent 1200. 
8. Порівняти будову автоматичних пробовідбірнів хроматографів серії Agilent 1200 та 


Agilent 1290 Infinity. 
9. Дозуючий пристрій хроматографа серії Agilent 1200, його будова та призначення. 
10. Будова пристрою перенесення віал хроматографа серії Agilent 1200. 
11. Схеми напрямків потоку в автоматичному пробовідбірнику за основним та «байпасним» 


шляхом. 
12. Основні етапи роботи автоматичного пробовідбірника серії Agilent 1200. 
13. Оптимізація роботи автоматичного пробовідбірника серії Agilent 1200 при роботі з 


колонками маленького діаметру. 
14. Принцип роботи термостату колонок серії Agilent 1200 . 
15. Відмінності роботи термостату колонок серії Agilent 1200 та Agilent 1290 Infinity. 
16. Схема 6-Портового двопозиційного крану серії Agilent 1200 та його призначеня. 
17. Оптична схема діодно-маричного детектору серії Agilent 1200. 
18. Основні вимоги до вибору та установки проточної кювети. 


 
Використана література: 
 


1.  Дебаты о UHPLC закончены! UHPLC = Agilent 1290 Infinity; АЛСИ – ХРОМ. Сентябрь 
2009, с 1-11.  
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ХІРАЛЬНА ХРОМАТОГРАФІЯ 
 


Перед вивченням теоретичних основ хіральної хроматографії згадаємо найважливіші поняття та 
терміни, що стосуються  просторової будови сполук та, безпосередньо, явища ізомерії. 


 
60 хвилин стереохімії  


 
Ізомерами називаються сполуки, які мають однаковий елементний склад і молекулярну масу, 
але різні фізичні та хімічні властивості. 
Два хіральні стереоізомери, які є дзеркальним відображенням один одного, називаються 
енантіомерами, або оптичними антиподами (Рис. 1). 
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Рис. 1.  Енантіомерні стереоізомерні пари [1]. 


Стереоізомери, які не є енантіомерами, називаються діастереоізомерами, або діастереомерами 
(Рис. 2). 
Діастереомери – це стійкі просторові ізомери з кількома асиметричними центрами (у яких 
частина конфігурацій асиметричних центрів співпадає, а частина – протилежна); з різними 
фізичними (в певній мірі і хімічними) властивостями. 
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Рис. 2. Діастереомерні пари [1]. 


Мезо-форма – це сполука, молекули якої сумісні з їх дзеркальними відображеннями, хоча вони 
і мають асиметричні атоми вуглецю (Рис. 3). Мезо-форма оптично не активна. 


 
 
 
 


 
 
 
 


Енантіомери Ідентичні (мезо-форма) 
Рис. 3. Стереоізомерні пари [1]. 


Хіральність – це властивість молекули існувати у двох чи більше просторових не сумісних 
конфігураціях атомів. Для цього один із атомів, що називається хіральним центром, повинен 
мати різні функціональні групи у кожній з позицій навколо хірального центру, наприклад, 
пропанолол (Рис. 4). 
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Хіральним центром є атом вуглецю. Для сполуки можливі дві структури, що є дзеркальним 
відображенням один одного – так звані енантіомери. У хімічній номенклатурі їх позначають R 
(правостороння) та S (лівостороння).  


 
 
 
 


 


R-пропанолол S-пропанолол 
Рис. 4. Хіральність пропанолу R- і S-енантіомери. 


Однією із найважливіших властивостей енантіомерів, що використовується у промисловості та 
для аналізу – це відмінність у фізичних властивостях енантіомерних пар. Розглянемо це на 
прикладах (Рис. 5, Рис. 6). 


 
  


 


S-форма ізомеру пахне лимоном R-форма ізомеру пахне апельсином 
Рис. 5. 4-ізопропеніл-1-метилциклогексен (лімонел) – віддушка, що входить до 
складу цитрусових. 


 
 
 
 
 


 
 
R, R-форма ізомеру надає солодкого смаку 
S, S-форма ізомеру надає гіркого смаку 


Рис. 6. Харчова добавка “Аспартам”. 


Хіральна рідинна хроматографія (Chiral Liquid Chromatography) використовується для 
розділення і кількісного визначення дзеркальних ізомерів (енантіомерів) оптично активних 
органічних сполук. 
Оптичні ізомери ідентичні за своїми властивостями. Різниця в їх просторовій структурі може 
проявитися лише за рахунок різної взаємодії з іншою хіральною структурою. Тому 
хроматографічне розділення двох енантіомерів передбачає наявність спеціального 
розділяючого агента (селектора), що вступає у взаємодію з цими енантіомерами. 
Оскільки різні енантіомери біологічно активних речовин мають різну дію на організм, хіральна 
хроматографія найчастіше використовується для аналізу фармацевтичних препаратів та 
побічних продуктів їх синтезу. Також вона використовується в органічній хімії для аналізу 
хіральних сполук. Таким чином, проби можуть бути представлені не лише у вигляді чистих 
розчинів визначуваних речовин, а й у вигляді ізомерних сумішей. В результаті цього нерухомі 
фази для хіральної ВЕРХ, повинні бути не лише селективними та універсальними по 
відношенню до енантіомерів, але й мати як найвищу ефективність. 
Хіральне розділення в основному проводиться в режимі нормально-фазової хроматографії, 
проте останнім часом також досить часто – в режимах обернено-фазової та гідрофільної 
хроматографії. В нормально-фазовому режимі утримування визначається сумою нормально-
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фазового та квазі-нормально-фазового типів, в обернено-фазовому і гідрофільному режимах – 
сумою обернено-фазового, нормально-фазового та іонообмінного типів. 
Сучасні нерухомі хіральні фази (Chiral Stationary Phases, CSPs) на основі силікагелю мають 
ефективність порядку 30-80 тис.т.т./м за оптично неактивними тестовими сполуками. За 
енантіомерами ефективність завжди менша за граничну, оскільки багатоточкова взаємодія 
адсорбенту з хіральними адсорбатами, необхідна для їх дискримінації, завжди призводить до 
погіршення кінетики масообміну, і, відповідно, ефективності. 
Особливим видом хіральної хроматографії є метод динамічної хіральної ВЕРХ. Його 
відмінністю від звичайного методу хіральної ВЕРХ є те, що час перетворення одного елюючого 
енантіомера в інший дорівнює загальному часу їх елюювання. Динамічний варіант хіральної 
хроматографії використовується, наприклад, для розділення атропоізомерів – сполук, 
хіральність якиї обумовлена заповільненим обертанням навколо одинарного зв’язку. Повне 
розділення енантіомерів таких сполук відбувається при занижених температурах, що дозволяє 
«заморожувати» дане обертання. 
 


ЗАКОНОМІРНОСТІ ХІРАЛЬНОЇ ВЕРХ 
 


Однією з особливостей хіральної хроматографії є те, що для успішного розділення адсорбат 
повинен взаємодіяти з адсорбентом як мінімум в трьох точках. В оптимальному варіанті 
повинна досягатися багатоточкова взаємодія найбільш утримуваного енантіомера з хіральною 
площиною. Тільки в даному випадку різниця в енергії адсорбції енантіомерів буде достатньою 
для їх хроматографічного розділення (різниця в енергії адсорбції пропорційна логарифму 
селективності). 
Дискримінація (розпізнавання) енантіомерів на хіральних нерухомих фазах є можливою 
завдяки хіральності центрів абсорбції енантіомерів. Так як величини енергії взаємодії різняться, 
то, відповідно, різняться і часи утримування енантіомерів. 
Адсорбційний центр селектора, що включає і його мікрооточення (що також бере участь у 
зв’язуванні з молекулою енантіомеру), називається хіральною порожниною. Згідно з теорією, 
для розпізнавання енантіомера, необхідна, як мінімум, його трьох точкова взаємодія з 
хіральною порожниною. Достатньо велика молекула може мати декілька хіральних порожнин, 
навіть для одного енантіомеру. Відсутність розділення енантіомерів при будь-якій 
ефективності, тобто α = 1, може пояснюватися декількома причинами. 
Очевидно, що розділення енантіомерів не відбудеться, якщо адсорбати не будуть проникати в 
хіральну порожнину. В свою чергу це може бути викликане наступними причинами: 


1. Розмір молекули адсорбату чи розмір хіральної частини його структури, більший ніж 
розмір хіральної порожнини. 


2. Адсорбат не може проникнути крізь адсорбційний шар полярного модифікатора, що 
блокує хіральну порожнину.  


3. Навіть якщо адсорбат проникає у хіральне оточення, дискримінація енантіомерів може 
не відбуватися, якщо  не досягається «трьохточкова» фіксація адсорбату. 


4. Адсорбат зв’язується з хіральною порожниною переважно нехіральною ділянкою.  


У випадку 1 і 3 розділення принципово не можливо здійснити на вибраній нерухомій фазі.  
У випадку 4 розділення можна провести, якщо суттєво змінити хроматографічну систему 
(наприклад, перейти від нормально-фазової системи до обернено-фазової, або навпаки, якщо 
обраний тип фази це дозволяє).  
У випадку 2 розділення можливе шляхом корекції рухомої фази і/або температури. 
Причина 1.  Коли розмір молекули адсорбату чи розміру хіральної частини його структури, 
більший, ніж розмір хіральної порожнини. 
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Приклад 1. Розділення зменшується з права наліво (Рис. 7), при заміні досить компактного 
ароматичного кільця на дві метильні групи. Та розділення зовсім зникає при заміні однієї 
метильної групи на трифторметильну, а іншої – на більш об’ємну тіофенільну.     


 
 
 
 
 
 
 
 


 
 


 


 
   


Рис. 7. Розділення ряду похідних ферроцену на фазі Chiralcel OD-H. Елюент гексан-
ізопропанол 100 : 4 


 
Причина 2. Коли адсорбат не може проникнути крізь адсорбційний шар полярного 
модифікатору, що блокує хіральну порожнину. 
Необхідно створити такі умови при яких адсорбційний шар не утворюється або відбувається 
його заміна на адсорбційний шар іншого модифікатору, що не перешкоджає розділенню. 
Розділення можна досягнути шляхом корекції рухомої фази і/або температури. 
 
Приклад 2. Фаза Kromasil Chiral DMB.  
Дана фаза була отримана закріпленням диметилбензоїл-модифікованого полімеру на 
силікагельну основу. Хіральне розпізнання відбувається за рахунок утворення водневих зв’язків 
амідних груп і впливу стеричних факторів. Застосування спиртів, як полярних добавок, веде до 
різкого зменшення селективності розділення. Спирти блокують амідні функціональні групи – 
разом з цим блокуються і хіральні порожнини. Тому зазвичай у якості полярних добавок 
використовують ефіри.  
Оптимальною полярною добавкою для Kromasil Chiral DMB є метил-третбутиловий ефір, що 
володіє найменшою модифікуючою здатністю серед ефірів.  
Деякі структури можуть бути достатньо «складними» для хірального розпізнавання методом 
рідинної хроматографії. Можна виділити декілька ознак, за якими «складні» рацемати швидко 
розділяються: 
а) Замісники при хіральному центрі – невеликі та неполярні, приблизно однакового розміру 
(наприклад, хлор та метил); 
б)  Замісники  при хіральному центрі дуже схожі; 
в) Молекула адсорбата достатньо велика, з розгалуженими аліфатичними замісниками; 
г) Хіральний центр у складі великої молекули віддалений від її найбільш полярного фрагменту 
або фрагменту з сильною ароматичною системою. 
Приклад 3.  Розділення «складного» рацемату на фазі Chiralcel AS-H. Елюент гексан-етанол-
триетиламін 50 : 50 : 0,1 (Рис. 8).  
Хіральний центр однаково віддалений від найбільш полярної частини молекули (поблизу 
сульфамідної групи) і від ароматичних фрагментів (одне і друге ароматичні кільця із 
замісниками). Тільки один замісник при хіральному центрі здатний взаємодіяти з адсорбентом 
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аміногрупа. Розділення досягли лише на одній фазі Chiralcel AS-H, до того ж воно не було 
стабільним – стабільність залежала від складно контролюючих параметрів.  


 
Рис. 8. Розділення «складного» рацемату на фазі Chiralcel AS-H. Елюент гексан-етанол-


триетиламін 50 : 50 : 0,1. 


ОСНОВНІ ТИПИ ХІРАЛЬНИХ НЕРУХОМИХ ФАЗ 
 


Нерухомі фази для хіральної ВЕРХ можна класифікувати за типом хірального селектора      
(Табл. 1). Проте з практичної точки зору найзручніше їх розглядати з позиції частоти 
використання. 


Таблиця 1. Основні типи хіральних нерухомих фаз [2]. 


Природа Тип селектора Хіральний селектор 


Натуральні 


 
Протеїни 


Альбуміни 
Глікопротеїни 


Ензими 


 
Олігосахариди 


α – циклодекстрин 
β – циклодекстрин 
γ – циклодекстрин 


Антибіотики 
Ванкоміцин 
Тейкопланін 
Ристоцетин 


Алкалоїди Хінін 
Хінідин 


Напівсинтетичні 


Модифіковані олігосахариди Дериватизовані 
циклодекстрини 


Модифіковані полісахариди Карбамати полісахаридів 
Складні ефіри полісахаридів 


Модифіковані 
низькомолекулярні природні 


сполуки 


Іонообмінні селектори 
Похідні проліну та інших 


амінокислот 
(ліганднообмінні селектори) 


Синтетичні 
Низькомолекулярні синтетичні 


сполуки 
Фази Піркле (фази браш-


типу) 
Синтетичні полімери Зшиті тартраміди 


 
Фази  на основі модифікованих полісахаридів (карбаматів та ефірів) 
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Фази  на основі модифікованих полісахаридів рахуються найбільш універсальними та широко 
використовуються для різноманітних аналізів.  
Їх отримують прищепленням модифікованих полісахаридів на силікагельну основу. 
Найбільший виробник даних фаз – фірма Diacel Chemical Industies, яка випускає їх під 
загальною назвою Chiralcel. Основними фазами цієї серії є Chiralcel OD (ODH, OD-R, OD-RH), 
Chiralcel AD (AD-H, AD-RH), Chiralcel OJ (OJ-H) та Chiralcel AS-H (AS-RH) (Рис. 9). 
Найчастіше розділення проводять при нормально-фазовому режимі, проте останнім часом 
почав широко використовуватися і обернено-фазовий варіант, для якого були розроблені 
спеціальні модифікації фаз (їх назви включають абревіатуру R, reversed, наприклад, Chiralcel 
OD-RH). 
Вважається, що маючи лінію трьох або чотирьох фаз даного типу (Chiralcel OD, AD, OJ, AS), 
можна розділити до 80% усіх хіральних сполук (Рис. 10) 
 
 
 
 
 
 
 
 
               OD                                           OJ 
              OD-H                                     OJ-H 
             OD-RH                                    OJ-R 


 
 
 
 
 
 
                 AD                                   
AS 
                AD-H                              AS-H 
                AD-RH                            AS-RH 


 
Рис. 9. Модифікація фаз Chiralcel. Префікс «О» – похідні целюлози, префікс «А» – похідні 


амілози. 
 


 


Рис. 10. Розділення рацемата на чотирьох різних фазах Chiralcel. Елюент гексан-
ізопропанол 100 : 10 [2]. 


 
Фази з прищепленими антибіотиками 


Для розділення енантіомерів водорозчинних сполук широко використовують фази з 
прищепленими антибіотиками. Виробництво налагоджене фірмою Astec, яка випускає їх під 
загальною назвою Chirobiotic: Chirobiotic V з прищепленим антибіотиком ванкоміцином, 
Chirobiotic R з ристоцетином, Chirobiotic T з прищепленим тейкопланіном і Chirobiotic TAg – 
його похідним. Ці фази,спочатку розробили для розділення амінокислот, проте згодом вони 
проявили гарну роздільну здатність по відношенню до великої кількості гідрофільних 
хіральних сполук (Рис. 11).  
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Рис. 11. Розділення гідрофільного рацемату на фазі Chirobiotic TAg. Елюент метанол-вода 


1 : 1 [2]. 
 


Фази типу Піркле 


Одним із перших та найбільш вдалих підходів до створення хіральних фаз для прямого 
розділення енантіомерів було запропоновано Піркле. На сьогодні значна кількість аналізів з 
хіральним розділенням проводиться саме на таких фазах браш-типу (фазах Піркле).  
Хіральними селекторами в даному випадку є низькомолекулярні енантіомери, прищеплені на 
силікагельну основу. Фази даного типу, як правило, використовуються для нормально-фазового 
розділення. Винятком є фази з прищепленими алкалоїдами, які використовуються для 
іонообмінного хірального розділення. 
Існує 2 типи таких стаціонарних фаз: π-акцепторні та π-донорні  фази. Проте більшого 
використання набули  π-акцепторні, що складаються з закріпленого на поверхні аміно-
пропілсилікагелю (R)-N-3,5-динітробензоїлфенілгліцину та (S)-N-3,5-динітрофеніллейцину: 
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Отримані амідні хіральні фази містять чітко виявлені фрагменти для трьох точкової взаємодії та 
селективного розділення енантіомерів. Електроноакцепторна динітрофенільна група забезпечує 
первинну координацію енантіомерів ароматичних сполук за рахунок утворення стійких π-π-
комплексів з арильними радикалами. Атом водню амідної групи та карбонільні групи 
відповідають за утворення водневих зв′язків з полярними групами сорбатів, а об′ємний 
фенольний (чи ізобутильний) радикал R створює стеричні перешкоди під час координації 
одного з енантіомерів. Для більш повного розділення фази згодом модифікували, 
використовуючи пентафторфенільний радикал.  
Фази типу Піркле використовують для розділення спиртів, амінів, нафтолів, тіолів, 
карбоксильних кислот тощо. Недоліком їх використання є те, що при розділенні ароматичних 
сполук необхідно проводити дериватизацію. 
Однією з найбільш популярних фаз типу Піркле для нормально-фазового визначення є Whelk-
O,1 фірми Regis, структурна формула хірального селектора зображена на Рис. 12. 
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Рис. 12. Pirkle ULMO (а) Whelk-O,1 (б). 


 
Динітрофенільна група забезпечує первинну координацію енантіомерів ароматичних сполук за 
рахунок утворення стійких π-π-комплексів з арильними радикалами.  
Атом водню амідної групи та карбонільні групи відповідають за утворення водневих зв'язків з 
полярними групами сорбатів. 
Фенольний (чи ізобутильний) радикал R створює стеричні перешкоди під час координації 
одного з енантіомерів.  


 
 


Рис. 13. Розділення пари енантіомерів та мезо-форми сполуки на фазі Whelk-O,1. Елюент 
гексан-ізопропанол 100:4 [2]. 


 
Фази на основі циклодекстринів 


Для розділення широкого спектру хіральних речовин до недавнього часу широко 
використовували фази на основі циклодекстринів, прищеплених на силікагельну основу. На 
сьогодні використання фаз даного типу значно зменшилося за рахунок складності та високої 
собівартості їх отримання. 
Фази з використанням олігосахаридів – циклодекстринів, були вперше відкриті у 1959 р. 
професором Д. Амстронгом. 
Обідок циклодекстринів вкритий гідроксильними групами. Утворена гідрофобна (неполярна) 
порожнина, що має незв'язані електрони глікозидних оксигенових містків, орієнтує молекулу, 
що підлягає розділенню, всередину порожнини. Розділення на основі даних фаз проводять як в 


O
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нормально-фазовому, так і в обернено-фазовому режимах. Використовуючи такі фази, 
визначають: алкалоїди,  пестициди, неароматичні сполуки,  похідні амінокислот та ін. 
Циклодекстринові фази випускаються фірмою Astec і мають більш загальну назву Cyclobond. 
Циклодекстрини, що використовують для прищеплення, відрізняються в першу чергу розміром 
олігосахаридного циклу: найменший вважається α- і найбільшим – γ-циклодекстрин; 
найуніверсальнішими є фази на основі середнього по розміру β-циклодекстрину (Рис. 14). Фази 
на основі α-, β- і γ-циклодекстринів позначаються також як Cyclobond I, Cyclobond II і 
Cyclobond III відповідно. Також використовують модифікації цих фаз дериватизованими 
циклодекстринами. 
 


 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


Рис. 14. β-Циклодекстрин. 
 


Закріплення циклодекстринів на модифікованих  силікагелях проводять за наступною схемою 
(Схема 1) : 
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Схема 1. Закріплення циклодекстринів на модифікованих  силікагелях. 


 
 
 


Фази на основі афінної взаємодії 
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Фази, що базуються на афінній взаємодії (від лат. Affinis – споріднений), дали початок афінній 
хроматографії.  
Афінна хроматографія є вибірковим та селективним методом розділення біологічно активних 
речовин (зокрема поліпептидів, білків, глікопротеїнів), що відбувається за рахунок 
біоспецифічних взаємодій з комплементарними сорбційними центрами нерухомої фази (тобто, 
конфірмаційної відповідності молекул, що мають складну просторову структуру, з лігандом, що 
ковалентно зв′язаний з носієм). У якості ліганду використовують молекули, які утворюють  
біоспецифічні зв′язки, обумовлені функціональними групами речовин, що розділяють. Чим 
більше утвориться зв′язків із цим лігандом, тим міцніший буде комплекс. 
Нерухома фаза в афінній хроматографії представляє собою сорбент, побудований за схемою: 
носій-ніжка-специфічний ліганд. Найбільш стабільними є макропористі неорганічні носії – 
кремнеземи. Їх модифікація призводить до отримання гнучкої ніжки. Для лігандів, які 
приєднується безпосередньо до носія, ефективість специфічних взаємодій знижується внаслідок 
стеричних ускладнень. «Ніжка», як правило, усуває просторові ускладнення, віддаляючи ліганд 
від носія. Як і носій, «ніжка» повинна бути інертною і її вплив на процеси в ході 
хроматографування має бути мінімальним. 
Схематично механізм розділення в афінній хроматографії представлений на Рис. 15. Ліганд L 
фіксується на матриці. Цільовий компонент суміші, що піддається розділенню S, зв′язується з 
лігандом та вилучається з розчину. З наступною стадією (елююванням) комплекс руйнується і 
сорбат знову переходить у розчин. Взаємодія речовини та ліганду повинна бути зворотньою. 
Ліганд за допомогою реакційно-здатних груп зв′язується з матрицею, залишаючись при цьому 
біоспецифічно-активним. 


 
Рис. 15. Принциповий механізм розділення в афінній хроматографії. 


 


Однією з різновидів афінної хроматографії є металхелатна хроматографія, що базується на 
утворенні комплексів між нанесеним на сорбент іоном металу, наприклад, міді та специфічним 
лігандом, що містить залишки амінокислот. Цільовий білок, що пропускають через колонку, 
специфічно зв’язується з нанесеним іоном металу полігістидиновим кінцем, а домішки при 
цьому не затримуються. Це забезпечує отримання продуктів високої чистоти при мінімальних 
витратах.  
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Класичною стаціонарною фазою є агароза (специфічно приготовлений полісахарид), з 
закріпленими на ній фрагментами білка. Також були отримані та широко досліджені фази на 
основі силікагелю з прищепленими білками авідином, овальбуміном та міоглобіном, 
глікопротеїном, ферментами лактатдегідрогеназою, трипсином. 
 
В Табл. 2  наведений оптимальний діапазон рН використання носіїв для афінної хроматографії. 


Таблиця 2. Діапазон рН використання носіїв для афінної хроматографії. 


Матриця Діапазон рН  
Агароза 2 – 14 


Силікагель 3 – 8 
Скло 3 – 8 


Поліакриламід 3 – 10 
Полігідроксиматакрилат 2 – 12 


Оксиран-акрил кополімер 0 – 12 
Стирол-дивинілбензол 1 – 13 
Полівініловий спирт 1 – 14 
Політетрафторетилен 0 – 14 


 
Вимоги до ліганду в афінній хроматографії: 
 Повинен зберігати специфічне зв’язування цільових компонентів в умовах зберігання 


сорбенту; 
 Повинен забезпечувати зворотність зв’язування, що гарантує десорбцію цільового 


компонента в активній формі; 
 Ковалентне прищеплення ліганду до сорбенту повинне витримувати багаторазове 


використання. 
 
Вимоги до носія (матриці) хроматографічних сорбентів: 
 Максимальна інертність; 
 Можливість легко ковалентно модифікувати лігандом активні групи; 
 Висока пористість для повної дифузії макромолекул; 
 Стійкість. 


 
Афінна хроматографія майже не використовується самостійно. Для більшої ефективності 
розділення комбінують декілька різних за механізмом колонок в одній системі. Наприклад, нова 
автоматизована система рідинної хроматографії «AKTAеxpress» фірми  «Amersham 
Biosciences» здатна очищувати білки у послідовно з’єднаних комплексах колонок, що 
працюють за афінним та іонообмінним механізмами.   
 


Фази на основі ліганднообмінного механізму розділення 
 
Першою хіральною технікою розділення було лігандно-обмінне розділення, основою якого є 
координаційна взаємодія метал-ліганд. Принцип розділення полягає в утворенні поверхневих 
діастереомерних потрійних комплексів складу: адсорбент/іон перехідного металу/ліганд 
(енантіомер). 


Іони металу 
 


Іони лужноземельних металів не утворюють комплексів у водних розчинах, оскільки 
відбувається їх повна гідратація. В ліганднообмінній хроматографії частіше використовують 
іони металів, що являються м′якими кислотами (акцепторами електронів), які зв′язуються в 
основному з лігандами, в яких донорами електронів виступають атоми Нітрогену чи Сульфуру. 
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Переважно використовують іони Купруму (II), які утворюють дуже стабільні комплекси. В ряду 
Ірвінга-Вільямса, що характеризує збільшення стабільності  комплексів, утворених 
двовалентними перехідними металами, мідь займає останнє місце: Mn < Fe < Co < Ni << Cu; 
після якої стійкість комплексів, утворених наступними металами в ряду, різко знижується. Іони 
Купруму (II) характеризуються плоско-квадратним розподіленням координаційних зв′язків, що 
відіграє важливу роль в селективності лігандного обміну. При виборі катіону металу в 
лігаднообмінній хроматографії в першу чергу слід враховувати стійкість його комплексів в 
нерухомій фазі.  
 


Адсорбенти 
 


При проведенні ВЕРХ великі переваги мають сорбційні системи на основі силікагелю. Завдяки 
своїй жорсткій структурі силікагель стійкий при великих швидкостях елюювання та значних 
змінах тиску; його легко отримати з точно заданими розмірами часточок та пористістю. 
Силікагель модифікують дуже великим рядом органічних груп, при цьому отримують стійкі 
комплексні сполуки з катіонами металів. Широкого використання набули кремнеземи, 
модифіковані амінопропільними, диетиламіноетильними та епоксигрупами. 
Як відомо, оптичні ізомери абсолютно ідентичні за своїми фізичними та хімічними 
властивостями. Різниця в їх просторовій структурі може проявитися лише за рахунок різної 
взаємодії з і іншою хіральною структурою. Тому хроматографічне розділення двох 
енантіомерів передбачає наявність спеціального розділяючого агента (селектора), що ступає у 
взаємодію з цими енантіомерами. Згідно з відомим трьохточковим принципом Дангліша, два 
енантіомера можна розпізнати тільки в тому випадку, коли щонайменше три активних центра 
селектора (А, В, С) одночасно взаємодіють з трьома активними центрами одного з енантіомеру 
(А', В', С'). В цьому випадку відповідні центри (А'', В'', С'') іншого енантіомеру розташуються в 
порушеній послідовності по відношенню до того ж хірального селектора (Рис. 16). Це 
обумовлює певну різницю в енергії взаємодії хірального селектора із вказаними вище 
енантіомерами, яка і дозволяє здійснювати розділення. Двохточкової ж взаємодії не достатньо 
для енантіоселективного розпізнання. 


  
 


Рис. 16. Схеми: (а) хірального трьохточкового розпізнавання хірального об’єкта з одним із 
енантіомерів; (б) двохточкової взаємодії.  
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Приклад № 1. 1 
 
Хіральні фази (Рис. 17), утворені потрійними змішаними комплексами металу з селектором та 
аналітом. Один з бідентатних лігандів селектора замінюється на аналіт, в результаті  чого 
формується змішаний комплекс за лігандно-обмінним механізмом. За рахунок різних констант 
стійкості утворених L- та D-форм аналітів, енантіомери мають різний час виходу з колонки, що 
дозволяє їх розділити. Такі фази використовували для розділенні цілого ряду похідних 
амінокислот. 


 
 


Рис. 17. Можливі структури потрійних комплексів металу з амінокислотою та D-
сахарозою (А), D-глюконовою кислотою (В) та 2,3,4- тригідроксибутановою кислотою (L-


threonic acid) (С). 
 
Приклад № 2. 2 
 
Займаючи всі вільні екваторіальні місця, ліганди утворюють стійкі комплекси (Рис. 18), що 
покращують розділення за рахунок своєї ліпофільності (це, в свою чергу, сприяє легкому 
адсорбуванню лігандів на колонці та утворення стійких комплексів). Більш того, вони мають 
другий хіральний центр, який може бути задіяний для покращення розділення. 


                                                           
1 Heike Hodl, Martin G. Schmid, Gerald Gubitz. Chiral separation of amino acids and glycyl dipeptides by chiral ligand-
exchange capillary electrophoresis comparing Cu(II), Co(II), Ni(II) and Zn(II) complexes of three different sugar acids // J. 
Chromatogr. A,1204 (2008) 210–218. 
 
2 Galaverna G., Corradini R., Folesani G. Chiral separation of amino acids by copper(II) complexes oftetradentate 
diaminodiamido-type ligands added to the eluent in reversed-phase high-performance liquid chromatography: a ligand 
exchange mechanism // J. Chromatogr. A, 922 (2001) P. 151–163. 
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Рис. 18. Можливі структури потрійних комплексів купруму (ІІ) з (PheNN-2) та 


(Me2PheNN-2) з L-амінокислотою. 
 
В залежності від того, чи зв′язаний хіральний селектор з матрицею сорбента чи доданий в 
елюент, розрізняють два основних типи ліганднообмінного розділення. В першому випадку 
використовуються хіральні сорбенти (фази), в другому – хіральний елюент. В методі хірального 
елюенту хіральний селектор використовується в кількостях, що набагато перевищують 
кількості енантіомерів, що аналізуються. До того ж, його надлишок виходить з колонки у 
суміші з розділеними D- та L-ізомерами. Даний метод не придатний з препаративної точки 
зору. В свою чергу метод хіральних нерухомих фаз широко використовується. 
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КОНТРОЛЬНІ ЗАПИТАННЯ: 
 


1. Принцип розділення в хіральній хроматографії. 
2. Режими проведення хіральної ВЕРХ. 
3. Особливості використання хіральної ВЕРХ. 
4. Метод динамічної хіральної ВЕРХ. 
5. Основні типи хіральних нерухомих фаз. 
6. Особливості трьохточкової  взаємодії в хіральній хроматографії. 
7. Афінна хроматографія. Її особливості. 
8. Вимоги до носіїв та лігандів у афінній хроматографії. 
9. Фази з прищепленими антибіотиками. 
10. Особливості визначення речовин на хіральних фазах на основі циклодекстринів. 
11. Фази типу Піркле, їх використання. 
12. Типи фаз Піркле, механізм розділення на даних фазах. 
13. Фази на основі ліганднообмінного механізму розділення. 
14. Іони металів, що використовуються при ліганднообмінному механізмі розділення. 
15. Типи сполук, що розділяються в хіральній ВЕРХ. 
16. Адсорбенти в ліганднообмінному механізмі розділення. 
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ТЕХНІЧНЕ ОБСЛУГОВУВАННЯ КОЛОНОК 
ВИЯВЛЕННЯ І УСУНЕННЯ ПРОБЛЕМ ПРИ РОБОТІ З КОЛОНКАМИ В ВЕРХ 


 
Більшість проблем у ВЕРХ виникає через бульбашки, бруд або знос елементів хроматографа. 
Профілактичне обслуговування - ключ до їх усунення. У цьому розділі розглянемо найбільш 
загальні проблеми, що пов'язані з колонкою в ВЕРХ, дослідження причин цих проблем, а також 
пропозиції щодо профілактичного технічного обслуговування колонок і збільшення часу їх 
життя. До основних проблем, що пов’язані з колонкою, – так звані «три ключі», відносяться: (1) 
значні зміни чи коливання тиску в системі ВЕРХ, (2) неправильні форми піку, (3) зміна часів 
утримування і селективності. 
 


ЗНАЧНІ ЗМІНИ ЧИ КОЛИВАННЯ ТИСКУ В СИСТЕМІ ВЕРХ 
 


Спостерігаємо  Потенційні проблеми: 


велику зміну тиску 
□ Забитий вхідний фільтр (фріт) 


□ Забруднена колонка 
□ Забита набивка 


 
Для встановлення проблем, що пов'язані з тиском і нормалізації тиску необхідно: 
1. Перевірити тиск з/без колонки – багато проблем пов'язані з блокуванням деінде в системі. 
2. Якщо тиск з колонкою лишається високим тоді проводіть процедури в наступній 


послідовності: 
a. Промийте колонку (видаліть детектор з промивного шляху!). При цьому 


видаляються забруднення в колонці та набивці, речовини з високою молекулярною 
масою/адсорбовані сполуки, осадження з проби чи буферного розчину. 


b. Промийте колонку в зворотному напрямку (для очищення вхідної фріти). 
c. Замініть вхідну фріту в колонку (або утилізуйте колонку). 


В Табл. 1 підсумовані можливі проблеми з тиском, а на рис. 1 та рис. 2 наведені будова насосів 
та клапанів Agilent 1100 та 1200. 
 
Таблиця 1. Причини, що зумовлюють коливання тиску. 


Фактори, що призводять до високого тиску: 
□ Забруднена вхідна фріта  в колонці 
□ Забруднена вхідна фріта в крані 
□ Забруднена колонка 
□ Закупорка в капілярі, особливо 


капіляр гнізда голки 
□ Забитий ротор в інжекційному 


клапані  
□ Гніздо голки або голка заблоковані 


 


Фактори що призводять до низького 
тиску: 


□ Забруднений вхідний фільтр в 
ємкості з розчинником 


□ Просочування в капілярах чи інших 
частинах (можливо забитий насос) 


□ Невірно підібраний розчинник або 
швидкість потоку  


□ Активний вхідний кран вийшов з 
ладу  


□ Багатоканальний градієнтний кран 
неправильно дозує 


□ Кульковий кран вийшов з ладу 


Використовуйте 
цей кран для 
роз’єднання 
системи 


Фріти для 
розчинників 


Датчик тиску 







□ Колонка вийшла з ладу (стаціонарна 
фаза) 


 


 


Рис. 1. Будова насосів Agilent 1100 і 1200 для ВЕРХ. 
 


 


Рис. 2. Крани, що використовуються у насосах Agilent 1100 та 1200. 
1. Золота шайба 
2. Пластиковий ковпачок  
3. Золота прокладка  
4. Пластиковий ковпачок 


5. Золота прокладка (seal) 
6. Ковпачок 
7. ПТФЕ 


 
Стрибок тиску може викликатися дією будь якого елемента хроматографа. Тому кожний 
елемент системи необхідно випробувати окремо. Можливі причини: ввели забруднену пробу, в 
хроматограф попали незмішувані розчинники. 
Усунення. Від’єднати всі елементи і встановлювати їх по одному. Спочатку досліджують 
передколонку, потім по черзі приєднують і досліджують інжектор, захисну колонку, аналітичну 
колонку, накінець, детектор (див Рис. 3). Якщо певний елемент є причиною підвищеного тиску, 
відремонтуйте або змініть. 
Для запобігання проблем, що пов'язані з тиском необхідно: 


Корпус для 
плунжерів 


Кільця для підтримки поршнів 


Ущільнювачі 


Активний вхідний кран 


Вихідний клапан 


Гвинт для кріплення  


Кран для промивки 


Корпус насосу 


Поршні 


Активний вхідний кран 


Нова версія 


Стара версія 


Патрон 


Вихідний 
шариковий кран 
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Кран для 
промивки 







1. Відфільтровувати РФ: 
a. Відфільтровуйте розчинники, що не мають ВЕРХ чистоти. 
b. Відфільтровуйте буферні розчини. 
c. Помістіть в лінію фільтр між автосамплером і колонкою. 
d. Використовуйте фріти з пористістю 2 мкм для колонок з зернистістю часточок 3,5 мкм 


та пористістю 0,5 мкм для зернистості 1,8 мкм. 
2. Фільтруйте всі стандарти і проби. 
3. Проводьте очищення проби (ТФЕ, РРЕ). 
4. Проводьте відповідне промивання колонки – відмийте буферний розчин повністю з системи 


вкінці робочого дня водою/органічною фазою. 
Очищення колонки 


Промийте колонку сильнішим розчинником, ніж РФ. Переконайтеся, що детектор не входить в 
потік. Розчинник для НФ режиму вибирають в порядку збільшення його сили. Використовуйте 
принаймні 50 мл кожного розчинника в наступеому порядку: 50 % MeOH : 50%  CHCl3, 100% 
етилацетат. 
В ОФ режимі хроматографування розчинник також вибирають в порядку збільшення його сили. 
Через колонку необхідно пропустити розчинник в 10 кратному її об'ємі. Алгоритм роботи при 
очищенні колонки такий: 
1.  Промити колонку рухомою фазою без буферного розчину (водна/органічна) 
2. Спробувати 100 % органічний розчин (MeOH чи ACN). 
3.  Перевірити тиск. Чи повернувся в нормальний діапазон? 
4. Якщо ні, поміняйте колонку або спробуйте більш жорсткі умови: 
75% ACN : 25% ізопропанол. Якщо не допомогло, то потім можна застосувати: 
5. 100% Ізопропанол. 
6. 100% Метилен хлорид*. 
7. 100% Гексан*. 
* - Якщо використовуєте гексан або метилен хлорид колонку слід промити ізопропанолом перед 
використанням в ОФ режимі. 
 


 


Рис. 3. Послідовність пристроїв для запобігання проблем з тиском. Передколонка очищає 
рухому фазу, фільтр та захисна колонка для очистки проби. 


 
Якщо елюент агресивний (низьке або високе значення рН, великий вміст солі) по відношенню до 
аналітичної колонки в такому разі використовують передколонки насичення. Передколонка – це 
коротка колонка, наприклад, довжиною 50 мм, внутрішнім діаметром 4,6 мм з тією ж основою 
(можливо силікагель або оксид алюмінію) і тими ж функціональними групами поверхні, що і 
аналітична колонка. Головна її відмінність від аналітичної – це те, що вона набита дешевшим 
матеріалом з більш крупним зерном (від 40 до 60 мкм, питома поверхня від 200 до 300 м2/г), 
часто часточки неправильної форми. Заповнюють передколонку сухим матеріалом набивки 
насипним методом. Один з можливих варіантів розташування передколонки наведений на рис. 3. 
Якщо колонка встановлена між голівкою насосу і інжектором тоді датчик тиску контролює тиск. 
Деякі хроматографісти поміщають передколонку між між голівкою насосу і датчиком тиску. В 
такому випадку перепад тиску на передколонці не контролюється, тому слід регулярно міняти 
набивку передколонки. Інакше перепад тиску буде настільки високим, що зможе пошкодити 
плунжер насосу. 
Після встановлення передколонки насичення через неї прокачують сильну рухому фазу. На 
цьому етапі кондиціювання слід впевнитися, що розчинник поступає в накопичувач відходів і не 
проходить через інжектор і колонку. На цьому етапі досягають три цілі: з передколонки 


Рухома 
фаза з 
насосу Передколонка 


Інжектор 


Фільтр 


Захисна колонка 


Аналітична колонка 
До детектору 







видаляється повітря, з набивки видаляється пил, вимиваються всі адсорбовані органічні 
речовини. Після кондиціювання знімають фітинг в головній частині колонки і заповнюють 
порожнину матеріалом набивки, потім повторюють кондиціювання колонки і встановлюють в 
хроматограф. 
Прохідний фільтр – корпус з пористою фрітою з нержавіючої сталі, титану,  встановлюють в 
трубопровід після передколонки і після детектору тиску. Він запобігає попаданню мікрочастинок 
в систему – пилу (залишки силікагелю) від передколонки насичення. Якщо передколонка не 
використовується тоді фільтр в лінії трубопроводу видаляє часточки, що утворюються в насосі і 
розчиннику (мікрочасточки буферного розчину, мікрофрагменти кільця плунжера і т.д.). 
Зберігання колонок. Колонки для обернено-фазової хроматографії краще за все зберігати в 
чистому розчиннику або суміші розчинників (наприклад, ацетонітрил або метанол з водою). 
Нормально-фазові колонки краще зберігати в ізооктані, ніж в більш леткому гексані. Колонку 
слід урівноважити з розчинником і промаркерувати – надписати дату, а також склад розчинників 
для зберігання. Виключення з правил про невикористання буферу для зберігання можуть бути 
колонки для іонообмінної й іон-парної хроматографії. Колонки для іонообмінної хроматографії 
зазвичай супроводжуються рекомендаціями виробника на рахунок використання конкретної 
рідкої фази певного складу для зберігання. Урівноваження колонок для іон-парної хроматографії 
займає дуже багато часу (іон-парний реагент важко видалити повністю), тому простіше 
використати для зберігання розчинник, що містить цей реагент.  
 


НЕПРАВИЛЬНА ФОРМА ПІКУ В ВЕРХ 
 
При неправильній формі піку в ВЕРХ спостерігаємо: 


□ Розщеплення піків; 
□ Піки з “хвостом”; 
□ Розмивання піків; 
□ Погана ефективність (низькі значення N); 
□ Суперечливий відгук. 


Декілька проблем можуть накладатися, наприклад, розмивання і хвіст чи хвіст з збільшеним 
часом утримування. 
Причини розщеплення піків: 


□ Забруднення в колонці; 
□ Частково забруднена фріта; 
□ Порожнина в колонці (недостатньо упакований шар сорбенту); 
□ Ефекти розчинника. 


Приклад № 1. Усунення розщеплення піків. Розглянемо як промивання колонки усуває 
розщеплення піків. На наведеній хроматограмі ліків від застуди (Рис. 4), видно що вже на 30 
інжекції піки змінюються (особливо для 3 компоненту проби). Після пропускання через колонку 
100 % CH3CN піки перестають розщеплюватися. 


 


   


Колонка: StableBond SB-C8, 4.6 x 150 мм, 5 мкм Температура: 35 0С 
РФ: 60 % 25 мМ Na2HPO4, pH 3.0 : 40 % MeOH Швидкість: 1 мл/хв 


Проба: профільтровані ліки від застуди 
1. Псевдоефедрин  2. N-ацетил-пара-амінофенол  3. Невідоме  4. 


Хлорфеніламін 


Детектор: УФ 254 нм 


Рис. 4. Хроматограми протизастудних ліків при першій інжекції (а), на 30 інжекції (б) та 


(а) (б) (в) 


   







перша інжекція після промивання колонки 100 % CH3CN (в). 
Приклад № 2. Вплив розчинника проби з більшою елюючою силою, ніж у рухомої фази. 
Введення розчинника сильнішого ніж РФ може спричинити проблеми з формою піку, такі як 
розщеплення піків чи розмивання (Рис. 5). Запам'ятайте: пік, що виходить раніше (низькі 
значення коефіцієнту ємності) найбільш змінений. 
 
 


  


Колонка: StableBond SB-C8, 4.6 x 150 мм, 5 мкм Об’єм інжекції: 30 мкл 
Проба: 1. Кофеїн  2. Саліциламід РФ: 82% H2O : 18% ACN 
Рис. 5. Вплив розчинника при інжекції на вигляд піку. (а) - хроматограма з 100% CH3CN в 
якості інжекційного розчинника, (б) – хроматограма з інжекційним розчинником – 
елюентом. 
Якшо форма піка виглядає як дублет тоді причини наступні: 


□ Частково заблокована фріта: складна матриця проби чи багато проаналізованих проб – 
ймовірне забруднення колонки чи часткове забруднення фріти колонки (Рис. 6); 


□ Мертвий об'єм в колонці: РФ з рН > 7 – ймовірно є мертвий об'єм, що утворився при 
розчиненні силікагелю (якщо не використовується спеціальна колонка, Zorbax Extend- 
C18 стабільна до pH 11) (Рис. 7); 


□ Тільки один пік дублетний – коелюювання компонентів. 
Якщо інжектувона проба містчться в розчиннику сильнішому, ніж РФ – ймовірне розщеплення і 
розмивання піка. Форма піка залежить від інжекційного об’єму і значень k’. 
 
 


 
 


 
 


Рис. 6. Різниця між хроматограмами з 
нормальними та з дублетними піками.  


Рис. 7. Зображення мертвого об'єму в 
колонці. 


Фактори що викликають затягнення зрізу піку, розширення, втрату ефективності (N, тарілки): 
1. “Вторинні взаємодії” в колонці (ефект залишкових силанольних груп). 
2. Пустоти між часточками фази. 
3. Забруднення колонки. 
4. Старіння колонки. 
5. Перевантаження колонки. 


(а) (б) 


 
 







6. Додаткові ефекти. 
7. Забруднення важкими металами. 
8. Поганий розчинник. 
9. Непридатний буферний розчин. 


Втрата ефективності і роздільної здатності проявляється поступовим зменшенням N з часом 
внаслідок старіння колонки, накопичування в колонці забруднювачів, непридатної рухомої фази, 
зміни температури. Крім того при процесі погіршується утримування, помітне подовження зрізу 
піка, подвоєння або розщеплення піків. 
Приклад № 3. Вплив модифікатору на затягнення зрізу піку внаслідок “вторинних 
взаємодій” в колонці. Затягнення зрізу піку амінів зникає, якщо в РФ добавити модифікатор 
(триетиламін (ТЕА)) при рН 7 (Рис. 8). 
 


  


Колонка: Alkyl-C8 4.6 x 150 мм, 5 
мкм 


РФ : 85% 25 мМ Na2HPO4 та 15% 
CH3CN Температура: 350С 


Проба: 1. Фенілпропаноламін  2. Ефедрин  3. Амфетамін 4. Метамфетамін  
5. Фентерамін Швидкість: 1 мл/хв 


Рис. 8. Приклад хроматограм амінів без (а) та з (б) додаванням триетиламіну. 
Приклад № 4. Вплив рН на силанофільну взаємодію. Зменшення рН рухомої фази зменшує 
взаємодії з силанольними групами – не потрібно ТЕА-модифікатору (Рис. 9). 
 


 
 


Колонка: Alkyl-C8 4.6 x 150 мм, 5 
мкм 


РФ: 85 % 25 мМ Na2HPO4 та 15 % 
CH3CN Температура: 350С 


Проба: 1.Фенілпропаноламін  2.Ефедрин  3.Амфетамін 4.Метамфетамін  
5.Фентерамін Швидкість: 1 мл/хв 


(а) (б) 


(а) (б) 


  


  







Рис. 9. Приклад хроматограм амінів при рН 3.0 (а) та при рН 7.0 (б). 


 
Приклад № 5. Час утримування піка зростає із зменшенням концентрація аналіту: таке 
явище спостерігається при аналізі основних аміносполук. 
Усунення. На рис. 10 (а) приведені значення k' для 2,6-діамінопіридина (ДАП) і відповідні форми 
піка на силікагелевій колонці С18 при зменшенні  концентрації аналіта в пробі. В цьому випадку 
слід пам’ятати, що силанольні групи утворюють сильні водневі зв’язки з основними сполуками, 
що є причиною утворення «хвостів» або розмивання піків. Слід звернути увагу, на те, що 
невелика частина молекул розчиненої речовини взаємодіє з силанольними групами, що сильно 
утримують ці молекули. Коли кількість молекул зменшується, їх відносна частина, що відчуває 
таку взаємодію зростає, зріз піку подовжується більш суттєво. 
Коли кількість аналіту в веденій пробі зменшується на стільки, що наближається до кількості 
доступних силанольних груп, силанофільна взаємодія стає головним механізмом утримування і k' 
збільшується. 
Для того щоб уникнути даного ефекту роблять наступне: 1) додають модифікатор в РФ, 
наприклад триетиламін, який конкурує з аміном по відношенню до силанольних груп; 2) додають 
в РФ сильну органічну кислоту (трифтороцтову) – повна протонізація аміну, а отже слабка 
силанофільна взаємодія (концентрація модифікатора має бути більшою за концентрацію аналіту 
≈ 0,1-0,5 % в об’ємних частках); 3) використовують колонки з ендкепінгом. 
Приклад № 6. Поступове збільшення піка при поступовому введені декількох однакових 
проб. Це явище, зазвичай, спостерігається при аналізі білків та інших макромолекул. 
Усунення. Адсорбція білків на різних елементах хроматографічної системи: колонці, сполучних 
трубках, інжекторі, – постійне джерело помилок. Встановлено, що на інжекторах і в трубках з 
нержавіючої сталі спостерігається сильна адсорбція білків. Адсорбція супроводжується 
денатурацією. Білок поступово десорбується, але настільки повільно і в такій малій кількості, що 
детектор не реагує на нього. Вихід – використовувати титанові або ПЕЕК фріти, сполучні труби і 
інертні колонки. Приклад, білок аналізують на бутильній або октильній фазі. Відбувається 
взаємодія з цими групами і залишковими силанольними. Десорбція з останніх протікає дуже 
повільно, так що пік або з хвостом, або розмитий, або білок зовсім зникає в елюаті. 
В якій мірі ці явища проявляться в хроматографічному досліді залежить від наступних факторів: 
гідрофобності білка, легкості його денатурації, характеру привитої фази, кількості залишкових 
силанольних груп, температури, витрат елюента, форми і тривалості градієнта, проміжку часу 
між вводами послідовних проб. В колонці може утворитися шар альбуміна на активних центрах. 
З часом ці центри можуть звільнитися від білка, якщо проміжок між вводом проб збільшується 
або колонка буде очищатися. 
 
 


 
 


 


Рис. 10. Залежність k' від концентрації для 2,6-діамінопіридину (а), профілі піків і час 
утримування при зменшеній концентрації (б): 1 – 50 мМ; крива 2 – 25 мМ; крива 3 – 12,5 
мМ; крива 4 – 6 мМ; крива 5 – 3 мМ; крива 6 – 1 мМ.  Піки для малих концентрацій 
збільшені для приведення до одного маcштабу.  


Приклад № 7.Забруднення в колонці, перевірка системи тестом по контролю якості (QC-


(а) (б) 







test 1).  Якщо провести тест по контролю якості в оберненому напрямку або після очищення 
колонки 100 % ізопропанолом “хвіст” для піків зникає (Рис. 11). 
 
 


   


Колонка: StableBond SB-C8, 4.6 x 250 мм, 5 мкм Швидкість: 1 мл/хв 
РФ: 80% MeOH: 20 % H2O  
Проба: 1. Урацил  2. Фенол  3. Хлорнітробензол  4. Толуол Детектор: УФ 254 нм 
Рис. 11. Приклади хроматограм із затягненням зрізу піка при забрудненій колонці. 
Хроматограма при тестуванні колонки в основному напрямку (а), хроматограма при 
тестуванні колонки в зворотньому напрямку (б), хроматографа після промивки колонки 100 
% ізопропанолом при температурі 35°С (в). 
Приклад № 8. Перегрузка колонки. Розрізняють дві форми перегрузки: за масою, за об’ємом 
(Рис. 12). За масою – концентрація аналіта в пробі дуже велика, порушується рівноважний стан 
адсорбції. В результаті час утримування змінюється, пік спотворюється. Перегрузка за об’ємом – 
зумовлена самим аналітом або іншими складовими проби. Проявляється у вигляді спотворювання 
форми піку. 
Усунення перегрузок. Перш за все треба зрозуміти який вид перегрузки наявний. Перегрузку за 
масою усувають простим розбавленням проби, або вводять менший об’єм. При цьому 
відновлюється форма піка і час утримування. Якщо перегрузку викликають компоненти матриці, 
тоді необхідно продумати інший варіант детектування, або змінити пробопідготовку. 
Виявити перегрузку за об’ємом складніше.  
 
Іноді при аналізі стандартного розчину пік не спотворюється, а при аналізі проб – так. Причиною 
похибки може бути те, що пробу і стандарт готують в різних розчинниках, або проба містить 
компоненти, що не входять в стандарт. 
Перший приклад – пробу готують в більш сильному розчиннику, ніж РФ, або в розчиннику з 
іншим модифікатором (іншим рН або концентрацією буферного розчину). Після вводу в 
хроматограф проба розбавляється, а розчинність може різко зменшитися. Ізотерма адсорбції і 
рівноважний стан розподілу будуть постійно змінюватися. На хроматограмі будуть спостерігатися 
піки у формі «хвоста» або багато піків. Вихід – або змінити розчинник для пробопідготовки, або 
взяти іншу РФ. Другий приклад – компонент проби змінює характеристики колонки і тим самим 
впливає на розподіл аналіта. Найкращий вихід в такому випадку – інша пробопідготовка. 
 
 


                                                        
1 QC is defined as a set of activities or techniques whose purpose is to ensure that all quality requirements are being met. 
Parameters examined are carry-over, column statement, accuracy and precision. J. Chromatogr. A, 1158 (2007) 168–173 // Review. Quality 
control techniques for routine analysis with liquid chromatography in laboratories. 
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Колонка: 4.6x150 мм, 5мкм Температура: 40 0С 


РФ: 40% 25 мМ Na2HPO4 pH 7.0 : 60%CH3CN Швидкість: 1,5 мл/хв 
Проба: 1.Дезипрамін   2.Нортрифилін   3.Доксипін   4.Іміпрамін   5.ФАмітриптилін   6.Триміпрамін 
Рис. 12. Приклад хроматограм амінів з затягненням та уширенням піків.  


Приклад № 9. Уширення піку/пустоти колонки. Уширення піку в даному випадку зумовлене 
розчиненням силікагелю за високих значень рН (рис. 13). 


 


  


РФ: 50 % CH3CN : 50 % H2O : 0.2 % TEA (~ pH 11)  
Рис. 13. Хроматограма при першій інжекції (а), хроматограма після 30 інжекцій (б). 


При тривалій роботі, тобто при зношуванні елементів хроматографа, можлива також зміна форми 
піків (Рис. 14). 
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Колонка: Bonus-RP 4,6 x 75 мм 3,5 мкм Швидкість потоку 1мл/хв  
РФ: 70 % MeOH 30 %H2O Детектор УФ 254 нм 
Проба: 1. Урацил 2. Фенол 3. N,N-диметиланілін  
Рис. 14. Приклад хроматограм до (а) і після (б) заміни роторної та ізоляційної прокладок.  
Приклад № 10. Вплив поза колонкового об’єму. Затягнення зрізу піку зумовлене 
позаколонковим об’ємом, що продемонстровано на Рис. 15. 
 


  


Колонка: StableBond SB-C18 4,6 x 30 мм 3,5 мкм Швидкість потоку 1мл/хв 
РФ: 85 % H2O з 0,1 % трифтороцтової кислоти та 15 % 
CH3CN 


Температура: 350С 


Проба: 1. Фенілаланін  2. 5-бензил-3,6-диоксо-2-піперазин оцтова кислота  3. Аспаргінова кислота-
фенілаланін  4. Аспартам 
Рис. 15. Приклад хроматограм з позаколонковим об’ємом 10 мкл (а) і 50 мкл (б). 
 
Рекомендації, щодо основних причин затягнення зрізу піку 


□ Оцініть ефект РФ – змініть рН РФ і модифікатори з метою усунення вторинних взаємодій. 
□ Оцініть вибір колонки – спробуйте колонку з високою чистотою силікагелю чи різною 


технологією закріплення привитої фази. 
□ Зменшіть введену пробу – інжекційний об'єм і концентрацію. 
□ Виключіть позаколонкові об’єми колонки (трубки, фітінги, УФ комірку) 
□ Промийте колонку і перевірте на придатність до роботи 


 
ПРОБЛЕМИ З УТРИМУВАННЯМ 


 
 


Точність часу утримування: 
⇒ з термостатом: < 0.3% 
⇒ без термостату: < 0.7% 


точність площі піку: <1.5% 


(а) (б) 


(а) (б) 


  


  







Зазвичай, 
□ Проблеми, що одночасно існують з площею піку і його висотою вказують на систему 


вводу проби 
□ Проблеми, що одночасно існують з площею піку і часом утримування вказують на насос 


 
Рис.16. Відтворюваність форми піків залежно від кількості інжекцій (від 1 до 10). 


Приклад № 11. Встановлення нової колонки призводить до зникнення піків або різкої 
зміни їх висоти і часів утримування 
Усунення. Зміна часу утримування і зменшення висоти піку може бути зумовлена змінами в 
колонці, інжекторі, пробі і детекторі. Якщо є перепад тиску на колонці, то можливо на вхідній 
фріті, всередені колонки випали тверді солі або осіла якась речовина, неправильно зберігали 
колонку, або аналіт необоротньо зв’язався з фазою. В такому випадку слід або чистити фріту або 
міняти колонку. Якщо монтаж колонки виконаний успішно, і тиск нормальний, треба подивитися 
чи правильний склад РФ і швидкість потоку, перевірити правильність введеної проби, 
переконатися у правильності віали, перевірити концентрацію проби. Якщо використовується 
пробовідбірник слід перевірити рівень проби у віалі. Слід перевірити установки детектора 
(послаблення, кратність, поправка). Якщо піки всерівно не з’являються, необхідно приготувати 
розчин, що містить аналіт, що генерує сигнал детектора (урацил, фенол або ацетон дл ОФ, толуол 
– для НФ варіантів, якщо використовується УФ детектор на довжині хвилі 254 нм). Якщо пробу 
ввели, а пік не з’явився, слід відключити подачу елюенту і демонтувати колонку. Підключити 
інжектор безпосередньо до детектора і ввести пробу. Якщо детектор працює – вийде пік, ні – слід 
перевірити чи працює інжектор. 
 
До проблем, що пов’язані з утримуванням відносять: 


□ Зміну часу утримування (tr) 
□ Зміну фактору утримання (k’) 
□ Зміну селективності (α) 


 
Зміни в утримуванні (k’) можуть бути причиною: 
1. Старістю колонки; 
2. Забрудненням колонки; 
3. Колонка не урівноважена; 
4. Не вдале поєднання колонки з елюентом; 
5. Зміна в РФ; 
6. Зміна швидкості потоку; 
7. Зміна температури колонки; 
8. Інші інструментальні проблеми. 
Приклад № 12. Зміна рухомої фази призводить до змін в утримуванні. Летка трифтороцтова 
кислота випарувалась з елюенту, його заміна вирішить проблему (Рис. 17). 
 
 







  
Рис. 17. Хроматограми зняті на двух елюентах: (а) – «старий» елюент, (б) – свіжий елюент. 


 
Умови розділення, що можуть спричинити зміни в утримуванні* 
Швидкість потоку ± 1%  ± 1% tr 
Температура ± 1° C  ± 1 до 2% tr 
%Органічної фази ± 1%  ± 5 до 10% tr 
pH ± 0.01%  ± 0 до 1% tr 
*“Troubleshooting HPLC Systems”, J. W. Dolan and L. R. Snyder, p 442. 
 
Для з’ясування причин, що зумовлюють зміни в утримуванні необхідно провести наступний 
алгоритм дій: 
1. Встановіть k’, a і tr для підозрілих піків. 
2. Промийте колонку. 
3. Протестуйте нову колонку – занотуйте партію колонки. 
4. Перегляньте процес врівноваження колонки. 
5. Приготуйте свіжу РФ і протестуйте її. 
6. Перевірите роботу інструмента. 
 
Можливі зміни в утримуванні, селективності від колонки до колонки внаслідок: 
1. Різної історії колонок; 
2. Не достотатньо урівноваженої колонки; 
3. Не вдалого поєднання колонки з елюентом; 
4. Зміни в РФ; 
5. Зміни в швидкості потоку; 
6. Інші інструментальні проблеми; 
7. Незначні зміни в шарі силікагелю. 
Приклад № 13. Приклад зміни в утримуванні/селективності від колонки до колонки. На 
Рис. 18 продемонстровано експеременти з РФ та різними колонками. Змінилися часи 
утримування після встановлення нової колонки. Але насправді ця зміна була зумовлена іншою 
причиною. Після використання всіх свіжих розчинників проблема не зникала. Вона була 
пов’язана з компонентом елюенту – трифтороцтовою кислотою (Рис. 18). Після заміни кислоти 
хроматограми на рис. 18 (а) та рис. 18 (в) ідентичні. 
З метою зменшення змін в утримуванні/селективності від колонки до колонки оцініть: 
1. Всі зміни від колонки до колонки *. 
2. Перевірте методику на надійність (буфери/йонна сила). 
3. Чутливість pH (проба/взаємодії колонки). 
* Всі зміни від колонки до колонки необхідно розглядати спочатку. 
 


(а) (б) 


  







   


Рис. 18. Приклад зміни в утримуванні/селективності від колонки до колонки (а і б), зі 
зміною рухомої фази (б і в): (а) – колонка 1, (б) – колонка 2, (в) – колонка 2 зі свіжою 
рухомою фазою. 
 
 


 
 


 
 


Рис. 19. Зміна у хроматограмах в залежності від зміни колонки (а і б) до колонки (в і г) та 
зміна в селективності в залежності від рН (а) – колонка 1 при рН=4,5; (б) – колонка 1 при 
рН=3,0; (в) – колонка 2 при рН=4,5; (г) – колонка 2 при рН=3,0. 
 
При рН 4,5 спостерігається зміна селективності від колонки до колонки для основних сполук. 
При рН 3,0 не спостерігається зміна селективності від колонки до колонки, вказуючи на 
чутливість силанольних груп при рН 4,5. Завжди оцінюйте декілька значень рН, щоб визначити 
найробастніший вибір рН.  
Оцінка змін утримування від колонки до колонки 


1. Усуньте причини зміни селективності від колонки до колонки. 
2. Переоцініть придатність методу – модифікуйте метод. 
3. Визначте чутливість до рН – модифікуйте метод. 
4. Класифікуйте зміни в селективності. 
5. Контактуйте з виробником. 


 


(а) (б) (в) 


(а) 


(г) 


(б) 


(в) 


   







Проблеми пов’язані з відтворюваністю площі піку та часів утримування підсумовані в Табл. 2 та 
Табл. 3. 


 
Таблиця 2. Можливі причини відсутності площі піків. 


З висотою піку 
□ Роторна прокладка порту протікає чи 


інжекційний кран не щільно затягнутий 
□  Прокладка поршню вузла дозування дає 


протікання 
□ Частково заблокавана голка 


З часом утримування 
□ Варіювання швидкості потоку насосу 


Інше 
□ Капіляр від інжектора до детектора не 


туго натягнутий  
□ Проблеми з встановленням детектору 


 


 
Таблиця 3. Невідтворюваний час утримування. 


Проблеми з насосом 
□ Проблеми з складом рухомої фази 
□ Дефективні зміни в кульковому і 


активному вхідному кранах 
□  Проблеми з швидкістю потоку 


Проблеми з термостатом колонки 
□ Флуктуації температури 


Інше 
□ Врівноваження колонки 
□ Деградація колонки 


 


 
 


ЗАГАЛЬНІ ЗАПОБІЖНІ ЗАСОБИ ДЛЯ НАДІЙНОЇ РОБОТИ ВЕРХ 
 
Для надійної роботи ВЕРХ проводіть такі процедури: 


1. Використовуйте лише HPLC якості розчинники, обов'язково чисті та дегазовані 
(пропускайте гелій чи азот). Фільтруйте всі соле- або буферовмісні розчинники перед 
використанням через 0.45-міліметровий фільтр. Використовуйте вхідний фільтр у резервуарі з 
розчинниками, щоб уникнути попадання пилу в систему. 


2. Перевіряйте септу щодня на протікання і зміни. 
3. Для захисту аналітичної колонки, для вловлювання механічних часточок від матеріалів 


хроматографу і хімічніх забруднювачів використовуйте передколонку. 
4. Перевіряйте регулярно швидкість потоку в референтному інтервалі тиску, щоб виявити 


його зростання (або зменшення). Нарощування тиску викликається маленькими частинами септи, 


Прокладка 


Роторна прокладка 


Колонка 


Насос 







які можуть осаджуватися в голові колонки (якщо відсутня передколонка) після багатьох 
інжекцій. Щоб виправити цю ситуацію, видаліть декілька міліметрів пакувального матеріалу 
нерухомої фази з початку колонки і перепакуйте новим матеріалом. 


5. Розчиніть зразки в елюенті або в менш полярному розчиннику ніж рухома фаза. Ця 
техніка дозволяє концентрувати компоненти проби на вершині колонки і приводить до кращої 
роздільної здатності. Можна багато разів вводити велику кількість проб, коли не треба високої 
чутливості без втрат у роздільній здатності. 


6. Промийте систему після використання сильним компонентом з рухомої фази приблизно 
10 об’ємами колонки. Якщо використовують буферний розчин, то потрібно промивати розчином 
рухомої фази без буферного компоненту потім змінювати на чистий органічний розчинник. Ця 
обережність допомагає запобігати появі сольових відкладень, осадженню кристалів, росту 
мікробів і корозії апаратури. 


7. Замінюйте прокладки насосу постійно (кожні 3 місяці). 
8. Перевірте детектор (лампа живе від 0.5 до 1 року). Міняйте дейтерієві лампи кожні 6 


місяців; ртутні лампи один раз на рік. 
9. Остерігайтеся ефектів консервації в розчинниках, при роботі в нормально фазовій 


хроматографії. У випадку хлороформу загальні консерванти - етанол і 2-метил-2-бутен на рівнях 
приблизно 0.5 % до 1.0 % і 0.01 % до 0.02 %, відповідно. Етанол в кількості 0.5 % буде значно 
змінювати особливості в утриманні в системі хлороформ-гексан (РФ) та колонки з силікагелем. 
Якщо це можливо, уникайте розчинників, які мають тенденцію формувати пероксиди після 
зберігання, такі як ефіри, хлороформ, або циклогексан.  


10. Перевірте наявність стабілізаторів в розчинниках, які використовуються для обернено 
фазової хроматографії, тому що стабілізатори поглинають в ультрафіолетовому області нижче 
320 нм, це викликає проблеми коли використовують УФ-видимі детектори. Наприклад, 
бутильований гідрокситолуол часто додають до тетрагідрофурану (ТГФ), щоб запобігти 
утворенню пероксиду; і тільки стабілізований ТГФ повинен використовуватися в поєднанні з 
ультрафіолетовим детектором. 


11.  У адсорбційної хроматографії важливо щоб іони перехідних металів були на рівні слідів в 
адсорбенті. Так як вони можуть каталізувати реакції окиснення в зразках, що містять речовини 
які легко окислюються. Промивання кислотою (1M HCl) видаляє домішки перехідних металів з 
адсорбенту. 


ЗАПОБІЖНІ ДІЇ З КОЛОНКАМИ З ПРИВИТИМИ ФАЗАМИ 
 


Такі колонки як і будь-які колонки на основі з силікагелю можуть демонструвати вторинне 
утримування внаслідок взаємодії з поверхнею силікагелю. В обернено-фазових системах, з 
повехнею силікагелю часто проводять енд-кеппінг, та додають до РФ модифікатори фази – 
аміни, для мінімізації ступеню силанольних взаємодій. Для нормальної фазової системи, як 
полярний модифікатор використовують ізопропанол або воду. Їх часто додають до РФ з метою 
деактивації колонки. Основна нерухома фаза в НФ ВЕРХ – амінопропільна. Вона хімічно 
активна тому з нею не можна супутньо використовувати зразкі, які швидко окислюються та 
зразків, які можуть реагувати з основною групою аміну, такі як альдегіди, кетони, і кетостероїди 
(включаючи вуглеводи відновники, такі як альдози і кетози). Реакція конденсації прискорюється 
полярними розчинниками – спиртами (тому використовують ацетонітрил, а не метанол). Зразки з 
пероксидом і гідропероксидом втрачають на цьому типі колонок, так ці сполуки повільно 
перетворюють аміно групи в нітро групи. Колонки з солями амінів є більш стійкі до окиснення; 
тому рекомендують переводити їх амінні групи в форму солей, наприклад, фосфат амонію. 
Також треба уникати використовувати дериватизуючих агентів, таких як  дансил хлорид. 
 
Ефекти передколонки. Ефекти передколонки повинні спостерігатися при лабораторних 
дослідження:  


1. Початкові зони розширюються більше ніж останні (невелика кількість тарілок). 
2. Подвійні попарні послідовно зв’язані колонки дають більш високі кількості тарілок, ніж 


сума окремих колонок; також фактор асиметрії ближче до 1.0  







3. Меньші в довжині і або більш вузькі колонки дають більше проблем з уширенням зон ніж 
нормальні колонки. 


4. Перехід від градієнта до ізократичного режиму дає меньші кількості тарілок і або змінює 
форму піку. 


5. Наявні розмивання зон при ідеальних умовах тестування колонки. Ідея, що 
передколонкові ефекти викликають однакове розширення для всіх зон, є поширеною помилкою. 
Для ізократичного розділення, чим пізніше виходять аналіти, тим ширші стають піки. Іншими 
словами, розширення зон в колонці - пов'язане з утриманням, тоді як передколонкові ефекти 
головним чином залежить від капілярів і обєму комірки детектора, які є постійними для набору 
однієї індивідуальної системи.  
 


ПОСТУПОВА ЗМІНА В ЧАСІ УТРИМАННЯ 
 


Поступове зміна в часі утримання компонентів проби може бути викликана змінами або в 
колонці (1), або в системі подачі РФ (2). Зміни в колонці пов’язані з часом утримання наступні: 


1. Активні групи НФ вкриті сторонніми речовинами, які безповоротньо адсорбовані. 
Зростання робочого тиску супроводжує цю проблему. Вирішенням проблеми є поліпшення 
методики пробопідготовки проби (проба повинна містити якомога меньше сторонніх речовин). 


2. Поступове вимивання привитої фази з силікагелю є наслідком гідролізу. Для його 
запобігання необхідно підвищити зміст органічної складової РФ, понизити її рН, зменшити іонну 
силу РФ або замінити НФ на нейтральну – полістирен-дивинілбензольну. 


3. Взаємодія компонентів НФ колонки з компонентами проби зумовлена в значній мірі 
фазами з первинними алкіламінами, коли компоненти проби, містять альдегіди і/або реакційно 
здатні кетони. Для запобігання цього треба уникати цей тип НФ, при роботі з аналітами з 
карбонільними групами, адже можливе проходження реакції Шифа – утворення азометинового 
зв’язку. 


Контрольні запитання: 
 
1. Які фактори можуть призвести до високого (низького) тиску в системі ВЕРХ? 
2. Як правильно очистити колонку в ОФ та НФ режимах хроматографування? 
3. Які функції перед колонки, фільтру та захисної колонки? 
4. Як правильно зберігати колонки? 
5. Причини розщеплення піків та способи їх усунення. 
6. Фактори що викликають затягнення зрізу піку, розширення, втрату ефективності. 
7. Наведіть прилад, коли час утримування піка зростає із зменшенням концентрації аналізу. 
8. Що таке тестом по контролю якості? 
9. Які форми перегрузки колонки ви знаєте, як їх уникнути. 
10.  Вплив поза колонкового об’єму на затягнення зрізу піку. 
11. Наведіть приклади пливу модифікаторів, рН розчинів на форму піку. 
12.  Проблеми пов’язані з відтворюваністю площі піку та часів утримування. 
13. Які консерванти використовують в розчинниках, як вони впливають на процеси 


хроматографування? 
14. Рекомендації щодо використання амінопропільних фаз. 
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НАДКРИТИЧНА ФЛЮЇДНА ХРОМАТОГРАФІЯ 
 
Комбіновані методи (Hyphenated techniques) в аналітичній хімії представляють собою 
комбінацію двох або більше методів. Першим етапом таких методів, наприклад, є процес 
розділення, а на другому етапі відбувається збір спектральної інформації про розділені 
сполуки. Hyphenated методи аналізу є інформативними і сильними інструментами 
аналітичної хімії, так як можливе одночасне отримання двох наборів даних (по 
розділенню і спектральних) для однієї проби.  У цьому розділі розглядається Hyphenated 
метод, в якому першим етапом розділення сполук є надкритична флюїдна хроматографія.  
 


Основні аспекти надкритичної флюїдної хроматографії 
 


Надкритична флюїдна хроматографія – це гібридний метод газової і рідинної 
хроматографії. У методі надкритичної флюїдної хроматографії (НФХ) рухомою фазою є 
флюїдна рідина. Для будь-якої речовини існує деяка критична температура (Тk), вище якої 
вона ні при якому тиску не може існувати в рідкому стані. Тиск, що відповідає критичній 
температурі, називається критичним тиском (рk). Сукупність критичних значень 
температури і тиску називається критичною точкою. Поблизу критичної точки речовина 
знаходиться в так званому надкритичному (флюїдному) стані і має властивості, проміжні 
між властивостями газу і рідини. З фізичних властивостей речовини в надкритичному 
стані для хроматографії найбільш важливі щільність, в'язкість і коефіцієнти дифузії. У 
табл. 1 наведені величини, що характеризують ці властивості для газів, надкритичних 
флюїдів і рідин. При збільшенні тиску надкритична флюїдна рідина стає більш схожою на 
рідину (більша густина і в’язкість, менші коефіцієнти дифузії). І навпаки, при зменшенні 
тиску вона стає більш схожою на газ (нижча густина і в’язкість і більші коефіцієнти 
дифузії). Внаслідок досить високої щільності флюїдів багато нелетких речовин з великою 
молярною масою гарно в них розчиняються. Так, в діоксиді вуглецю в надкритичному 
стані добре розчиняються всі нормальні алкани з числом атомів вуглецю від 5 до 40, 
поліциклічні ароматичні вуглеводні. 
Таблиця 1. Порівняльна характеристика властивостей речовин в газоподібному, 
флюїдному та рідкому станах. 


Властивість, 
характеристика 


Гази Надкритичні флюїди Рідини 


Густина, г/см3 0,6·10-3 – 2·10-3 0,2 – 0,5 0,6 –  2,0 


В’язкість 
г/(см·с) 


1·10-4 – 3·10-4 1·10-4 – 3·10-4 0,2·10-2 – 3·10-2 


Коефіцієнти 
дифузії, см2/с 


1·10-1  – 4·10-1 10-4  – 10-3 0,2·10-5 – 2·10-5 


 


У Табл. 2 наведені характеристики ряду речовин в критичній точці. Зазначені в ній 
речовини можна використовувати як рухомі фази в НФХ. Зазвичай, робоча температура 
колонки складає близько 1,2 Тk, а тиск – від 1 до 3 рk. 







Таблиця 2. Критичні величини речовин рухомих фаз в надкритичній флюїдній 
хроматографії.  


Речовина Тk, 0С рk, МПа dk, г/см3 


CO2 31,3 7,39 0,468 


N2O 36,5 7,27 0,457 


NH3 132,5 11,40 0,235 


Метанол 239,4 8,10 0,272 


н-Бутан 152,0 3,80 0,228 


Дихлордифторметан 111,8 4,12 0,558 


Діетиловий ефір 195,6 3,64 0,265 


 
Для більшості речовин, наведених у Табл. 2, критичні температури і тиск відносно 
невеликі і не виходять  з робочих діапазонів хроматографії. Тому апаратура для НФХ мало 
відрізняється від газових і рідинних хроматографів. 
 


Апаратура 
 


Флюїдний хроматограф являє собою комбінацію окремих вузлів апаратури для 
високоефективної рідинної та газової хроматографії. Важливою вимогою є 
термостатування  колонки, що забезпечують термостатною печею, подібною до тих, що 
використовують в газовій хроматографії. Крім того, у колонці необхідно постійно 
підтримувати тиск, достатній для того, щоб рухома фаза весь час знаходилася в 
надкритичному стані. На виході ж з колонки тиск зменшують. При цьому рухома фаза 
переходить в газоподібний стан, і тому для детектування можна використовувати звичайні 
для газової хроматографії методи. Для скидання тиску використовують дроселі (Рис. 1). 
Існує п’ять різновидів дроселів: прямолінійний, клиноподібний або дросель Честера, 
цілісний, у формі мікроканалу або дросель Сміта, фріта або дросель Ріхтера.  
Прямолінійний дросель використовують в капілярній НФХ. У найпростішому випадку 
капілярний дросель насаджують безпосередньо на вихідний отвір колонки. Його довжина 
складає 10-25 см. Внутрішній діаметр менший, ніж у колонки. Наприклад, якщо 
внутрішній діаметр колонки 100 мкл, то прямолінійний дросель може мати 10 мкм. 
Прямолінійні дроселі недорогі, їх легко замінити. Основна їх перевага – у поступовому 
зниженні тиску вздовж всієї довжини трубки. Як результат сольватуюча сила рухомої 
фази зменшується вздовж всієї довжини трубки і молекули з більшою молекулярною 
масою повільніше рухаються до детектору. Крім того при охолодженні в процесі зниженні 
тиску можлива конденсація розчинника  і молекули проби можуть формувати  кластери, 
що будуть порушувати відклик детектору. Для того, щоб зменшити кластероутворення 
дросель може мати клиноподібну форму вкінці з внутрішнім діаметром 1-3мкм. В дроселі 
з клиноподібним кінцем зменшення тиску відбувається впродовж декількох см 







клиноподібної частини пристрою. Тому ця частина неміцна. Третій вид дроселів 
виготовляють з плавленого кварцового капіляру, нагріваючи його кінець. Як тільки кінець 
капіляру закриється нагрівання припиняють. Потім кінець капіляру шліфують до 
утворення невеликого отвору, який би забезпечив необхідну швидкість потоку. В такому 
дроселі тиск спадає ще на коротшій відстані, і ніж в перших двох. Дросель Сміта 
використовують для миттєвої декомпенсації. Він має висвердлений лазером маленький 
отвір в наконечнику металевої фольги. Дросель застосовують в основному як з’єднувач 
НФХ системи і вакууму. Дросель Сміта важко конструювати і інсталювати. Через свою 
конструкцію він також швидко забивається. В такому разі його видаляють, чистять або 
замінюють. Дросель Ріхтера складається з пористої фріти всередині плавленого 
кварцового капіляру. Пористість забезпечує зростання проходів і зменшує закупорювання 
і в той же час забезпечує відносно коротку область декомпенсації. 
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Рис. 1. Дроселі тиску: (1) прямолінійний, (2) клиноподібний або дросель Честера, (3) 
цілісний, (4) у формі мікроканалу або дросель Сміта, (5) фріта або дросель Ріхтера.   


Тиск у системі слід контролювати з високою точністю, оскільки від величини тиску 
залежить щільність флюїду і, відповідно, коефіцієнти ємності. При підвищенні тиску 
зростають щільність і елююча здатність флюїду, і часи утримування зменшуються. Так, 
підвищення тиску флюїду СО2 від 7 до 9 МПа призводить до зменшення часу 
утримування з 25 до 5 хв. У НФХ використовують і прийом градієнтного програмування 


Полімерне покриття 







тиску, аналогічний програмуванню температури в газовій хроматографії або складу 
рухомої фази в рідинній хроматографії. 
 


Нерухомі і рухомі фази 
 


У НФХ застосовують як набивні, так і капілярні колонки. Набивні колонки аналогічні 
тим, що застосовуються в розподільчий ВЕРХ. Внутрішній діаметр становить від 0,5 до 
4,6 мм, довжина до 25 см,  зернистість часточок від 3 до 10 мкм. Капілярні колонки 
виготовляють з плавленого кварцу. Нерухому фазу наносять на внутрішню силанізовану 
поверхню у вигляді тонкої рідкої плівки або хімічно закріплюють. Довжина капілярних 
колонок, зазвичай, становить 10-20 м, внутрішній діаметр  від 0,05 до 10 мм, товщина 
шару нерухомої фази  від 0,05 до 1 мкм. 
В якості рухомої фази найчастіше використовують діоксид вуглецю. Він зручний в роботі, 
дешевий, нетоксичний, не має запаху і не має світлопоглинання в УФ-області аж до 190 
нм. Критичні характеристики СО2 (Табл. 2) дозволяють варіювати температуру і тиск в 
широких межах, сумісних з технічними можливостями звичайної апаратури для ВЕРХ. 
Іноді в рухому фазу додають модифікатор  невеликі кількості метанолу або діоксану. Інші 
речовини, що використовують як рухомі фази в НФХ, перераховані в  
Табл. 2.   
 


Детектори 
 
З надкритичною флюїдною рухомою фазою сумісні детектори, що використовуються як в 
рідинній (УФ і флюоресценте детектування) так і в газовій хроматографії (полум’яно-
фотометричний, нітроген-фосфорний детектор, полум’яно-фотометричний). Ці детектори 
можна адаптувати для роботи з високим тиском (декілька сотень бар). Крім того 
застосовують комбіновані (hyphenated) методи – НФХ-МС і НФХ-ІЧ з Фур’є 
перетворенням.  
Кожен детектор в НФХ можна розглядати з позиції дизайну, механізму відклику і тиску, 
при якому працює детектор. Спектральні детектори можна поділити на такі категорії: 
оптичні детектори та іонні детектори, що працюють за високого, низького і звичайного 
тиску (Діаграма 1). Тиск при детектуванні за високих значень приблизно має ті ж 
значення, що і при НФХ. Тому кювета детектора повинна мати закритий дизайн, щоб 
підтримувати тиск. Для детекторів, що працюють за низького і звичайного тиску кювета 







має, зазвичай, відкритий дизайн, що допомагає видалити рухому фазу.  


 
Діаграма 1. Спектральні детектори, що використовуються в надкритичній флюїдній 
хроматографії: 


УЗС – ультразвукова спектрометрія (Supersonic Jet Spectrometry (SJS)),  
МЕСП – мікрохвильова емісійна спектрометрія з плазмою (Microwave Plasma Emission 
Spectrometry), ІЧ-ФП – інфрачервона спектрометрія з Фур'є перетворенням (Fourier 
Transform Infrared Spectrometry (FTIR )), МС – мас-спектрометрія (Mass Spectrometry 
(MS)), СІРФП – спектрометрія з іонною рухливістю і Фур'є перетворенням (Fourier 
Transform Ion Mobility Spectrometry (FTIMS)). 


Детектування в газовому потоці, що виходить з дроселя тиску, здійснюють за 
допомогою звичайного полум'яно-іонізаційного детектору для газової хроматографії. 
Умовою його застосування є низька величина фонового сигналу, що має місце при 
використанні таких рухомих фаз як СО2, N20 або NН3. СО2 застосовують також  і при УФ-
детектуванні. Однак, якщо модифікують полярність елюенту та вносять в хромофорні 
добавки, то такий детектор вже не використовують. Полум'яно-іонізаційний детектор не 
використовують якщо використовують як модифікатор метанол. Елюент має бути 
сумісним з детектором. 
У порівнянні з рідинної хроматографією в НФХ технічно простіше реалізувати поєднання 
хроматографічного розділення і мас-спектрометричного детектування. В надкритичній 
хроматографії мас-спектрометричне детектування застосовують ширше, ніж в рідинній.  
 


Показники ефективності НФХ 
 


При порівнянні характеристик надкритичних флюїдів, газів і рідин (Табл. 1) можна 
зробити два основні висновки. Оскільки в'язкість флюїдів менша, ніж рідин, в НФХ 
використовують більш високі швидкості потоків рухомої фази, ніж у ВЕРХ (Рис. 1). Час 
проведення аналізу в НФХ такий же, як і в газовій хроматографії, і істотно менший, ніж у 
рідинній. 
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З точки зору величин коефіцієнтів дифузії флюїди займають проміжне положення 
між газами і рідинами. Тому розширення піків у надкритичній хроматографії виражено 
сильніше, ніж у рідинній, але слабкіше, ніж у газовій хроматографії. 


 


 
Рис. 2. Порівняння залежності ВЕТТ (Н) від лінійної швидкості потоку рухомої фази 
(ū) для ВЕРХ та НФХ (рухома фаза  діоксид карбону). 


Порівняємо залежності висоти, що еквівалентна теоретичній тарілці  від лінійної 
швидкості потоку рухомої фази для надкритичної та рідинної хроматографії (Рис. 2). 
Почнемо з величин ВЕТТ. При одній і тій же лінійній швидкості потоку, що дорівнює 0,6 
см/с, для НФХ ВЕТТ дорівнює 0,13 мм, а для ВЕРХ  0,39 мм, тобто в три рази більше. Це 
означає, що при одних і тих же умовах хроматографічні піки в НФХ в √3 рази вужчі, ніж 
в ВЕРХ. Тепер порівняємо швидкість потоків, що відповідають мінімальним значенням 
ВЕТТ. Для ВЕРХ вона становить 0,15 см/с, а для НФХ  0,6 см/с, тобто в 4 рази більше. 


На відміну від газової хроматографії, в надкритичній хроматографії рухома фаза не 
є лише носієм для розділення аналітів. Як і в ВЕРХ, в НФХ можуть мати місце фізико-
хімічні взаємодії між аналітами і компонентами рухомої фази. Зміну складу рухомої фази 
можна використовувати для цілеспрямованої зміни величин коефіцієнтів селективності α. 


Зважаючи на високу розчинність речовин у надкритичних фазах їх визначення 
можна проводити при температурах значно нижчих, ніж температури випаровування. Це 
відкриває широкі можливості для визначення методом НФХ синтетичних і біологічних 
полімерів, а також різних термічно нестабільних сполук, для яких непридатний метод 
газової хроматографії. Верхня межа молекулярних мас визначених речовин значно вище, 
ніж у газовій хроматографії і, як і в ВЕРХ, досягає порядку 105. Молекули з ще більшою 
масою (до 107) слід визначати методом гель-хроматографії. 


Застосування надкритичної флюїдної хроматографії 
 


Застосування НФХ включає аналіз суміші гідро карбонів, тригліцеридів, сполук з високою 
відносною молекулярною масою  і термічною лабільністю. Основна відмінність і перевага 
НФХ над ГХ полягає у можливості розділяти суміші при набагато нижчій температурі, 
над ВЕРХ – в покращенні ефективності у зв’язку з більш швидким масопереносом (більші 
коефіцієнти дифузії речовин) і легкістю поєднання з мас-спектрометром. Метод в цілому 
приваблює вибором детектору, легкістю контролювання часів утримування  при 
програмуванні тиску, однак обладнання набагато дорожче, а ніж для ГХ чи ВЕРХ. Метод 
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вдало поєднує в собі основні переваги як газової, так і рідинної хроматографії і часто 
виявляється незамінним для вирішення завдань. Зокрема, при визначенні нелетких 
речовин, тобто таких, що не можна перевести в газову фазу без розкладу і тому не можна 
визначити методом газової хроматографії. З іншого боку, існує багато речовин, 
визначення яких за допомогою рідинної хроматографії утруднено через відсутність 
відповідних способів детектування. Згідно з деякими оцінками, частина завдань, що не 
вирішуються ані за допомогою газової, ні за допомогою рідинної хроматографії, досягає 
25% від загального числа практичних завдань хімічного аналізу. Вони часто зустрічаються 
в ході аналізу природних речовин, лікарських препаратів, продуктів харчування, 
полімерів, нафти, при визначенні пестицидів. Особливості властивостей надкритичних 
флюїдів можуть бути використані і для надкритичної флюїдної екстракції в процесі 
пробопідготовки. У промисловості надкритична флюїдна екстракція широко 
використовується для вилучення кофеїну з кави і нікотину з тютюну.  
НФХ використовують для визначення нелетких речовин з досить великими 
молекулярними масами, багатьох природних речовин і синтетичних матеріалів, 
компонентів продуктів харчування, нафти, пестицидів, поверхнево-активних речовин, 
полімерів, вибухових речовин. 


  







Контрольні запитання: 


1. Поясніть, що таке надкритична флюїдна речовина і чим вона відрізняється від газів 
та рідин? 


2. У чому головна відмінність НФХ від ГХ? 
3. Чи можна в НФХ використовувати ацетон як рухому фазу? 
4. Що відбувається з часами утримування при підвищенні тиску флюїду СО2? 
5. Чи можна при використанні метанолу, як модифікатору рухомої фази 


використовувати полум’яно-іонізаційний детектор?  
6. Які колонки використовують у НФХ? 
7. Порівняйте відомі вам дроселі тиску, вкажіть їх переваги у порівнянні один з 


одним. 
8. Порівняйте залежності висоти, що еквівалентна теоретичній тарілці  від лінійної 


швидкості потоку рухомої фази для надкритичної флюїдної та високоефективної 
рідинної хроматографії. 


9. З чим пов’язують гарне розчинення нелетких речовин з великою молярною масою 
у флюїдах. 


10. Перечисліть відомі вам детектори, які можна використовувати в НФХ. 
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Хроматографія… Моя перша 
зустріч з мрією 
 


Цей підручник – мій конспект лекцій чи помічник до екзамену  


«В хроматографии как и в жизни – мы  наблюдаем процессы разделения 
и коэлюирования…» 
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