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Краткая история развития
жидкостной хроматографии

Хроматография была открыта М С Цветом в
1903 г [1] в виде колоночного жидкостно-
адсорбционного метода В этом методе исполь-
зовались адсорбенты с размером зерен более 50—
100 мкм, элюент проходил через колонку само-
теком за счет силы тяжести, проточных детекто-
ров не было Разделение происходило медленно,
в течение нескольких часов, и в таком режиме
жидкостная хроматография не могла быть ис-
пользована для аналитических целей

В 1965—1970 гг усилия специалистов в раз-
личных странах были направлены на создание
экспрессной жидкостной хроматографии Было
ясно, что для увеличения скорости разделения
нужно сократить пути внешней и внутренней
диффузии Этого можно было добиться за счет
уменьшения диаметра зерен адсорбентов Запол-
нение колонок мелкими зернами (5—10 мкм)
создавало большое входное давление, что потре-
бовало применения насосов высокого давления
Так появилась жидкостная хроматография высо-
кого давления

При переходе к адсорбентам мелкой фракции
сильно возросла эффективность колонок (в рас-
чете на единицу длины в сотни раз выше эффек-
тивности колонок в газовой хроматографии),

поэтому современную экспрессную аналитиче-
скую жидкостную хроматографию назвали высо-
коэффективной жидкостной хроматографией
(ВЭЖХ) Разработка жестких адсорбентов мел-
кого зернения (5 или 10 мкм), создание насосов
высокого давления (свыше 200 атм) и проточных
детекторов — все это обеспечило высокие харак-
теристики ВЭЖХ По временам разделения она
не уступала газовой хроматографии, а по облас-
тям применения значительно ее превзошла Этот
период времени стали называть вторым рожде-
нием жидкостной хроматографии, возрождени-
ем, периодом ее ренессанса

Одним из первых коммерческих жидкостных
хроматографов была модель 820 фирмы «DuPont»
(1968) Этому предшествовала разработка серии
детекторов для жидкостной хроматографии кон-
дуктометрического детектора (1951), детектора
по теплоте адсорбции (1959), рефрактометриче-
ского детектора (1962), УФ-детектора (1966),
системы жидкостный хроматограф/масс-спект-
рометр (1973), первого варианта детектора на ди-
одной матрице (1976)

В 1969 г И Халаш и И Себастьян [2] предло-
жили сорбенты с химически привитыми алкиль-
ными цепями («щеточные сорбенты») со связями
Si—О—С Эта связь оказалась неустойчивой В
1970 г Дж Киркланд [3] разработал сорбенты с
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более устойчивыми связями Si—О—Si. Ради спра-
ведливости следует отметить, что такое модифици-
рование значительно раньше (1959) было предло-
жено К.Д. Щербаковой и А.В. Киселевым [4].

Истории и развитию ВЭЖХ посвящены обзо-
ры [5—12]. В работе [7] подведены итоги 40-лет-
него развития ВЭЖХ, а в обзоре [8] — 20-лет-
него.

У нас в стране жидкостные хроматографы были
разработаны в 1969—1972 гг., это модели Цвет-1-69,
Цвет-304, ХГ-1301 [13], а первыми публикациями
отечественных хроматографистов по жидкостной
хроматографии являются статьи [14, 15].

Современный этап ВЭЖХ

В настоящее время ВЭЖХ занимает ведущие
позиции среди других методов хроматографии
как по объему выпускаемой аппаратуры (более
40000 хроматографов в год на сумму более
2 млрд. долл.), так и по числу публикаций (5—
6 тыс. публикаций в год).

Современная ВЭЖХ реализована в различных
вариантах (табл. 1). Эти варианты позволяют разде-
лять различные смеси молекул (включая смеси всех
типов изомеров); макромолекулы синтетических и
биополимеров (включая вирусы и молекулы с
массами до нескольких миллионов); ионы и ус-
тойчивые радикалы. Велика роль ВЭЖХ и в та-

ких жизненно важных областях науки и произ-
водства, как биология, биотехнология, пищевая
промышленность, медицина, фармацевтика, су-
дебно-медицинская экспертиза, контроль загряз-
нения окружающей среды и др. ВЭЖХ сыграла
одну из основных ролей в расшифровке генома
человека, в последние годы успешно решает за-
дачи протеомики.

Вопросы теории ВЭЖХ

В ВЭЖХ теория размывания хроматографиче-
ских зон к настоящему времени более или менее
завершена. Разработка этой теории позволила на
практике реализовать эффективность колонок,
близкую к теоретической. Так, при использова-
нии сорбентов с диаметром зерен менее 3 мкм
была получена эффективность до 300000 теоре-
тических тарелок на метр длины колонки.

Из последних обзоров по эффективности ко-
лонок отметим работу Д. Нокса по общим во-
просам размывания в ВЭЖХ [52], обзор по
оценке чистоты хроматографических пиков [53],
работу по соотношению динамики и термодина-
мики в теории разделения [54] и обзор по мате-
матическим функциям представления хромато-
графических пиков [55].

Большое внимание хроматографистов обра-
щено на исследования селективности разделения

Таблица 1
Варианты ВЭЖХ, применяемые в последнее десятилетие

Варианты

Обращенно-фазная
Нормально-фазная
Ионная
Ион-парная
Ионообменная
Эксклюзионная
Гел ь-фильтрационная
Лигандообменная
Хиральная
Аффинная
Иммунная
Мицеллярная
Гидрофобная
Серебряная обрашенно-фазная
Жидко-жидкостная
Экстракционная
Донорно-акцепторная

Ссылка

[16]
[17]
[18]
[19]
[20]
[21]
[22]
[23, 24]
[25]
[26]
[27]
[28, 29]
[30]
[31]
[32]
[33]
[34]

Варианты

Комплексообразующая
Инверсионная эксклюзионная
Нелинейная
Капиллярная
Микронасадочная
Многомерная
Перфузионная
Вытеснительная
Сверхбыстрая
Турбулентная
Непрерывная
Противоточная
Центрифужная
С движущимся слоем
Высокотемпературная
Мембранная

Ссылка

[35]
[36]
[37]
[38]
[39]
[40]
[41]
[42]
[43]
[44]
[45]
[46]
[47]
[48]
[49]
[50,51]
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[56]. В ВЭЖХ, в отличие от газовой хроматогра-
фии, селективность определяется как природой
сорбента, так и природой элюента. Стратегии
выбора растворителя в ВЭЖХ посвящен большой
обзор [57]. Продолжаются работы по изучению
взаимодействия вещество— растворитель, которое
коррелирует со свободной энергией сорбции
[58]. В высокотемпературной ВЭЖХ предложено
использовать в качестве элюента сверхнагретую
воду [59], так как растворимость неполярных и
слабополярных соединений возрастает в сверх-
нагретой воде.

Острыми темами в теории ВЭЖХ являются
компьютерная оптимизация процесса разделе-
ния, в частности в обращен но-фазной хромато-
графии [60], влияние в этом варианте температу-
ры на селективность [61], связь удерживания со
структурой молекул. Последний вопрос обсужда-
ется на примере о-бензохинонов [62] и фуллере-
нов [63], и здесь выдвинута геометрическая мо-
дель удерживания.

Ранее предложенное уравнение, моделирую-
щее удерживание слабополярных веществ в об-
ращенно-фазной хроматографии [64], было при-
менено к описанию удерживания молекул фул-
леренов Cgo и Суо Рассчитана энергия сольвата-
ции фуллеренов элюентами с различным соот-
ношением органический модификатор/вода,
причем в качестве органических модификаторов
были использованы нормальные спирты Q— С$.
Показано, что природа элюента определяет селек-
тивность разделения неполярных веществ. При
замене метанола на более тяжелые спирты имеет
место обращение порядка выхода Сбо и Суо-

Как указано выше, основные усилия хрома-
тографистов в настоящее время направлены на
теоретическое исследование вопросов селектив-
ности разделения. Имеются десятки публикаций
по изучению связи структуры молекул с их
удерживанием на сорбентах разной химической
природы и в многомерных вариантах хромато-
графии. Для улучшения селективности разделе-
ния, как в газовой хроматографии, так и в
ВЭЖХ, широко используется стерический фак-
тор, когда для селективного разделения изомеров
применяются циклодекстрины, краун-эфиры,
жидкие кристаллы. Продолжаются исследования
по изучению механизма удерживания в обра-
щенно-фазной хроматографии на привитых фа-
зах. Все чаще для этого привлекаются спек-
тральные методы.

Весьма перспективным представляется на-
правление по оптимизации разделения с помо-
щью экспертных систем, включая оптимизацию
градиентного элюирования. Показано, что ком-
пьютерная оптимизация (программы DryLab и

ChromSword) обращенно-фазной хроматографии
в изократическом режиме для нейтральных со-
единений на основе связи структуры с удержи-
ванием менее точна, чем оптимизация с исполь-
зованием одного или двух первоначальных экс-
периментальных данных. Все еще не до конца
выяснен механизм ион-парной хроматографии и
здесь предлагаются и изучаются все новые и но-
вые модели.

В области препаративной хроматографии ис-
следуются особенности нелинейной хроматогра-
фии (работа Ж. Гийошона, А.И. Калиничева).
Впечатляют достижения в теории разделения
оптических изомеров, как в газовой, так и в
жидкостной хроматографии. Получены результа-
ты на уровне открытия, показывающие возмож-
ности разделения оптических изомеров при кон-
тактах на двух точках (третьей точкой контакта
может служить поверхность ахирального адсор-
бента) (В.А. Даванков).

Успешно продолжается развитие теории хро-
матографии полимеров в критических условиях.
Достигнут прогресс в установлении связи пара-
метров хроматографического удерживания с био-
логической и химической активностью молекул.
Это особенно перспективно для фармацевтики
при поиске новых типов лекарств.

В последние годы повышенный интерес вы-
зывает проблема, касающаяся влияния темпера-
туры на весь процесс разделения в ВЭЖХ. Пред-
ложена высокотемпературная ВЭЖХ и разраба-
тывается аппаратура для программирования тем-
пературы в этом методе. Многообещающими
выглядят работы по оптимизации разделения
при одновременном варьировании температуры
и силы элюента.

Продолжаются работы по созданию банка
индексов удерживания в ВЭЖХ, с использовани-
ем в качестве стандартных веществ из ряда нит-
роалканов и алкилбензолов.

Исследовалось влияние электрического поля,
приложенного вдоль колонки, на удерживание и
размывание кортикостероидов на колонках с
пористым углеродным адсорбентом [65], а также
влияние магнитного поля на удерживание на
колонках, заполненных магнитными частицами
— стальными шариками, покрытыми политет-
рафторэтиленом [66].

Сорбенты для ВЭЖХ

Для ВЭЖХ разработан и выпускается широ-
кий ассортимент сорбентов. Около 100 фирм во
всем мире выпускают более 300 типов наимено-
ваний сорбентов. Однако реальный ассортимент
значительно уже, так как сорбенты многих фирм
одинаковы по химической природе поверхности
и отличаются только названиями.
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Таблица 2

Относительная доля применения разных методов
ВЭЖХ на разных сорбентах

Метод хроматографии/Тип
сорбента

Процент
пользователей

Обращенно-фазный 50,4
Силикагель с привитыми группами

С18 24
С8 15,9
Фенил 7,1
С4 2,3
С,-С2 1,1

Нормально-фазная 24,1
Силикагель с привитыми группами

CN-
Силикагель
МН2-
Диол

Ионообменная и ионная
Анионы
Катионы

Эксклюзионная
Водная
Неводная
Хиральная
Гидрофобная

Прочие

8,9
8,5
4,7
2
14
7,4
6,6
6,7
3,5
3,2
2,8
1,1
1Д

Перечень сорбентов, выпускаемых для разных
вариантов ВЭЖХ, приведен в табл. 2. Чаще всего
применяют чистые силикагели и силикагели с
привитыми неполярными и полярными группа-
ми. Разработаны и продолжают разрабатывать
сорбенты на основе оксидов алюминия, цирко-
ния, титана и др. Доля применения различных
сорбентов в ВЭЖХ такова: силикагели — 70%,
пористые полимеры (сополимер стирола и диви-
нилбензола, полиметакрилаты, целлюлозы и др.)
— 20%, пористые углеродные сорбенты, оксид
титана, оксид циркония — 4%, оксид алю-
миния — 1%.

В табл. 3 представлены новые сорбенты,
предложенные в последнее десятилетие. В ана-
литической практике наибольшее применение
находит обращенно-фазный вариант хромато-
графии (более 70%) с использованием силикаге-
ля с привитыми алкильными группами Qg и Cg.
Несмотря широкое использование, эти сорбенты
имеют ряд недостатков, основным из которых
является недостаточная химическая стабиль-

ность. При рН < 3 происходит гидролиз связи
=Si—О—Si=, а при рН > 10 растворяется сили-
кагельная основа, особенно при повышенных
температурах. Эти сорбенты неселективны при
разделении полярных соединений и изомеров.
Вещества основного характера элюируются, как
правило, в виде несимметричных пиков вследст-
вие взаимодействия с остаточными гидроксиль-
ными группами. Свойства силикагельных мате-
риалов сильно зависят от чистоты, геометриче-
ской и химической природы силикагеля, способа
прививки алкильных групп и пр.

В последние годы активно проводятся иссле-
дования, направленные на устранение указанных
недостатков. Прежде всего, значительно усовер-
шенствовано производство исходных силикаге-
лей, что позволило воспроизводимо получать
сферические частицы с ничтожным содержанием
тяжелых металлов. Полное связывание гидро-
ксильных групп поверхности силикагеля никогда
не достигается. Остаточные гидроксильные груп-
пы приводят к нежелательным взаимодействиям
и несимметричным пикам соединений, состоя-
щих из небольших полярных молекул. Чтобы

Таблица 3
Сорбенты для ВЭЖХ

Типы сорбентов и колонок Ссылка

На основе целлюлозы [67]
Флорисил [68]
Углеродные сорбенты [69, 70]
Циклодекстрины [71]
Полимеры с порами молекулярных размеров [72]
Сверхсшитые полистиролы [73]
Монолитные полимерные колонки [74]
Монолитные колонки на основе силикагеля [75]
Бипористые полимеры [76]
Макроциклические антибиотики [77]
Керамический диоксид титана [78]
Поверхностно-пористые [79]
Силикагели с привитым фуллереном С60 [80, 81]
Силикагели с привитыми жидкими [82]
кристаллами
Силикагели с привитыми ферроценовыми [83]
группами
Силикагели с иммобилизованным [84]
амминым комплексом меди
Силикагели с алкиламидными группами [85]
Силикагели с каликсареновыми группами [86]
Силикагели с фталоцианином меди [87]
Силикагели с металлопорфиринами [88]
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устранить влияние остаточных силанолов, было
предложено закрывать (блокировать) их более
объемными изопропильными или изобутильны-
ми группами. Примером такого сорбента являет-
ся Zorbax Stable Bond [89]. Применяют также би-
дентатные заместители, когда две соседние алкиль-
ные цепи связаны с атомами кремния через 3—
4 метиленовые группы. Эта «перемычка» закрывает
остаточные гидроксильные группы и такие фазы
оказываются стабильными даже при повышенных
рН < 12 (Zorbax Extend — С18) [90].

Для улучшения селективности к полярным
соединениям в алкильную цепь включают по-
лярные группы, в частности карбамидные. По-
верхность силикагелей можно легко модифици-
ровать и полимерами, например полистиролом
[91], который затем легко можно перевести в
сульфированную форму [92], или поли-1,2-
бутадиеном с последующей сшивкой [93].

Силикагели со средними размерами пор, 80,
100, 120 А, применяют для разделения низкомо-
лекулярных соединений, силикагели с порами
300 А и более — для разделения макробиомолекул.

Длина алкильных цепей, привитых на сили-
кагелях, колеблется от С] до С3ф Описано при-
менение силикагелей с привитыми алкильными
группами Сь С3, С4, С8, С18, С2Ь С30. Чаше
всего применяют фазы Qg и Cg. Фаза С30 впер-
вые предложена в 1987 г.' для разделения поли-
ядерных ароматических углеводородов [94], оли-
гонуклеотидов [95], фуллеренов [96], алкилбен-
золов [97]. В работе [98] синтезирована фаза С34,
но селективность разделения на ней, в частно-
сти, изомеров каротиноидов мало отличается от
селективности фазы C3Q. В зависимости от спо-
соба синтеза Qg сорбенты могут быть мономер-
ными и полимерными. Полимерные сорбенты
C]g синтезируют с использованием трехфунк-
циональных силанов в присутствии воды. В не-
которых случаях полимерные Qg предпочти-
тельнее, в частности при разделении сложной
смеси изомеров полиядерных ароматических
углеводородов [99].

Удерживающая способность и селективность
мономерных фаз Qg к неполярным и слабопо-
лярным соединениям зависит от числа привитых
алкильных цепей или от содержания общего
углерода на единицу массы сорбента, содержание
которого колеблется от 8 до 20%.

Отметим, что каждый год на Питтсбургской
конференции-выставке в США предлагаются
десятки новых сорбентов для ВЭЖХ и по ним
можно судить о новых направлениях и тенден-
циях. В 2001—02 гг. были предложены [100, 101]
новые серии сорбентов и колонок: для аналити-
ческих целей — 9, для препаративной хромато-
графии — 9, для обращенно-фазной — 11, для
нормально-фазной — 6, для ионообменной — 4

и для аффинной — 1. Фирмы предлагают широ-
кий выбор колонок: длина колонок варьируется
от 10 до 250 мм, а внутренний диаметр — от 1 до
50 мм. Фирма «Alltech Brava» предложила серию
новых общецелевых колонок 50-150x2,1-4,6 мм с
силикагелями Cg (5,5% С) и Qg (8,5%). Исход-
ный силикагель имеет удельную поверхность
185 м2/г, средний диаметр пор 145 А, размер
зерен 3 мкм и более 5 мкм. Небольшая доля уг-
лерода на сорбенте приводит к малой емкости,
быстрому разделению и быстрому равновесию
при градиентном элюировании. Предложены
полимерные колонки на основе полидивинил-
бензола с порами 500 и 1000 А (фирма «Jordi»).
Из 38 новых сорбентов для обращенно-фазной
хроматографии только четыре приготовлены на
основе' сополимера стирола и дивинилбензола.
Получена фаза на основе пористого ТЮ2.

В разделе специальных колонок представле-
ны: 7 колонок для хиральных разделений, 6 —
для капиллярной хроматографии, 4 — для вари-
анта жидкостная хроматография/масс-спектро-
метрия, 2 — для аффинной хроматографии, 2 —
для разделения биомолекул и др. В качестве ос-
новы специальных сорбентов предлагаются: си-
ликагель, полимеры, метакрилатный монолит,
полисахарид, с группами 18-краун-6-эфир-ами-
нопропил или 2,4-динитроанилинопропил. Дос-
тупны также капиллярные колонки с внутрен-
ним диаметром 0,3; 0,5 и 0,7 мм.

Для турбулентной хроматографии разработаны
колонки диаметром 1 мм, заполненные частица-
ми размером 50 мкм. В этом методе реализуются
высокие скорости потока, при которых большие
молекулы белков не удерживаются, а небольшие
молекулы успевают диффундировать в поры и
удерживаются.

В 2002 г. на Питтсбургской выставке было
предложено 23 новые системы ВЭЖХ (из них 12
для обрашенно-фазной хроматографии, 9 для
нормально-фазной и 4 для гель-проникающей), а
также 25 колонок для обращенно-фазного про-
цесса и более 20 специальных насадок с поляр-
ными группами. Из сорбентов для обращенно-
фазной хроматографии следует выделить сорбен-
ты на основе полиэтиленгликолей для разделе-
ния фенолов, перфторированные для анализа
галогенсодержащих соединений, С18 с большим
количеством углерода (-20% С), монолитные
колонки фирмы «Merck» (Chromolith Flash
RP-18e и др.), сорбенты с полярными группами
для обращенно-фазных колонок.

Коммерческие сорбенты
для обращенно-фазной хроматографии

Как уже упоминалось выше, наибольшее
применение в ВЭЖХ находят сорбенты с приви-
тыми алкильными группами. Фирмы выпускают
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сотни типов таких сорбентов. Для правильного
выбора сорбентов для обращенно-фазных коло-
нок предложены разные системы оценок. По
одной из них проводят измерения эффективно-
сти, факторов удерживания, гидрофобное™,
стерической селективности, а также оценивают
водородные связи, ионообменную емкость при
разных значениях рН элюента [32]. В табл. 4 дано

описание этих параметров, а в табл. 5 по этим
параметрам дано сопоставление наиболее извест-
ных коммерческих сорбентов C]g. В табл. 6 и 7
приведены специальные хроматографические ко-
лонки и новые сорбенты.

В последнее десятилетие достигнут большой
прогресс в технологии получения новых типов
сорбентов и колонок для ВЭЖХ (см. табл. 3), в

Таблица 4
Параметры и методы оценки сорбентов для обращенно-фазной хроматографии

Параметр Метод оценки

Эффективность N

Фактор удерживания А"АБ

Гидрофобность, или гидро-
фобная селективность аСН2

Стерическая селективность
«т/о

Емкость взаимодействия по
типу водородной связи оск/ф

Ионообменная емкость при
рН = 7,6 аБ/ф
Ионообменная емкость при
рН = 2,7 <ХБ/Ф

Число теоретических тарелок на метр длины колонки
Для пентилбензола время выхода несорбируемого компонента определяется
по метанолу; оценка плотности прививки на поверхности силикагеля

Отношение факторов удерживания пентилбензола и бутилбензола
аСНз = АПБ/^ББ- Это мера плотности покрытия поверхности фазой и ее ли-
гандной емкости

Отношение факторов удерживания между трифениленом и терфенилом
ат/о = KI/KQ. Этот показатель оценивает селективность к молекулам разной
геометрической формы и связи с типом силилирующего реагента

Отношение факторов удерживания между кофеином и фенолом
ак/Ф = К^/Кф. Это оценивает число свободных гидроксильных групп и сте-
пень дозакрытия (экранирования)

Отношение факторов удерживания бензиламина и фенола аБ/ф = КВ/КФ. Эта
величина определяет общую силанольную активность

Отношение факторов удерживания бензиламина и фенола в кислой среде.
Этот параметр определяет общую кислотную активность силанольных групп

Таблица 5
Характеристики коммерческих сорбентов C|S для обращенно-фазной хроматографии

Тип фазы

Develosil ODS
Discovery С[8

Genesis С18

Hypersil 100 C18

Hypersil Elite C18

Intersil ODS
Jupiter C18 300 A
Kromasil C18

Lichrospher RP18
LunaC18 (16,5% C)
LunaC18 (19% C)
Novapak C18

Nucleosil Cig

Фирма

Phenomenex
Supelco
Jones Chrom
Waters
Waters
GLScience
HiChrom
Eka- Nobel
Merck
Phenomenex
Phenomenex
Waters
Macherey-Nagel

^ПБ

6,7
3,32
6,25
7,66
3,2
6,31
2,26
7,01
7,92
5,97
6,34
4,49
4,8

«CH2

1,49
1,48
1,5
1,53
1,47
1,47
1,48
1,48
1,48
1,47
1,47
1,49
1,44

«T/O

1,24
1,51
1,41
1,4
1,6
1,57
1,65
1,53
1,73
1,17
1,23
1,44
1,68

«К/Ф

0,51
0,39
0,44
0,42
0,37
0,36
0,37
0,4
0,54
0,4
0,41
0,48
0,7

аБ/Ф

pH=7,6
0,1
0,28
0,29
1,01
0,29
0,53
0,47
0,31
1,39
0,24
0,26
0,27
2,18

pH=2,7
0,07
0,1
0,1
0,25
0,1
0,01
0,27
0,11
0,19
0,68
0,06
0,14
0,13

Nua 1 м
длины колонки

63000
80000
73000
79000
79000
44000
25000
85000
46000
90000
81000
70000
50000
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Таблица 5
(продолжение)

Тип фазы Фирма МТБ °Т/О аК/Ф аБ/Ф ./Уна 1 м
длины колонки

рН=7,6 рН=2,7
Optimal-ODS H
Prodigy ODS 3
Purospher RP18
Purospher RP18c
Selectosil C18

Spherisorb ODS1
Spherisorb ODS В
Summit ODS (W)
Supelcosil LC18
Superspher RP18c
Symmetry Cjg
Symmetry Shield
Xterra MC C,8

Xterra RP18
YMC Pro С is
Zorbax Rx С is
Zorbax SB-Cjg
Zorbax Extend Ci8

Phenomenex
Phenomenex
Merck
Merck
Waters
PhaseSeparation
PhaseSeparation
Supelco
Supelco
Merck
Waters
Waters
Agilent
Agilent
YMC
Agilent
Agilent
Agilent

Среднее

6,15
7,27
4,78
6,51
4,94
1,78
5,09
5,45
4,82
5,47
6,51
4,66
3,52
2,38
7,42
5,68
6
6,66
5,4

1,48
1,49
1,44
1,48
1,45
1,47
1,46
1,47
1,47
1,47
1,46
1,41
1,42
1,29
1,53
1,57
1,49
1,5
1,47

1,38
1,26
1,93
1,75
1,69
1,64
1,78
1,29
1,42
1,64
1,49
1,22
1,26
1,83
1,29
1,61
1,2
1,49
1,52

0,44
0,42
0,72
0,46
0,68
1,57
0,8
0,56
0,46
0,44
0,41
0,27
0,42
0,33
0,46
0,54
0,65
0,38
0,52

0,24
0,27
1,29
0,34
1,98
2,84
3,56
0,4
1,93
0,42
0,68
0,2
0,35
0,2
0,26
0,55
1,46
0,55
0,81

0,09
0,09
0,07
0,08
0,14
2,55
0,06
0,1
0,89
0,11
0,01
0,04
0,1
0,07
0,08
0,11
0,13
0,11
0,21

83000
73000
28000
66000
61000
86000
51000
88000
61000
50000
56000
83000
42000
41000
80000
88000
77000
88000
65000

Таблица 6
Специализированные колонки в ВЭЖХ

Сорбент Назначение колонок

Hypersil Green Env

Hypersil Green PAH

Hypersil Green Carbamate

Hypersil PeP

Hypersil Duet (C18/SAX,
C18/SCX)

Для анализа загрязнений окружающей среды (фенолов, фталатов, пестицидов
и др.)

Для анализа полиароматических соединений, включая и 1,2-бензопирен

Для анализа карбаматных пестицидов (по методу ЕРА)

Для анализа и выделения синтетических и природных пептидов и белков (раз-
мер пор 100 и 300 А)

Колонки со смешанными фазами, для анализа одновременно гидрофобных и
ионных соединений, для анализа метаболитов лекарственных препаратов

HyperREZ ХР CarboHydrate Для анализа спиртов, Сахаров (высокая стабильность при низких значениях рН)
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Таблица 7
Сорбенты для обращенно-фазной хроматографии, приготовленные по нетрадиционной технологии

или на несиликагелевой основе

Сорбент Фирма-изготовитель Характеристики
Diamond Band CIS

Hydrocell RP 10D

Poroshell
300SB-C18
Presto FT-C16

Aquasil CIS

Fluophase PFP
Fluophase RP
Fluophase WP

Aster Polymer CIS
Spherisorb ASY
Supelcogel
ODS (W)
ZirChrom PBD
Ну Purity

Pico Frit

ZirChrom Separation

BioChrom Labs. Inc

Agilent Technologies

Imtant Corp

Thermo Hypersil

Thenno Hypersil
Thermo Hypersil
Thermo Hypersil

Astec
Waters
Supelco

Фаза С18 на оксиде циркония, рекомендуется для работы при
высоких рН и температурах
На основе сополимера стирола и дивинилбензола, размер пор
1000 А, сферические частицы 10 мкм, рекомендуется для разделе-
ния белков
Фаза С18 на поверхностно-пористом сферическом силикагеле
(зерна 5 мкм), колонка 75x2,1 мм для быстрого разделения белков
Фаза С18 на непористых частицах сферического кремнезема (зерна
2 мкм), колонка 30x4,6 мм для сверхбыстрого разделения
Наличие гидрофильных и гидрофобных групп, предназначенных
для анализа полярных соединений, в частности, водорастворимых
витаминов, сорбент устойчив в водных элюентах (до 100%)
Перфторированные фенильные группы
Перфторированные алкильные цепи
Перфторированные алкильные цепи на силикагеле (зерна 300 А),
Перфторированные сорбенты рекомендуются для разделения фос-
фолипидов, галогенсодержащих соединений, фенолов, изомеров
На основе поливинилового спирта
На основе оксида алюминия
На основе сополимера стирола и дивинилбензола

ZirChrom Separation На основе оксида циркония
THKSo

New Objective Inc

Сферические частицы силикагеля 3 и 5 мкм (диаметр пор —
180 А), фазы С18, С8 и CN для приготовления капиллярных коло-
нок
Для капиллярных колонок 75 мкм х 10;50;100 мм

частности сорбентов для перфузионной хрома-
тографии, монолитных колонок, пористых по-

лимеров с порами молекулярных размеров и др.

Сорбенты для перфузионной хроматографии
Перфузионные колонки рассматривают как

промежуточные между обычными насадочными
колонками и монолитными. В перфузионных ко-
лонках микропотоки элюента проходят через зерна
сорбента, а не огибают их, как в обычных насадоч-
ных колонках. Перфузионные сорбенты имеют два
типа пор: большие поры (6000—8000 А), через ко-
торые поток элюента может проходить через зерна,
и диффузионные поры (800—1500 А), через кото-
рые молекулы и макромолекулы могут легко про-
никать в поры сорбента. Улучшение процесса мас-
сообмена в таких колонках позволяет использовать
высокие скорости элюента, что сокращает время
разделения. Это особенно важно для разделения
больших молекул.

Перфузионные сорбенты созданы для разных
вариантов хроматографии: обращенно-фазной,

нормально-фазной, ионообменной, гидрофобной
и аффинной. Диаметр частиц сорбентов около
20 мкм.

Перфузионная хроматография была предло-
жена в 1990 г. [102], а позднее разработана и
теория метода [103]. Сорбенты для этого метода
в основном созданы на основе сополимера сти-
рола и дивинилбензола. Данный метод ВЭЖХ
чаще всего применяется для препаративного
выделения веществ в чистом виде, в частности
белков [104], в меньшей степени используется
для аналитических целей [105]. В обзоре [106]
описано применение перфузионной хроматогра-
фии для анализа пищевых белков. Разработан
вариант соединения перфузионных колонок с
масс-спектрометром [107].

Монолитные колонки
В монолитных колонках сорбционный слой

представляет собой единый жесткий пористый
стержень. Впервые такие колонки на полимер-
ной основе были описаны в работе [108]. В каче-
стве полимерных материалов были использованы
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сополимер стирола с дивинилбензолом, полиме-
ры на основе акрилатов, метакрилатов, глици-
дилметакрилата, этилен-диметакрилата и др.
Получены монолитные колонки большого диа-
метра (более 5 см), предназначенные для препа-
ративных разделений [109—111], микронасадоч-
ные [112], капиллярные [113, 114] и наноколон-
ки на базе чипа [115]. Созданы и специальные
монолитные колонки, в частности для разделе-
ния энантиомеров [116], белков и полинуклеоти-
дов [117]. Все типы монолитных колонок и их
области применения описаны в вышедшем в
2001 г. обзоре [118].

Создано новое поколение монолитных коло-
нок на основе силикагеля типа Chromolith [119].
В 2001 г. фирма «Merck» изготовила серию ана-
литических монолитных колонок (Chromolith
Perfomance RP-18e, Chromolith Flash RP-18e и
др.; размеры колонок 100x4,6 мм, 50x4,6 мм,
25x4,6 мм), за что получила в этом же году золо-
тую медаль на Питтсбургской конференции «За
лучший новый продукт». На таких колонках
можно работать при больших скоростях элюента
без ухудшения разделения, при этом давление на
входе колонки значительно ниже, чем у наса-
дочных колонок. Колонки Chromolith RP-18e
пригодны для разделения кислых, основных и
неполярных веществ.

Сорбенты с порами молекулярных размеров
(molecular Imprinting)

Сорбенты этого типа предназначаются для
сорбции только одного типа молекул или близ-
ких групп молекул. Синтез таких сорбентов
впервые описан в работах [120, 121]. В основном
такие сорбенты синтезируются на полимерной
основе, в частности, на основе метакриловой
кислоты и этилен-диметакрилата.

Сорбенты с порами молекулярных размеров
— это селективные сорбенты для разделения и
концентрирования. (Для их обозначения более
подходит выражение «молекулярное распознава-
ние» (moleculor recognition) [122].)

На таких специальных сорбентах были ус-
пешно разделены энантиомеры анилидов фенил-
аланина [123], D- u L-триптофана [124], они
могут селективно связать неполярные суперток-
сиканты, в частности 2,3,7,8-тетрахлордибензо-
диоксин [125]. В большей степени эти сорбенты
подходят для избирательного концентрирования
вредных веществ, например пестицидов [126],
для обогащения и разделения лекарственных
средств [127].

Углеродные адсорбенты
Впервые углеродные адсорбенты в ВЭЖХ

были применены в работах [128, 129]. В 1979г.
Дж. Нокс и М. Гильберт предложили техноло-
гию получения макропористых углеродных ад-

сорбентов с поверхностью, как у графитирован-
ной термической сажи [130—132], по технологии
шаблонов («template»). В качестве шаблонов бы-
ли использованы макропористые силикагели со
сферическими частицами размером 5 мкм. Поры
таких частиц заполняются феноло-формальде-
гидным полимером. Этот материал карбонизиру-
ется при нагревании в инертной среде до
1000 °С, при этом поры заполняются углеродны-
ми частицами. Затем силикагель растворяют в 5 М
растворе NaOH и получается макропористый угле-
родный адсорбент — зеркальная реплика пористого
силикагеля.

В процессе карбонизации образуются поры
размером 30 А. Эти поры не желательны для
ВЭЖХ-процесса. На этой стадии синтеза по-
верхность углеродного адсорбента аморфная, с
удельной поверхностью -400 м2/г Графитизация
при температуре выше 2000 °С приводит к пол-
ной перестройке структуры углеродного сорбен-
та, в частности удаляются микропоры и форми-
руется однородная кристаллическая поверхность.
После графитизации остаются только те поры,
которые были в исходном силикагеле. Последняя
технологическая стадия — рассев для получения
узкой фракции зерен.

Фирма «Шендон» освоила серийное произ-
водство углеродных сорбентов Hypercarb. Эти
адсорбенты в настоящее время широко приме-
няются для разделения и анализа различных
смесей: структурных изомеров, ароматических
соединений, всевозможных фармацевтических
препаратов, катионов и анионов и др. Как уже
указывалось выше, основные недостатки обра-
щенно-фазной хроматографии с использованием
в качестве сорбента фаз Qg заключаются в том,
что сильнополярные соединения практически не
удерживаются на колонках, а селективность по
отношению к изомерам невысока. Сорбенты
Hypercarb не имеют этих недостатков. Так, на-
пример, фактор удерживания для фенола равен
1,8, для 1,3-дигидроксибензола — 2,35, для 1,3,5-
тригидроксибензола — 2,7. В случае колонки с
фазой Cjg порядок выхода этих веществ обратный
и последние два соединения не разделяются. Кро-
ме того, сорбенты Hypercarb можно использовать
для разделения карбогидратов, соединений, содер-
жащих карбоксильные и аминные группы.

Структурные характеристики сорбентов Hyper-
carb: удельная поверхность - 120 м2Д, средний диа-
метр пор около 250 А, объем пор 75%, размер час-
тиц 5 и 7 мкм. Для ВЭЖХ эти адсорбенты инте-
ресны тем, что они стабильны во всем интервале
рН (0—14), не растворяются и не гидролизуются,
не набухают ни в одном растворителе, выдерживают
давление до 400 атм. Колонки, наполненные Hyper-
carb, обладают высокой эффективностью, до 60000
теоретических тарелок на метр длины колонки.
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Аппаратура для ВЭЖХ
Современные жидкостные хроматографы вы-

пускаются в трех исполнениях: блочно-модуль-
ном, моноблочном и промежуточном (модульное
исполнение в едином блоке). Выбор конфигура-
ции модульного прибора определяется аналити-
ческой задачей. Модульная система позволяет
быстро и легко собирать конкретную систему с
минимальными затратами. На базе гибкой блоч-
но-модульной системы можно создавать как про-
стые приборы, так и сложные, с наращиванием
блоков, пригодные для решения рутинных тех-
нологических задач и выполнения сложных на-
учно-исследовательских измерений. Моноблоч-
ная система в некоторых случаях выгодна в слу-
чае специализированных конкретных задач. По-
добные преимущества имеет и интегрированная
система с заменяемыми блоками.

В настоящее время серийно выпускаются сле-
дующие типы жидкостных хроматографов (данные
LC-GC Europe 2001, v.14, № 8, в скобках указано
число фирм, выпускающих эти модели): высокого
давления (закрытые системы) (34), градиентные
(33), изократические (39), препаративные (33),
ионные (16), эксклюзионные (13), низкого давле-
ния (открытые системы) (15), многомерные (12),
анализаторы on-line (11), высокотемпературные
непрерывные (7), противоточные (2), с движущим-
ся слоем (2), аминокислотные анализаторы (15). В
комплект этих жидкостных хроматографов могут
входить следующие детектирующие системы: УФ-
Вид-фотометры с переменной длиной волны (45),
УФ-Вид-фотометры с фиксированными длинами
волн (с фильтрами) (39), УФ-Вид-фотометры, ска-
нирующие (25), УФ-Вид-фотометры с фотодиод-
ной матрицей (28), рефрактометрические (34),
флуоресцентные (36), электрохимические (24),
кондуктометрические (23), амперометрические
(10), по светорассеянию (11), хемилюминесцент-
ные (11), масс-спектрометрические (16), хиральные
(5), микроколоночные (5), радиоактивные (8), ИК-
спектроскопические (2), пламенно-ионизационные
(8) и др. Развивается ВЭЖХ с микро- и наноко-
лонками.

Зарубежные жидкостные хроматографы
Фирма «Waters», разрабатывающая и выпус-

кающая только ВЭЖХ-системы, является лиде-
ром в производстве жидкостных хроматографов
(объем продаж приборов в год на сумму 800 млн.
долл.). Наиболее известные жидкостные хромато-
графы этой фирмы — модели «Альянс» и «Бриз».

Модель «Альянс» комплектуется наиболее
распространенными детекторами: двухволновым
УФ-спектрофотометрическим на фотодиодной
матрице, рефрактометрическим, сканирующим
флуоресцентным, кондуктометрическим, элек-
трохимическим, масс-спектрометрическим (про-

изводство фирмы «Micromass»). Измерения на
этом приборе хорошо воспроизводимы за счет
использования новых насосов, автоматического
инжектора и совершенного программного обес-
печения. Прибор предназначен для круглосуточ-
ной работы.

Модель «Бриз» — недорогая компактная ВЭЖХ-
система, может работать как в изократическом, так
и градиентном режимах. Ввод проб производится
вручную и с помощью автодозатора. Детекторы:
спектрофотометрический, работающий в диапазоне
волн 190—700 нм, рефрактометрический, програм-
мируемый флуоресцентный, кондуктометрический
и масс-спектрометрический.

Фирма «Agilent» (бывшая фирма «HP») — одна
из ведущих фирм по разработке и выпуску жидко-
стных хроматографов. Модульный жидкостной
хроматограф Agilent 1100 широко применяется в
аналитической практике. Его модульное исполне-
ние позволяет создавать разные системы — от про-
стых до самых сложных, как для выполнения ру-
тинных анализов, так и для проведения исследова-
ний. Прибор снабжен встроенной программой ав-
томатической диагностики и слежения за состоя-
нием отдельньгх модулей и всего прибора в целом,
имеются аттестации методик на соответствие за-
данным рабочим параметрам.

Передовьге позиции в ВЭЖХ занимает также
фирма «Shimadzu». В 2002 г. фирма выпустила но-
вую модель LC-2010, реализовавшую концепцию
высокой производительности и автоматического
контроля работы прибора. В программу заложена
новая система общения с прибором через легко по-
нимаемый интуитивный графический интерфейс
пользователя. Прибор снабжен автодозатором (сред-
неквадратичное отклонение дозирования 0,3%, воз-
можно охлаждение пробы), эффективным мем-
бранным дегазатором, УФ-ВИД-детектором (уро-
вень шума ±0,25 • 10~5 А-В) , термостатируемой
ячейкой, встроенной ртутной лампой для проверки
точности длины волны. Диапазон скоростей потока
0,001—5 мл/мин.

В новом приборе «Summit HPLC Dionex» этой
фирмы реализован принцип самотестирования,
модель отличается повышенной надежностью,
обеспечивает высокую точность поддержания
расхода и дозирования элюента.

Фирма «Thermo-Finnigon» выпускает жидко-
стный хроматограф Surveyor в модульном испол-
нении. К сожалению, фирма не приводит техни-
ческих характеристик, а только декларирует вы-
сокую чувствительность УФ-ВИД-детектора и
детектора на диодной матрице за счет изменения
длины оптического пути от 10 до 50 мм по тех-
нологии LightPipe, что позволяет работать с ма-
лыми пробами (5 мкл).

Современному техническому уровню соответ-
ствует хроматографическая серия 200 HPLC фир-
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мы «Perkin-Elmer». Эта серия выпускается с
1996 г., а в 2001 г. она претерпела существенное
обновление: улучшены технические характери-
стики детекторов УФ-ВИД и на диодной матри-
це (уровень шума 1- 10~5 А-В) , повышена ста-
бильность работы насосов (среднеквадратичное
отклонение по временам удерживания менее
0,1%), введен автосамплер с точным и воспроиз-
водимым дозированием (среднеквадратичное
отклонение по площадям пиков 0,5%) и со ско-
ростью дозирования до трех проб в минуту. Де-
текторы управляются как с помощью клавиату-
ры, так и с помощью программного обеспечения
Totalchrom. В случае детектора на диодной мат-
рице широкие возможности для работы со спек-
трами предоставляет программа TurboScan 200, в
частности, можно создать библиотеки спектров
соединений, а также проверять чистоту пика, ана-
лизировать неразделенные пики по их спектрам.

Значительно обновилась система ProStar
HPLC Systems фирмы «Varian». На базе этой
системы можно компоновать приборы для ана-
литических и препаративных целей. В системе
ProStar предусмотрена гибкость перестройки, она
обладает высокой надежностью и соответствует
всем официальным требованиям к анализам ме-
тодом ВЭЖХ. Основные детекторы (УФ-ВИД,
флуоресцентный на диодной матрице) имеют
высокие технические характеристики.

К хроматографам высокого класса следует
отнести жидкостный хроматограф LaChrom 200
фирмы «Merck и Hitachi», хроматографы System
Y Series 1100 фирмы «Cecil», BLC-10 HPLC фир-
мы «Buck Scientific», 2000 HPLC фирмы «Jasco».

Многие фирмы выпускают жидкостные хро-
матографы, предназначенные для рутинной ана-
литической практики (фирмы «Knauer», «Aktaba-
sic Systems», «Amersham GBC Scientific Equip-
ment», «Domnick Hunter», «Gilson», «Spark Hol-
land», «Wyatt Technology Corporation», «Viscotek
Europe», «D-Star» и др.).

В последние годы выпускаются жидкостные
хроматографы с капиллярными и микронасадоч-
ными колонками: Ultimate фирмы «LC Packing
Inc.», Spark Holland, Picometrics, Agilent и др.

Значительные успехи достигнуты в области
создания детекторов для ВЭЖХ. Разработаны
высокочувствительные электрохимические детек-
торы (кулонометрические, амперометрические,
потенциометрические), хемилюминесцентные
детекторы, лазерные флуоресцентные, универ-
сальные детекторы по светорассеянию. И, ко-
нечно же, следует отметить создание надежных
высокочувствительных систем ВЭЖХ/масс-
спектрометр и организацию их серийного вы-
пуска. В ближайшие годы можно ожидать широ-
кого использования этих систем в биотехноло-
гии, биологии, медицине, фармацевтике, анализе

экстрактов лекарственных трав и в других облас-
тях. За создание этих систем и внедрение их в
биохимию разработчикам была присуждена в
2001 г. Нобелевская премия.

В современных системах жидкостный хромато-
граф/масс-спектрометр используются следующие
масс-анализаторы: квадрупольные, ионные ловуш-
ки, времяпролетные, секторные (магнитные), с
Фурье-преобразованием, тандемные, квадруполь-
ные триплетные, сочетание квадрупольного с вре-
мяпролетным.

Интерфейсы жидкостная хроматография/масс-
спектрометрия на ранних этапах развития пред-
ставляли собой систему, включающую устройст-
во прямого ввода пробы, движущуюся ленту,
термораспылители и др. Однако все эти системы
не обеспечивали получение надежных результа-
тов. Сегодня наиболее широко используется
принцип электрораспыления с ионизацией при
атмосферном давлении, с химической или фото-
ионизацией. В качестве ионного источника при-
меняется и индуктивно связанная плазма.

В связи с развитием протеомики возникла очень
важная проблема — анализ и идентификация бел-
ков. Такие анализы проводятся на уровне фемто-
молей. Наилучшие системы подобного типа:
LC/MS/MS Finnigan LC Duo, HPLC/MC/MC Bni-
ker Esquire 2000, LC MS QP-8000 Shimadzu, Agilent
LC-MSD, LC/MS/MS Applied Biosystems, MSQ
Dionex, KS/MS Waters.

Отечественные жидкостные хроматографы
Из отечественных хроматографов следует вы-

делить хроматографы серии Стайер фирмы «Ак-
вилон» и хроматограф ЦветЯуза НПО «Химавто-
матика». Высокого уровня хроматограф Милли-
хром А-02 по многим характеристикам не усту-
пает лучшим зарубежным образцам. Но, к сожа-
лению, он имеет насос низкого давления, один
тип детектора и короткие колонки, так что про-
ведение на нем некоторых стандартных анализов
невозможно. Эти же недостатки присущи и при-
бору Миллихром-5. Жидкостные хроматографы
Минихром — уникальные портативные хрома-
тографы, не имеющие аналогов за рубежом.

Жидкостные хроматографы серии ЦветЯуза
имеют надежный насос высокого давления, ин-
жектор-дозатор фирмы «Риодайн», колонки раз-
ной длины и разного диаметра (от 5 до 250 мм)
для выполнения анализов по всем аттестованным
методикам. Приборы комплектуются четырьмя
детекторами (по желанию заказчика): амперо-
метрическим (работающем как при постоянном
потенциале, так и в импульсном режиме), кон-
дуктометрическим, УФ-детектором и флуорес-
центным. Этот набор детекторов позволяет охва-
тить большинство аналитических задач ВЭЖХ.
Исключительные возможности имеет амперомет-
рический детектор, работающий в импульсном
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режиме. Наряду с низким пределом детектиро-
вания к некоторым соединениям (на уровне
10~9—10~12 г) детектор обладает хорошей селек-
тивностью. Это позволяет применять его для
контроля загрязнений окружающей среды, пи-
щевых продуктов и напитков, в медицине для
ранней диагностики заболеваний, в энергетике,
нефтехимии, в сельском хозяйстве и других об-
ластях. Многие вредные вещества можно опре-
делять без предварительного концентрирования.

Области применения ВЭЖХ
Востребованность в методах и приборах

ВЭЖХ наглядно показывают данные табл. 8, где
приведена доля публикаций по разным областям
применения, по общим вопросам и по определяе-
мым соединениям. Наибольшее число публикаций
приходится на биологические соединения (более
40%), много публикаций по анализу лекарств,
энантиомеров и по общим вопросам ВЭЖХ. О
доли публикаций по другим разделам и другим
соединениям можно ознакомиться в работе [10].

Таблица 8
Доля публикаций по ВЭЖХ по разным областям

применения и соединениям
Усредненные данные за 1995—2000 гг., общее число
публикаций 5300

Тема публикаций Доля публикаций
(в процентах)

Область применения
Анализ лекарств 16
Энантиомерные разделения 5,5
Анализ неорганических соеди- 5
нений
Анализ пищевых продуктов 4,5
Контроль загрязнений окру- • 3
жающей среды
Клинические анализы 2,8
Токсикология 1,3

Общие вопросы
Сорбенты 5,3
Обзоры и книги 5,3
Комбинации ВЭЖХ с другими 5,3
методами
Теория 4
Детекторы 3,3
Автоматизация, компьютеризация 2,5

Анализируемые соединения
Белки 13
Ферменты 9
Сахара 4,4
Липиды 2,8
Витамины 2,7
Аминокислоты 2,6
Пептиды 2,2
Стероиды 2

Методы ВЭЖХ в качестве официальных мето-
дов вошли в фармакопеи разных стран, в ЕРА
(агентство США по анализу загрязнений окру-
жающей среды), в ГОСТы и рекомендации по
анализу многих вредных соединений. При кон-
троле загрязнений окружающей среды методами
ВЭЖХ определяют нефтепродукты в поверхно-
стных и питьевых водах; пестициды (особенно
нелетучие гербициды на основе фенилмочевины,
феноксиуксусных кислот, карбаматы, триазины
и др.) в воде, почве, пище и фураже; фталаты в
воде; ароматические амины и полиядерные аро-
матические соединения в пище и воде; фенол,
хлорфенол и нитрофенолы в питьевой воде; нит-
розамины в пище; тяжелые металлы (в виде
комплексов) в воде, почве и пище; микотоксины
(афлатоксины, зеараленон и др.) в пище и кор-
мах и многие другие загрязнители.

В табл. 9 приведены основные публикации по
применению сочетания ВЭЖХ/масс-спектро-
метрия.

Таблица 9
Обзоры основных применений

ВЭЖХ/масс-спектрометрия

Область применения Ссылка
Токсикология [133]
Разработка новых лекарств [ 134]
Исследование экстрактов лекарственных [135]
растений
Определение пищевых белков и пептидов [136]
Элементный анализ" [137]
Обнаружение новых лекарств5 [138]
Биоаналитические применения в фарма- [139]
кокинетике и токсикологии
Создание библиотеки спектров [140]
Исследования в фармацевтике [141]
Анализ растений [142]
Изучение химии окружающей среды [143]
Анализ пищевых загрязнений [144]
Анализ пищевых продуктов [145]
Анализ нуклеозидов, нуклеотидов [146]
Анализ природных веществ в пище [147]
Анализ загрязнений on-line" [148]
Контроль загрязнений окружающей [149]
среды
Чувствительный и селективный анализ [150]
дитерпеновых эфиров, протонируемых
опухоли
Анализ ионогенных соединений [151]
Определение пищевых добавок [152, 153]

" ВЭЖХ/масс-спектрометрия с ионизацией в индук-
тивно связанной плазме.
6 ВЭЖХ/тандемная масс-спектрометрия.
8 Твердофазная микроэкстракция/жидкостная хрома-
тография/масс-спектрометрия.
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Анализ пищевых продуктов
Можно выделить следующие основные цели

хроматографического анализа пищевых продук-
тов: установление пищевой ценности продуктов;
определение подлинности, доброкачественности,
свежести пищевых продуктов; определение ста-
дии порчи продуктов; обнаружение фальсифика-
ции пищевых продуктов; обнаружение трансген-
ных продуктов; контроль техногенных загрязни-
телей; контроль природных загрязнителей; опре-
деление пищевых искусственных добавок; кон-
троль ароматов пищевых продуктов; анализ вете-
ринарных лекарств; контроль загрязнений от
упаковок пищевых продуктов; контроль при
специальных обработках пищевых продуктов, в
частности, радиацией или термообработкой.

Пищевую ценность продуктов устанавливают
путем определения в них аминокислотного со-
става белков, жирных кислот и глицеридов, угле-
водов, органических кислот и витаминов. В по-
следние годы большинство из этих анализов вы-
полняются только с помощью высокоэффектив-
ной жидкостной хроматографии.

Для оценки безопасности пищевых продуктов
в них определяют различные загрязняющие ком-
поненты, пищевые добавки (консерванты, анти-
оксиданты, подслащивающие вещества, красите-
ли и др.), выявляют -их фальсификацию. Чтобы
установить доброкачественность и свежесть пи-
щевых продуктов, выявляют ранние стадии пор-
чи и оценивают допустимые сроки их хранения.

Основные загрязняющие вещества в пищевых
продуктах, определяемые с помощью хромато-
графии, включают пестициды, нитрозамины,
микотоксины (афлатоксины, охратоксин А, зеа-
раленон и др.), полиядерные ароматические со-
единения, биогенные амины и другие.

Ранняя диагностика заболеваний
по анализам биохимических маркеров

ВЭЖХ все шире используется для определе-
ния биохимических маркеров и метаболитов при
массовом медицинском обследовании населения
и выявлении опасных заболеваний. Обычно для
диагностики заболеваний достаточно определе-
ние только маркеров, однако в некоторых случа-
ях требуется определять метаболический про-
филь уровня многих компонентов.

Биологическими маркерами служат сравни-
тельно небольшие молекулы: катехоламины,
аминокислоты (гомоцистеин), индолы, нуклео-
зиды, порфирины, сахара, стероиды, гормоны,
витамины, птерины и липиды. В ряде случаев
используются и большие молекулы: ферменты,
белки, нуклеиновые кислоты.

Профиль концентраций физиологических
жидкостей у пациентов с различными заболева-
ниями может значительно различаться от про-

филя здоровых людей. Этот показатель необхо-
димо определять и у больных с наследственными
метаболическими нарушениями. Кроме того,
профильные анализы проводятся в случае онко-
логических, сердечно-сосудистых, психических и
неврологических заболеваний, а также при диа-
бете и порфириазе. Профиль концентраций био-
логических жидкостей определяют у больных с
определенными симптомами, но он не дает точ-
ного диагноза болезни. Недавно было показано,
что у пациентов со СПИДом в профиле появля-
ются измененные нуклеозиды.

Для анализа таких объектов, как сложные и
многокомпонентные биологические жидкости,
пригодна именно высокоэффективная жидкост-
ная хроматография, которая имеет явные пре-
имущества перед газовой хроматографией в виду
нестабильности многих биологически активных
соединений при повышенных температурах.

Содержание многих маркеров в биологиче-
ских жидкостях находится на уровне 10~9—
10~12 г, поэтому для их определения необходимы
высокочувствительные и селективные детекторы,
в частности амперометрические и флуоресцент-
ные. Желательно, чтобы анализы завершались
быстро, в течение 5—20 минут.

В настоящее время с проведением анализов
биохимических маркеров в медицинских центрах
различных стран мира уже детектируется более
200 метаболических болезней.

Применение хроматографии
в судебных и судебно-медицинских экспертизах

Аналитические задачи в судебной экспертизе
весьма разнообразны: от точных количественных
анализов до простого сравнения или установле-
ния идентичности различных объектов. Анали-
тический контроль важен при расследовании
преступлений, связанных с употреблением нар-
котиков и спиртных напитков, при неумышлен-
ных и умышленных отравлениях, при злоупот-
реблениях лекарствами, при убийствах, пожарах,
кражах, взрывах, авариях и пр.

Объектами хроматографического анализа (по
последним публикациям) чаще всего являются
наркотики (морфин и его производные, кокаин,
каннабиноиды, ЛСД и др.) амфетамины, барби-
тураты, различные лекарства, дихлорэтан и рас-
творители.

В судебных экспертизах методом хроматогра-
фии анализируют также нефтепродукты и горю-
че-смазочные материалы, которые могут быть
использованы в качестве горючих средств при
поджогах, выявляют подделки и фальсификации
горюче-смазочных материалов. Анализируют
также лакокрасочные материалы и покрытия, в
том числе частицы окраски автомобилей, краски
в чернилах для выявления материалов письма
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или давности документов, древесину, взрывчатые
вещества, продукты выстрела и др

Много опубликованных работ из области су-
дебной экспертизы посвящено хроматографиче-
ским анализам биологических объектов, в част-
ности крови, сыворотки, мочи, слюны, пота вы-
дыхаемого воздуха, волос человека и др Только
за последние два года опубликованы сотни ста-
тей по применению хроматографии в судебной и
судебно-медицинской экспертизе Для быстрого
скрининга разработаны систематические токси-
кологические методы анализы лекарств и их ме-
таболитов В последние годы уникальные при-
менения находит комбинация ВЭЖХ/масс-
спектрометрия

Исследования и анализы в биохимии

Как показывают данные табл 8, ВЭЖХ наи-
более широко применяется для разделения био-
логических соединений" белков, ферментов, са-
харов, липидов, аминокислот, пептидов, витами-
нов и др В связи с развитием протеомики резко
возрос интерес к разделению и анализу белков,
пептидов и аминокислот Проблема разделения
белков в связи с задачами протеомики рассмат-
ривается в работе [154], ВЭЖХ пептидов посвя-
щен обзор [155]. Отметим обзоры по определе-
нию других соединений липидов [156], фрагмен-
тов ДНК [157], фитоэкдистероидов в растениях
[158], биогенных аминов [159], растительных
токсинов [160—161] Методом ВЭЖХ проводятся
исследования взаимодействия лекарство—мем-
брана [162], лекарство—белок [163], оценки сте-
пени окисления белков [164]

Установленная связь между хроматографиче-
скими параметрами и биологическими свойства-
ми [165] позволяет более осознанно осуществ-
лять поиск новых лекарств и других биологиче-
ски активных соединений в фармацевтике

ВЭЖХ — один из наиболее важных методов
исследования метаболитов лекарств [166], разде-
ления и изоляции аллергенов [167], изучения
процессов фармакокинетики [168] Освоено в
промышленном масштабе разделение энантио-
мерных лекарственных веществ [169]

Другие применения

В виде комплексов ВЭЖХ позволяет опреде-
лять металлы [170], разделять и анализировать
смеси таких высокомолекулярных и нелетучих
соединений, как порфирины и фталоцианины
[171], определять отравляющие вещества (зарин,
зоман и их продукты гидролиза) в почве [172],
проводить изотопное фракционирование органи-
ческих соединений [173].
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