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ПРЕДИСЛОВИЕ РЕДАКТОРА ПЕРЕВОДА

Аналитические методы исследования имеют огромное
значение при изучении окружающей нас природы, про-
текающих в ней процессов, а также при управлении техно-
логическими процессами в промышленности. Образно гово-
ря, аналитические методы — это новое особое «зрение»,
позволяющее исследователю видеть то, что недоступно
при использовании других методов и приемов.

Методы разделения занимают в аналитической химии
особое место. Окружающий нас мир — мир сложных сме-
сей, а известные методы количественного анализа, как
правило, эффективны только для определения индивидуаль-
ных веществ или смесей известного состава; их при-
менение для анализа многокомпонентных смесей в общем
случае ограничено. Поэтому в аналитической химии
в последние десятилетия широкое распространение полу-
чили гибридные методы [1], сочетающие методы разделе-
ния и количественного определения. Одним из наиболее
ярких примеров такого сочетания является хромато-
масс-спектрометрия, в которой анализируемую смесь
вначале разделяют на газовом или жидкостном хромато-
графе на отдельные компоненты, а затем проводят каче-
ственную идентификацию и количественное определение
на масс-спектрометре. Большой вклад в развитие этого
метода внесли В. Л. Тальрозе и его сотрудники [21.

Интенсивное развитие методов разделения отражается
ив распределении публикаций в области органической ана-
литической химии: в 1975 г. почти половина (44%) публи-
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каций была посвящена хроматографическим методам ана-
лиза; 31 %— спектроскопическим (оптическим, ЭПР, ЯМР и
т. д.), 18% электрохимическим и 7% весовым, титриметри-
ческим и др.

Важное место среди хроматографических методов зани-
мает тонкослойная хроматография — метод, предложен-
ный советскими исследователями Н. А. Измайловым
и М. С. Шрайбер в 1938 г. [3]. Широкое распространение
и дальнейшее развитие этот метод получил благодаря
работам Э. Шталя [4]. В 1975 — 1976 гг. на долю колоноч-
ной жидкостной хроматографии приходилось 39% публи-
каций в области органической аналитической химии, на до-
лю тонкослойной хроматографии 28%, на долю газовой —
26%, публикации по бумажной хроматографии составляли
всего 7%.

В тонкослойной, или плоскостной, хроматографии
сорбент имеет плоскую форму. В наиболее распространен-
ном варианте тонкослойной хроматографии слой исполь-
зуется однократно для одного разделения. После разделе-
ния анализируемой смеси на отдельные компоненты
элюирование прекращают и проводят качественное и коли-
чественное определение вещества в хроматографических
зонах. Для определения бесцветных соединений чаще
всего используют детектирование в ультрафиолетовом
свете, опрыскивание химическими реагентами и экстрагиро-
вание зоны вещества с сорбента для последующего иссле-
дования полученных таким образом окрашенных соедине-
ний физическими и химическими методами [5—7].

В настоящее время в тонкослойной хроматографии
сформировалось новое направление — высокоэффективная
тонкослойная хроматография (ВЭТСХ). Монография, вы-
шедшая под редакцией известных ученых А. Златкиса
и Р. Кайзера, является первой книгой, посвященной но-
вому методу. ВЭТСХ возникла в результате работы
многих ученых из разных стран. Большой вклад в разви-
тие ВЭТСХ внесли советские исследователи. В работах
Б. Г. Беленького и сотрудников большое внимание уделе-
но разработке микротонкослоштой хроматографии и раз-
витию общей теории размывания и ТСХ [8, 91; вклад
. I. В. Андреева отмечается редакторами в предисловии. Но-
вый метод имеет существенные преимущества по сравнению
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с известными способами хроматографического разделения:
к ним относятся высокая эффективность, экспрессность
и высокая чувствительность. При оценке результатов
хроматографического разделения широко применяется
оптическое сканирование. Для проведения ВЭТСХ необ-
ходимы пластинки, покрытые тонким слоем сорбента
с однородными частицами небольшого размера, а также
особые условия разделения. По аналогии с газовой хрома-
тографией ВЭТСХ можно рассматривать как вариант
капиллярной хроматографии в тонкослойной хроматогра-
фии.

В начале книги дается краткое введение в теорию тонко-
слойной хроматографии. Следует отметить, однако, что
в ней рассмотрены только вопросы удерживания разделяе-
мых соединений, хотя при хроматографировании одно-
временно протекают два противоположных процесса —
разделение максимумов хроматографических зон и их
размывание. Вопросам связи параметров удерживания
линейного и кругового вариантов в тонкослойной хрома-
тографии посвящена отдельная глава.

Подробно рассмотрены методики эксперимента (нане-
сение проб, насыщение камер для элюирования парами
подвижной фазы и т. д.), влияние параметров эксперимен-
та на результаты разделения и особенности аппаратуры.

Важным этапом эксперимента является количествен-
ное определение вещества в хроматографической зоне.
Ранее эта стадия была наиболее трудоемкой и длительной.
В последние годы она выполняется автоматически, глав-
ным образом, путем оптического сканирования пластинки
с разделенными зонами. Методы оптического сканирова-
ния изложены Ю. Хазел в главе, посвященной количе-
ственной ВЭТСХ. Приведены также примеры разделения
е помощью ВЭТСХ.

В заключение хотелось бы подчеркнуть, что описанные
в книге различные стороны ВЭТСХ — важного этапа
развития тонкослойной хроматографии — представляют
интерес для широкого круга читателей: химиков, биоло-
гов, геологов, медиков и других специалистов, применяю-
щих методы тонкослойной хроматографии в своей работе.
Использование методов, описанных в книге, несомненно,
позволит улучшить основные характеристики конкретных
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аналитических определений, выполняемых в настоящее
время традиционными методами тонкослойной хромато-
графии.

В. Г. Березкин
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ПРЕДИСЛОВИЕ И ВВЕДЕНИЕ

Эта книга вышла в свет в период, когда многие иссле-
дователи-аналитики рассматривали тонкослойную хрома-
тографию (TGX) как один из второстепенных методов.
Другая довольно многочисленная группа ученых зани-
малась проблемами высокоэффективной жидкостной коло-
ночной хроматографии (ВЭЖКХ), называемой иногда
не совсем правильно жидкостной хроматографией высо-
кого давления. В этом методе колонки для разделения
редко используются при оптимальных условиях. Они
характеризуются эффективностью, значительно превы-
шающей 1000 теоретических тарелок. Применение ВЭКЖХ
подчас ограничено необратимой адсорбцией компонентов
анализируемых смесей. Большинство недостатков этого
метода можно устранить с помощью ТСХ.

Следует отметить, что предлагаемая монография посвя-
щена не критике ВЭЖКХ, а описанию нового, изящного,
экспрессного, недорогого и достаточно точного аналитиче-
ского метода, с помощью которого в ряде случаев можно
подобрать условия разделения для ВЭЖКХ.

Новый метод получил название «высокоэффективная
тонкослойная хроматография» (ВЭТСХ). Возможности
ВЭТСХ можно проиллюстрировать следующими конкрет-
ными данными. Разрешающая способность метода такова,
что за один цикл анализа можно полностью разделить
до 40 различных веществ. Эффективность разделения
в среднем составляет более 5 компонентов в минуту.
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В качестве метода предварительного разделения
одной пробы или группы веществ ВЭТСХ характеризуется
широкими аналитическими возможностями. При проведе-
нии массовых анализов с помощью описываемого метода
одновременно удается разделить:

а) до 12 образцов, используя микрокруговой вариант;
б) до 8 образцов, применяя макрокруговой метод;
в) до 40 образцов, используя линейный вариант.
С помощью непрерывного варианта описанного метода

удается проводить разделение более 10 образцов.
Качественный анализ круговым методом в U-камере

позволяет получить истинные величины Rf со стандарт-
ным отклонением ± 1 % (для Rf ~ 0,5).

При проведении количественного анализа нанограм-
мовых проб линейным методом стандартное отклонение
результатов пе превышает 2,3%. Для кругового метода
анализа на пластинках размером 100 X 100 мм соответ-
ствующая величина не превышает ±1—1,5%.

В качественном анализе методом круговой ТСХ истин-
ные величины Rf лежат в интервале от 0,01 до 1,00 (исполь-
зование U-камеры, контроль потока элюента и известный
состав газовой фазы).

В количественном анализе величины Rf изменяются
от 0,5 до 0,7, причем количество вещества в зоне может
изменяться в 10 000 раз. Метод ВЭТСХ пригоден для
определения фемтограммовых количеств (10~~15 г).

Воспроизводимость нанесения пробы объемом 100
нанолитров (10~9 л) на смоченный слой сорбента состав-
ляет + 1%; при этом отсутствует эффект необратимой
адсорбции, а также систематические потери.

Данные, полученные ВЭТСХ, можно применять для
ВЭЖКХ; перенос данных возможен также при разделении
круговым непрерывным методом с помощью многокомпо-
нентного элюента.

Анализ длится до 120 с.
Высокая эффективность метода является результатом

ряда усовершенствований. К ним относятся:
а) применение сорбента с оптимизированными характе-

ристиками; эффективность разделения на таком сорбенте
превышает соответствующие параметры сорбентов для
ВЭЖКХ;
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б) новый способ подвода элюента;
в) новый способ кондиционирования сорбента;
г) значительно улучшенный метод нанесения пробы;
д) применение рациональной системы получения и обра-

ботки данных.
Описываемый метод сформировался постепенно. Пер-

вым исследователем, начавшим работать в этом направле-
нии, был Э. Шталь. Исходя из полученных результатов
и потенциальных возможностей ВЭТСХ, его создание
можно назвать вторым рождением ТСХ.

Окончательное суждение должны вынести исследова-
тели-практики.

Несмотря на практическую направленность книги,
в ней сделана попытка исправить ряд ошибочных теорети-
ческих представлений. В монографии показано, что при
оптимальных фазовых условиях на пластинках размером
5 X 5 см за 150 с можно получить истинные значения
Rf с очень высокой точностью. В ходе изложения будет
продемонстрировано, что истинную величину Rf можно
непосредственно перевести в более удобный с точки зре-
ния хроматографического разделения коэффициент емко-
сти к = tjtm- Подобный перевод осуществим и в случае
адсорбционной хроматографии, где элюенты обычно
состоят из смесей органических растворителей разной по-
лярности. В книге показано также, что в настоящее время
в ТСХ целесообразно использовать понятие высоты тарел-
ки. Необходимость точного измерения основных хромато-
графических параметров, таких, как, например, фазовое
соотношение, с трудом измеряемое непосредственно, рас-
крыты в тексте книги. Детально описано применение
ВЭТСХ для количественного анализа.

Описываемый метод был разработан совместно Хезел,
Бломом, Ионхеном, Халпаапом, Рипфаном и Кайзером.

Блом одним из первых оценил принципиальные пре-
имущества круговой ТСХ и начал работать в этом направ-

* В советской литературе коэффициент емкости называют
также коэффициентом извлечения, определяемым как отношение
времени нахождения вещества в неподвижной фане к времени
нахождения его в подвижной фазе. В колоночной хроматографии
он равен отношению времени удерживания анализируемого ве-
щества к мертвому времени колонки. — Прим. ред.
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лении. Андреев продемонстрировал эффективность очень
тонких слоев сорбента. Эйзенбейс приготовил пластинки*
с толщиной сорбирующего слоя 5 мкм без связующего
и разделил на них 10 красителей за 13 с [1]. Ионхен скон-
струировал лабораторный прибор, объединив в нем в еди-
ную систему прототип новых камер, систему дозирования
и вспомогательные приспособления к дозирующему устрой-
ству фирмы «CaMag». Халпаап изготовил универсальные
ВЭТСХ-пластинки. Авторы книги пользовались только
этими пластинками. В период подготовки книги промыш-
ленность освоила выпуск пластинок для адсорбционной
ВЭТСХ.

В главе «Преимущества, область применения и недо-
статки кругового метода разделения» дан краткий обзор
развития ТСХ за последние 150 лет**. В ней показано,
что уже в начале развития хроматографии на тонких
слоях сорбента были очевидны преимущества кругового
варианта по сравнению с линейным. ТСХ имеет своеобраз-
ную историю: первые открытия в этой области знаний бы-
ли забыты, и только в результате повторных исследова-
ний ТСХ получила всеобщее признание.

Следует отметить, что экспрессность современного
метода не является результатом последних исследований.
Исключением являются усовершенствования, введенные
Эйзенбейсом (они будут обсуждаться позже). Контролируе-
мое дозирование непрерывного потока элюепта применяли
и другие исследователи.

Каждый новый метод анализа должен удовлетворять
ряду требований, к которым, в частности, относятся:
надежность получаемых результатов, экспрессность и эко-

* Сорбирующий слой был получен из силикагеля 60 (очень
узкая фракция). Этот слой не обладал механической прочностью,
но легко смачивался элюентом. Результаты анализа: число раз-
делений более 20, длина пути разделения 20 мм, за время 13 с
удалось полностью разделить смесь из 10 компонентов. После
двух лет хранения проницаемость слоя возросла при сохранении
стабильного разделения.

** Авторами тонкослойной хроматографии являются Н. А. Из-
маилов и М. С. Шрайбер, которые опубликовали в 1938 г. первую
работу по разделению алкалоидов на пластинке с окисью алю-
миния (Фармация, 1938, № 3, 1). Это является общепринятой
точкой зрения. — Прим. ред.
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номичность. В ходе исследований можно пойти па некото-
рое ухудшение этих параметров ради получения большей
точности определения и более системного подхода к ана-
лизу и обработке результатов. Одним из важных источни-
ков ошибок является неправильное истолкование полу-
ченных результатов.

Голдман и Гудал описали [2—8] разделение в тонком
слое сорбента за 60 с при длине пути разделения 20 мм.
Шталь исследовал влияние размера частиц сорбента
на время анализа [9]. Халпаап [10] впервые проследил
зависимость между размерами частиц, с одной стороны,
и длительностью разделения, величинами Rf и высотой
тарелки — с другой.

Много внимания ВЭТСХ уделял Андреев. Полученные
им результаты экспрессного разделения методом микро-
тонкослойной хроматографии опубликованы в научных
журналах. Еще более интересные данные представлены
Андреевым на симпозиуме в Новаки, ЧССР, в 1973 г. Эти
результаты действительно важны для сокращения времени
анализа [111.

Для получения цельной картины развития описывае-
мого метода необходимо всесторонне рассмотреть области
приложения и перспективы использования ВЭТСХ, уде-
ляя особое внимание различным направлениям примене-
ния пластинок с оптимизированными свойствами. Исполь-
зование старых методических приемов в ВЭТСХ приводит
к получению неудовлетворительных результатов, посколь-
ку применявшийся ранее способ нанесения пробы сводит
на нет высокую эффективность разделения оптимизиро-
ванных слоев сорбента.

Использование круговых камер для разделения на
ВЭТСХ-пластинках позволяет существенно улучшить ре-
зультаты. Так, например, можно за несколько секунд
получить точные данные, уменьшить размеры пластинок
на 60%, сократить объем применяемого элюента в 1000 раз,
а длительность анализа в 10 раз. По сравнению с обычной
ТСХ точность анализа возрастает в десятки раз. Улуч-
шение именно этих параметров и составляет сущность
ВЭТСХ. Благодаря большим аналитическим возможностям
новый метод найдет широкое признание у исследователей,
занимающихся ТСХ. Теперь специалисты в области коло-
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ночной жидкостной хроматографии получили возможность
выбора между ВЭЖКХ и ВЭТСХ. В тех случаях, когда
требуются лишь удовлетворительная точность и воспроиз-
водимость анализа, можно обойтись без дорогостоящего
оборудования и проводить анализ практически в любых
условиях. Аппаратура, ТСХ-системы и применяемые
реактивы могут быть стандартизованы.

В первой главе настоящей книги дается краткое введе-
ние в теорию ТСХ; во второй и третьей главах изложены
теория и практика кругового метода. Четвертая глава
посвящена U-камерам. ВЭТСХ можно использовать как
для точного определения величин Rf в поточных анализах,
так и для быстрого подбора условий разделения в ВЭЖКХ.
Важной разновидностью метода является непрерывная
микро-ТСХ. Пятая глава книги посвящена стандартизо-
ванной технике дозирования в ВЭТСХ, являющейся
основой для получения точных количественных результа-
тов анализа. Описанные приемы и методы дозирования
упоминаются и в последующих главах.

В главе «Исследование воспроизводимости ТСХ разде-
ления» Ионхен уделяет особое внимание результатам
последних исследований и тем деталям методик, о которых
обычно не сообщается в литературе. К таким особенностям
относятся проблема относительной влажности сорбента
в адсорбционной ТСХ и аналогичные вопросы в распреде-
лительной ТСХ.

В гл. 8, написанной Ют Хезел, показано большое
практическое значение круговой микро-ТСХ, с помощью
которой можно получить точные и воспроизводимые коли-
чественные результаты разделения.

Девятая глава, посвященная применению нового мето-
да ВЭТСХ в количественной ТСХ, написана Рипфаном
и Халпаапом. В процессе подбора оптимальных характе-
ристик ТСХ-пластинок, обеспечивающих высокую эффек-
тивность разделения, авторы исследовали большое коли-
чество сорбирующих материалов. Они пришли к выводу,
что при неправильном нанесении пробы на слой сорбента,
в результате чего получаются пятна диаметром порядка
1 мм, нельзя реализовать преимущества ВЭТСХ. Для
регулирования и контроля физических и физико-химичес-
ких параметров газовой, жидкой и твердой фаз в ТСХ
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можно пользоваться различными приемами, в том числе
и миниатюризацией. При правильном выборе условий
анализа получаются очень интересные результаты.

В книгу включено несколько таблиц, где представлены
новые результаты Халпаапа, относящиеся в основном
к полярности силикагеля в различных подвижных фазах.
Эти данные в ранее опубликованных материалах были
интерпретированы неверно.

Обозначения, используемые в этой книге, в основном
заимствованы из монографии Гейсса [12].

Чистое время удерживания ts и мертвое время tm (вре-
мя удерживания несорбирующегося вещества) используют
для того, чтобы подчеркнуть принципиальную теорети-
ческую связь ВЭТСХ с элюептными методами. Необходи-
мо помнить, что ts и tm соответствуют длине пути разделе-
ния, точнее, относительным расстояниям. В книге все
данные, характеризующие хроматографический процесс,
являются в основном относительными величинами.

Авторы настоящей книги показали, что с помощью
ВЭТСХ — нового метода, успешно конкурирующего с дру-
гими способами анализа, — можно решать сложные задачи
разделения.

Редакторы надеются, что приведенные в книге материа-
лы будут полезны читателю.

А. Златкис
Р. Е. Кайзер

Ноябрь 1976 г.

10.
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Глава 1

УПРОЩЕННАЯ ТЕОРИЯ ТОНКОСЛОЙНОЙ
ХРОМАТОГРАФИИ

Р. Е. Кайзер

Kaiser R. Ε., Institute of Chromatography,
Bad Durkheim, BDR

В настоящей главе описано практическое применение
некоторых основных формул при выборе оптимальных
условий для серийных анализов методом высокоэффектив-
ной тонкослойной хроматографии (ВЭТСХ). Данные
ВЭТСХ можно использовать в высокоэффективной жидко-
стной хроматографии (ВЭШХ). Такое изложение не охва-
тывает все теоретические вопросы ТСХ, но все же оно шире
работы Гейсса [1].

1.1. Опытные данные и их интерпретация

1.1.1. Величины 'Rf и h

Величина Rf* — это отношение расстояний, которые
пройдены исследуемым веществом и подвижной фазой
соответственно (Zs и Zm):

Ф- = я„ (Li)

Rf — основная качественная характеристика ТСХ. Если
нельзя точно установить положение фронта растворителя
Zm, то на величину Rf будут влиять систематические

* Rf — величина запаздывания; Rf также можно рассматри-
вать как отношение скорости движения центра хроматографиче-
ской зоны к скорости подвижной фазы. — Прим. ред.

2—069
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ошибки. Потеря компонентов подвижной фазы, уже при-
сутствующих в слое сорбента, или их накопление также
влияют па величину Rf. В первом случае значения R}

систематически завышены, а во втором — систематически
занижены, т. е. найденные значения нельзя использовать
для расчета коэффициента емкости к.

Для того чтобы получить истинные значения Rf,
необходимо выполнять следующие требования:

1) постоянство условий вдоль пути разделения;
2) исключение потерь подвижной фазы;
3) точное определение положения фронта растворителя

путем измерения и расчета его действительного поло-
жения;

4) исключение случайных влияний в результате испа-
рения при нанесении пробы.

Технические проблемы эксперимента в этой главе
не обсуждаются.

Коэффициент емкости к определяется как отношение
времени нахождения вещества в неподвижной фазе к вре-
мени его нахождения в подвижной фазе:

Ŝ 7
ί-τνι

( 1 . 2 )

Коэффициент емкости — одна из самых простых и важ-
ных характеристик, определяющих поведение (природу)
вещества при хроматографическом процессе.

Полный цикл разделения в ТСХ занимает период вре-
мени tm. В элюентной хроматографии измерения начинают
лишь через период времени tm. Если данное вещество
характеризуется коэффициентом емкости к, то продолжи-
тельность элюирования составляет ktm. Таким образом,
можно найти основные соотношения между Rf и к.

Пусть для исследуемого вещества Rf = 0,1. Время,
за которое это вещество приближается к фронту раствори-
теля, составляет 9im, т. е. это случай, когда выполняются
условия непрерывной ТСХ, которые по существу сходны
с условиями в колонке для элюентной хроматографии.
Таким образом, можно записать:

(1.3)
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Поскольку к = ^-, приходим к заключению,
tm

что

i»L = Rf=-^tr > r « e *™« = (tm + '«) — 0 б Щ < 3 е В р е М Я

tms fm-Hs
удерживания, т. е. время, в течение которого вещество
находится в подвижной и неподвижной фазах. В элюентной
хроматографии это соответствует времени от момента
введения пробы до выхода этого вещества из колонки.
Отношение абсолютных величин времени удобно вслед-
ствие его однозначности, поэтому коэффициент емкости
к находит широкое применение.

Однако это обстоятельство не обеспечивает правильно-
сти найденных величин, так как tm и ts независимы друг
от друга в любых хроматографических условиях. Так,
в случае изменения температуры ts (и, возможно, tm)
будут изменяться, но эти изменения не будут совпадать
по величине и направлению. В значительной степени
к определяется химическими свойствами фаз. Результаты,
полученные методами ВЭТСХ, можно распространять
на системы в ВЭЖХ при условии, что в них используются
такие же фазы.

Закрытые (адсорбционные) хроматографические колон-
ки необходимо кондиционировать для стабилизации ад-
сорбционной активности поверхности. Состояние равно-
весия требуется и для тонкослойной хроматографической
системы. Когда течение подвижной жидкой фазы прекра-
щается хотя бы на короткое время, возникает резкое
изменение химического состояния слоя сорбента, находя-
щегося в равновесии с окружающей газовой средой.
Подвижная фаза состоит из растворителей различной лету-
чести и полярности. Именно поэтому даже в момент нане-
сения пробы в ТСХ очень важно, чтобы объемная скорость
потока элюента была постоянной. В ТСХ это условие
необходимо выполнять более строго по сравнению с коло-
ночной жидкостной хроматографией, где поток через
кондиционированную колонку может быть приостановлен
на несколько минут без существенного влияния на резуль-
таты разделения. Соответствующий экспериментальный
подход описан ниже.

Экспериментальные данные получают следующим
образом:
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1) хроматограмму фотографируют; на снимке фикси-
руются зоны веществ через tm секунд после начала хрома-
тографического процесса;

2) поток подвижной фазы останавливают, рассчитывают
положение экстраполированного фронта элюента, изме-
ряют расстояния пятен окрашенных веществ до точки
нанесения пробы и вычисляют величину Rf.

Непрерывную ТСХ можно проводить круговым мето-
дом, который легко контролировать с помощью функции
потока. Соотношение, определяющее эту функцию, а так-
же соотношения, связывающие Rf, полученные методом
круговой и линейной ТСХ, будут описаны ниже в связи
с переводом данных из одной системы в другую.

Если в ходе хроматографического разделения иссле-
дуемое вещество неподвижно, т. е. в подвижной фазе нель-
зя обнаружить даже следы этого вещества, то для его
элюирования необходимо время сю tm, при этом Rf = 0.
Для элюирования вещества, которое проходит половину
пути разделения (Rf = 0,5), требуется период времени,
равный tm -f- tm. Время его удерживания подвижной
фазой равно времени его удерживания неподвижной фазой
и, следовательно,

Вещество, продвигающееся вместе с фронтом элюента,
не удерживается неподвижной фазой (Rf = 1), т. е.

k = tt/tm = 0/1 = 0.

Таким образом, можно составить таблицу значений
Rj в зависимости от величины к (см. также приложе-
ния).

oo 9 0,5

Rf I 0 0,1 0,2 0,333 0,5 0,666 1,0

Расчет производится по уравнению

/,___ 1 - Д /

при условии, что Rf — истинная величина.

(1.4)
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1.1.2. Истинные значения Έ1

Для получения истинных значений Rf необходимо,
чтобы количество подвижной фазы не уменьшалось вслед-
ствие испарения и не увеличивалось вследствие конденса-
ции из газовой фазы. Для этого в камере для ВЭТСХ
объем газовой фазы сведен к минимуму, температура
должна быть постоянной, слой сорбента совершенно сим-
метричным и горизонтальным. Только таким путем можно
исключить нарушение равновесия фаз. В отличие от дру-
гих методов, в которых для регулирования и компенсации
взаимного влияния параметров, определяющих величину
Rf, используют сложное оборудование, в круговой ТСХ
применяют простую по конструкции и в эксплуатации
небольшую плоскую камеру симметричной формы. В эту
камеру подают поток элюента с постоянной объемной
скоростью. Постоянство объемной скорости потока под-
вижной фазы контролируют следующими способами:

1) перед подачей на слой сорбента поток направляют
на аналитические весы;

2) поток элюента измеряют объемным методом;
3) поршень точного шприца перемещают с постоянной

скоростью, для чего используют шаговый двигатель;
частоту вращения двигателя изменяют ступенчато, а посто-
янство угловой скорости вращения регулируют электрон-
ным устройством.

Таким образом, истинное значение Rf определяют рас-
четным путем или путем калибровки. На это определение
не влияет предварительное насыщение слоя. Слой сорбента
должен быть однородным в трех взаимно перпендикуляр-
ных направлениях, т. е. сорбент должен быть высококаче-
ственным.

Перед тем как рассматривать методику расчета поло-
жения фронта элюента, необходимо подробнее остано-
виться на функции потока в круговой ТСХ. Общеизвестно,
что скорость подвижной фазы в обычной линейной ТСХ
зависит от многих факторов, в том числе от специ-
фических свойств слоя сорбента, обусловливающих объ-
емную скорость элюента, величины поверхностного на-
тяжения, смачиваемости сорбента, вязкости подвижной
фазы, температуры и т. д. При контролируемом пото-
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ке подвижной фазы эти факторы не влияют на его скорость.
В круговой ТСХ объемную скорость элюеыта определяет
адсорбционная емкость слоя.

1.1.3. Роль потока подвижной фазы в ВЭТСХ

В линейной ТСХ стадия подвода элюонта к слою сор-
бента является потенциальным источником ошибок. На эту
стадию влияют многие факторы, которые с трудом под-
даются контролю; их подробное обсуждение содержится
в работе Гейсса [1].

Функцию потока можно выразить как

(Zif = tK, (1.5)

где К — константа скорости, см2/с; Zf — расстояние,
на которое переместится фронт растворителя за время
t, C M ; t — в р е м я , с.

Параметры подвижной фазы не зависят от направления
ее перемещения, и, следовательно, функцию потока можно
применять и для линейной, и для круговой ТСХ:

Площадь круговой области, смоченной жидкой фазой,
равна π (Zf)2. Следовательно, ее величина линейно зави-
сит от tK, т. е. предполагается, что объемная скорость
подачи элюента постоянна.

В линейной ТСХ вследствие неизбежного испарения
подвижной фазы объемная скорость потока уменьшается
как функция квадрата времени. Поскольку скорость
испарения пропорциональна площади сорбента, смочен-
ного элюентом, то уменьшение скорости распространения
этой области происходит по квадратичному закону.
В круговой ТСХ объемную скорость потока легко регули-
ровать. Если не требуется высокая точность, то поток
подвижной фазы направляется на пластинку под действием
собственной силы тяжести через капиллярную трубку,
соединенную с резервуаром. В линейной ТСХ объемную
скорость потока регулируют только с помощью насосов,
управляемых электронным устройством, причем для соз-
дания градиента используют два насоса.

Химические и физические свойства элюента относитель-
но мало влияют на объемную скорость потока подвижной
фазы в круговой ТСХ. Почти для всех жидкостей, приме-
няемых в качестве подвижных фаз, за исключением воды
и жидкостей с вязкостью, близкой к вязкости бутанола,
объемная скорость элюента изменяется в пределах от
0,4 до 2 мкл/с. На ВЭТСХ-пластинках для большинства
подвижных фаз объемная скорость составляет 1 мкл/с.
Это обусловлено следующими причинами.

Объемная скорость жидкости вдоль сопротивления
потоку (тонкой цилиндрической трубки) описывается
уравнением Пуазейля:

aX\L·
мл/мин, (1.6)

где d — эффективная ширина сопротивления потоку;
L — длина сопротивления потоку; ρ — перепад давления,
который в ТСХ равен капиллярной силе; η — вязкость
подвижной фазы; Ъ — коэффициент размерности.

При поступлении подвижной фазы на пластинку слой
сорбента поглощает ее до тех пор, пока не возникнет сопро-
тивление потоку. Чем больше площадь, через которую
подвижная фаза поступает на пластинку, т. е. чем больше
d в уравнении Пуазейля, тем выше объемная скорость
на слое сорбента. Количество подвижной фазы, поглощае-
мое на миллиметр периметра зоны ввода за определенное
время (при данной объемной скорости элюента), опреде-
ляют с помощью функции потока. В связи с этим длина
зоны ввода (т. е. диаметр капли) связана с положением
точки ввода подвижной фазы.

Пластинку необходимо устанавливать в горизонтальном
положении для исключения вибрации, перемещения газо-
вой фазы над слоем сорбента и других возмущений. Для
того чтобы привести величину потока в соответствие с опти-
мальной адсорбционной емкостью слоя, можно менять
размер капли.

Для получения оптимальных условий перемещения
подвижной фазы при условии постоянства ее химического
состава и температуры для гомогенных слоев из одного
и того же материала необходимо одинаковое количество
подвижной фазы.
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Точное положение фронта спустя t с после того, как
израсходована последняя капля из насоса, определяют
следующим образом:

1) На пластинке в слое сорбента вырезают круг. Для
этого резец диаметром 1,5 мм помещают в отверстие шаб-
лона для нанесения проб в 10 мм от центра пластинки.

2) Измеряют общий объем полученного диска:

где г, D — соответственно радиус и толщина диска; эти
величины измеряют с помощью лупы и микрометра.

3) Подвижную фазу подают в центр пластинки с отно-
сительно небольшой объемной скоростью, приблизительно
равной 1 мкл/с. Когда поток достигает периферии диска,
наступает так называемое «эффективное» насыщение; «пол-
ное» насыщение наступает при дальнейшей подаче элюента
на слой до окончательного насыщения. Результаты наблю-
дений зависят в данном случае от того, испаряется ли
подвижная фаза, и если испаряется, то с какой скоростью.
Величину потока необходимо регулировать так, чтобы
на пластинке всегда была небольшая избыточная капля
элюента, которую можно наблюдать через стекло.

4) Величина Rf фронта растворителя связана со време-
нем подачи и объемом подведенного элюента. При калиб-
ровке этой зависимости учитывают потери элюента при
испарении.

5) Так как

Vt = Dnrz = Vm + Vs,

зная Vm, можно найти объем подвижной фазы в диске
после насыщения:

V.-=Vt-Vn, (1.7)

где Vs — объем твердой или неподвижной фазы; Vm —
объем подвижной фазы; Vt — общий объем слоя.

Фазовый коэффициент можно представить как

В последующих вычислениях объем подвижной фазы,
соответствующий «эффективному» насыщению F m ( 3 i ) ) ,
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имеет большую величину, поэтому AjAm в соотношении
Мартина изменяется незначительно:

1 — Rf , As , Δμ° ,л α\
ь Rf Am K1

Это очень важное уравнение описывает взаимосвязь
между структурой вещества и его хроматографическим
поведением. Истинную величину Rf находят сравнением
положения фронта, определяемого визуально и рассчитан-
ного теоретически. В связи с этим необходимо учитывать
уменьшение или увеличение количества подвижной фазы
в зависимости от влажности в камере.

-у -1)

где Zf(H0M-, — номинальное расстояние, пройденное фрон-
том растворителя в круговой ТСХ спустя t с после того,
как капля израсходована (длина пути разделения); F —
величина потока (Ft — объем элюента, поданного на слой
сорбента); AjAm — фазовый коэффициент, измеренный
при «эффективном» насыщении.

В качестве примера приведем результаты эксперимен-
тов, проводившихся на высокоэффективных силикагеле-
вых пластинках (фирма «Merck»), выпущенных в декабре
1974 г. Условия экспериментов были следующие: подвиж-
ная фаза — смесь толуола и воды (в соотношении 98 : 2
в весовых процентах); температура 20° С и относительная
влажность 40%.

Из результатов, полученных при измерении пластин
(табл. 1.1), можно рассчитать толщину слоя сорбента
D = 0,190 ± 0,004 мм. При повторных измерениях микро-
метром получают стандартное отклонение, равное + 4 мкм.
Точность микрометра ± 2,5 мкм. Основная ошибка при
измерениях вызвана тем, что в процессе последовательных
измерений трудно воспроизвести одно и то же давление
па слой сорбента.

Окружность проводили с помощью шаблона для нанесе-
ния проб в U-камере (фирма «Camag») на четырех пластин-
ках размером 50 χ 50 мм, закрепленных в держателе.
Радиус окружности г, измеренный тремя различными мето-
дами, равен 10,58 ± 0,03 мм. Зная величины Ό и г, можно
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Таблица 1.1

Толщина слоя сорбента и стеклянной подложки
отдельных ВЭТСХ-пластинок фирмы «Merck»

Общая толщина пластинки
(стекла и слоя сорбента), мм

1,435
1,430
1,435
1,433
1,432
1,425

С р е Д Н е е 1,432
значение

Стандартное ^
отклонение

Толщина стекла,
мм

1,242
1,250
1,240
1,240
1,240
1,240

1,242

± 0 , 0 0 4

рассчитать общий объем диска: Vt = 0,190π (10,58)2 =
= 66,75 мм3; ошибка эксперимента составляла 2%. Толуол,
бутаиол, воду и метанол подавали на слой сорбен-
та со скоростью 1 мкл/с до достижения «эффективного»
насыщения. Работу насоса поддерживали до «полного»
насыщения (табл. 1.2). При определении расхода подвиж-
ной фазы, соответствующего «эффективному» насыщению,
подачу элюента с целью повышения точности определения
продолжали еще некоторое время, однако полученные ве-
личины соответствовали значениям, промежуточным между
«эффективным» и «полным» насыщениями. Для четырех
различных подвижных фаз объем элюента Vm, соответ-
ствующий «эффективному» насыщению, равен 47,9 ммя

с разбросом результатов измерений 1%. Разность между
объемами элюента, соответствующими «полному» и «эффек-
тивному» насыщению слоя, составляла 8,4%. Эта величина
не существенна, поскольку в ВЭТСХ эксперименты но
проводят при «полном» насыщении.

Так как объем «эффективного» насыщения

Ι'βοφ) = Vt- | / т ( э ф ) = 66,75 - 47,9 = 18,9 мм3,
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Таблица 1.2

Определение среднего количества элюента, необходимого
для «эффективного» и полного насыщения слоя сорбента

Растворитель

Толуол
Вутанол
Вода
Метанол

Среднее значе-
ние

Количество элюента через 50 с после
начала подачи, ммз

с оответствующее
«эффективному»

насыщению

48 48 48
48 48
48
47

4 7 , 9 ± 0 , 4

соответствующее
«полному» насыще-

нию, ммЗ

51 53 53
50 51
53
55

5 2 , 3 + 1 , 7

Скорость
испарения,

ммз/мин

3
1

6

соответствующее фазовое соотношение

AJAm = 18,9/47,9 = 0,395.

По этим данным можно рассчитать

" ί ( ΐ Ι Ο Μ ) =
47,9(0,335+1)

3 , 1 4 2 - 0 , 1 9 0 ~~ ' ·

Разброс этой величины не превышает 2%. Основную
ошибку допускают при измерении толщины слоя, которую
считают неизменной вдоль всей пластинки. Чтобы прове-
рить правильность этого допущения экспериментально,
измеряют скорость увеличения площади смоченной области
как функцию времени. Линейность этого увеличения мож-
но оценить при условии постоянства объемной скорости
потока. При использовании кондиционированных пласти-
нок, равновесных условий и соответствующей подвижной
фазы путем фотографирования смоченной области через
определенные промежутки времени можно определить
Ζ1 как функцию времени с точностью до 0,02 мм.

В ходе экспериментов возникало осложнение, связан-
ное с тем, что в течение короткого промежутка времени
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в мосте подвода элюепта образовывалась капля, которая
не всасывалась слоем сорбента. Линейное уменьшение
объема этой капли соответствует увеличению объема
элюента во влажном слое сорбента, который определяется
специфическими свойствами подвижной и неподвижной
фаз. Эти свойства хроматографической системы вместе
с известной или определяемой проницаемостью слоя сор-
бента обусловливают сопротивление потоку.

На основании вышеизложенного можно показать, что
зависимость между площадью смоченной области и време-
нем линейна. Отклонения указывают на систематические
ошибки в определении величин, зависящих, например,
от времени. Одновременно с этим следует измерять вели-
чины, которые не зависят от длины пути элюента, в про-
тивном случае необходимо учитывать систематические
ошибки. Результаты измерений и расчетов приведены
в табл. 1.3.

Таблица 1.3

Время, с

8

23

39

54

68

83

113

143

173

203

233

292

353

413

473

Исследование

Площадь

измерен-
ная

69,4

134,8

188,7

254,5

314,2

373,3

490,9

611,4

735,4

855

962

1200

1452

1669

1885

смоченной
ММ2

вычислен-
ная

77,2

136,2

199,1

258,2

313,3

372,3

490,3

608,4

726,4

844,5

963

1195

1435

1671

1907

функции

области,

разность Δ

— 7 , 8

— 1,4

—10,4

—3,7

+ 0 , 9

+ 1,0

+ 0 , 6

+ 3 , 0

+ 9 , 0

+ 10,5

—1,0

+ 5 , 0

+ 17,0

— 2 , 0

—22,0

потока

Длина пути

г,.
измеренная

4,7

6,6

7,8

9,0

10,0

10,9

12,5

14,0

15,3

16,5

17,5

19,5

21,5

23,0

24,5

разделения
мм

вычисленная

5,0

6,6

8,0

9,1

10,0

10,9

12,5

13,9

15,2

16,4

17,5

19,5

21,4

23,1

24,6
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Изменение объема капли или задержка в распростране-
нии смоченной области обусловили то, что спустя 8 с пло-
щадь смоченной области оказалась на 7 мм2 меньше соответ-
ствующей рассчитанной области. Коэффициент регрессии
для всех величин г2 = 0,9998, т. е. между временем и пло-
щадью смоченной области существует строго линейная
зависимость. Соотношение измеренного расстояния, прой-
денного фронтом элюента, к вычисленному отличается
только в пределах ошибки измерений (0,1 мм). На основа-
нии этого можно сделать вывод о строго линейной зависи-
мости между площадью смоченной области и временем.
Рассматриваемая область имеет форму круга с отклоне-
ниями радиуса в пределах + 0,5%. Эта величина свидетель-
ствует об однородности слоя сорбента. Следовательно, зная
площадь смоченной области, можно с точностью до 0,1 мм
вычислить путь фронта растворителя. Как будет показано
позже, такая же точность получается при измерении этой
величины. Увеличение и уменьшение количества подвиж-
ной фазы не имеет значения, что подтверждает идентич-
ность вычисленных (как функция времени) и измеренных
величин Zf. Ошибки, возникающие в результате предва-
рительного испарения, также незначительны. Условия
эксперимента, проводившегося на высокоэффективной
силикагелевой пластинке (фирма «Merck») в U-камере,
были следующие: растворитель — толуол, температура
20° С, предварительное испарение отсутствовало.

Положение гипотетического вещества с Rf = 1,00
можно измерить или вычислить с точностью до 1 % при
незначительном продвижении фронта, например на 10 мм.
Если в пробе содержится вещество, которое растворяется
в подвижной фазе, но не удерживается неподвижной фазой,
то его Rf = 1,00, что является истинным значением.

Поскольку предельное значение Zf можно получить
точно, все величины Rf должны быть истинными значения-
ми, что и требовалось доказать. Регулирование потока
подвижной фазы на полностью однородном слое сорбента,
смачиваемого совершенно симметрично, при практическом
отсутствии газовой фазы над слоем, а также точное про-
странственное и количественное дозирование — все это
позволяет улучшить результаты разделения ТСХ. Комп-
лексное использование оптимизированного слоя сорбента
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и предлагаемого специального метода позволяет получить
надежные и допускающие перенесение данные.

Результаты ВЭТСХ не следует интерпретировать в тер-
минах традиционной ТСХ. Чтобы избежать неправильно-
го толкования, необходимо отметить, что приведенные
результаты были получены в серии экспериментов, где
в качестве подвижной фазы использовался не только
толуол. Для пластинок применяли один сорт сорбента,
так как до 1976 г. в продаже не было другого доступного
материала.

Применение более летучей подвижной фазы требует
изменения условий хроматографического разделения в U-
камере; необходимы контроль температуры и определение
скорости испарения. Такой метод описан ранее. Для дости-
жения требуемой точности необходимо дальнейшее разви-
тие работ в этом направлении.

1.1.4. Величина By как функция длины пути разделения
в ВЭТСХ

Описываемые измерения и результаты следует проил-
люстрировать практическими примерами. Для определе-
ния величины Rf хроматограмму фотографировали па раз-
ных стадиях процесса разделения. Результаты можно
интерпретировать следующим образом:

1) для получения воспроизводимых величин Rf следует
предъявлять повышенные требования к методу: необходи-
мо исключить ошибки, связанные с нанесением пробы,
выбором и приготовлением фаз, а также ошибки, обуслов-
ленные неровностью слоя сорбента;

2) факторы, влияющие на поток подвижной фазы
и положение фронта с Rf = 1, нужно рассматривать с точ-
ки зрения их общего влияния на хроматографический
процесс;

3) при наличии такого влияния необходимо проверить
методами математической статистики, являются ли эти
изменения существенными или их можно не учитывать.

Эксперименты проводили в круговой U-камере на тон-
ком слое силикагеля для ВЭТСХ, выпущенного в декабре
1974 г., при следующих условиях: элюент — смесь бензола
и воды (98,5 : 1,5 в весовых процентах), объемная скорость
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20°С 1 мкл/с, относительная влажность при равновес-
ных условиях 40%, величина пробы красного красителя
Ю~7 г Результаты испытаний приведены в табл. 1.4. Как

Таблица ].4

Взаимосвязь между значениями В/, полученными методами
круговой и линейной ТСХ

Время, с

68

113

173

233

292

3 5 3

4 1 3

4 7 3

н / к р

0,236

0,237

0,234

0,225

0,227

0,230

0,230

0,234

Значения Я , _ „ „ ,
.' Л И Н

вычисленные из

( Д / кр>2

0,0557

0,0562

0,0548

0,0506

0,0515

0,0529

0,0529

0,0548

Z. (больше 10,0 мм)

12,5

1 5 , 3

17,5

19,5

2 1 , 5

2 3 , 0

2 4 , 5

видно из таблицы, для восьми различных хроматограмм
среднее значение RjKV= 0,232+ 0,004, а среднее значение
•й/лин = 0,0537 ± 0,002. Таким образом, изменений
впротеканиихроматографического процесса не обнаружено.

В данном случае важна не воспроизводимость величин
Rf, определяемых путем измерения положения максимума
кольца и линии фронта, а повторные измерения различ-
ных хроматограмм. Поэтому в последнем случае легко
заметить любые искривления фронта, превышающие утроен-
ное стандартное отклонение ( ± 0,015). В этом случае
можно было бы обнаружить определенную тенденцию.
Однако в приведенных выше результатах никаких тенден-
ций обнаружено не было. В круговой ВЭТСХ величины
Rf в области 0,2 воспроизводимы с точностью ± 2%,
при Rf = 0,5 воспроизводимость равна + 1%.

Следовательно, переход к величинам Rf, полученным
в линейном варианте ТСХ, которые служат основой для
определения к и других параметров, является правомер-
ным.
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1.1.5. Связь между величинами i? / ? полученными круго-
вым методом, и истинными величинами Hf, опре-
деленными линейным методом

В соответствии с данными Гейсса [1]

Rf л и н = (-S/κρ)2·

Некоторые исследователи сомневаются в правильности
этого уравнения. Для его подтверждения пользуются
ВЭТСХ, дающей исключительно точные результаты. Для
проведения экспериментов необходима камера для линей-
ного разделения, с помощью которой можно было бы полу-
чить результаты с точностью, аналогичной точности, полу-
чаемой в круговой камере. Однако такую L-камеру пока
только разрабатывают в Институте хроматографии (Bad
Durkheim, BDR) (1976). После ее разработки можно будет
получать воспроизводимые данные.

Величины Rf, полученные при линейном разделении
в микрокамере N-muna

Микрокамера N-типа значительно дороже классической
N-камеры, однако затраты вполне окупаются благодаря
ускорению разделения и повышению точности результа-
тов.

Величины Rf, полученные круговым методом в V'-камере

Для сравнения обоих методов проводили разделение слож-
ной смеси, состоящей из компонентов R, В, G, V. В каче-
стве элюента использовали толуол, в качестве сорбента
ВЭТСХ-слой, изготовленный в 1974 г. Результаты раз-
деления приведены в табл. 1.5.

Выводы

При совпадении точки старта и центра круговой хро-
матограммы наблюдается строгое соответствие между
величинами Rf, полученными линейным и круговым
методами.
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Таблица 1.5

Результаты анализа смеси красителей

R

В

G1

G2

F1

V2

Линейная тех

нанесение на стартовую
линию Rf = 0

0,12

0,20

0,36

0,44

0,53

0,76

0,12
0,20
0,35
0,45
0,52
0,76

Круговая

нанесение пробы
точно в место под-

вода элюента

0,12

0,20

0,36

0,44

0,53

0,78

0,12

0,20

0,35

0,44

0,53

0,79

тех

эксцентрическое
нанесение

0,06

0,13

0,26

0,31
0,40

0,66

0,04

0,10

0,22

0,32

0,39

0,71

У При нанесении пробы на некотором расстоянии от
центра (эксцентрическом нанесении) можно проследить
определенное сходство между хроматограммами, полу-
чаемыми круговым и линейным методами. Из экспери-
ментальных данных следует также, что возможным источ-
ником ошибок при определении величин Rf линейной
ТСХ является изменение положения фронта элюента.
В связи с этим представляется не случайным несоотве-
тствие между значениями Rfmin = 0,76 и RfKP = 0,78 для
красителя V2. Вероятно, правильным следует считать
значение 0,785. Однако эти замечания не носят принци-
пиального характера, поскольку целью экспериментов
было подтверждение методом круговой ВЭТСХ уравне-
ния

йулИн = (Я/кр)2· (1.9)
Место нанесения пробы и место подвода элюента должны
совпадать, что налагает некоторые ограничения на мето-
дику разделения. Хорошо известно, что вещество, находя-
щееся в избыточном количестве элюента, не продвигается
в направлении разделения по слою сорбента, а диффунди-
рует во всех направлениях. ВЭТСХ-слой характери-
зуется относительно большим сопротивлением потоку.
Это приводит к тому, что в месте подвода элюента возни-
кает капля, и, как следствие, к образованию «слепых»
зон. В связи с этим необходимо выполнять ряд условий:

3—069
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1) При использовании кругового метода начало разде-
ления методом ВЭТСХ следует проводить при минималь-
ном потоке элюента.

2) Чтобы предотвратить образование «слепых» зон
в капле, надо чередовать подачу и прекращение подвода
элюента к слою сорбента. Эту операцию легко автоматизи-
ровать, что позволяет предотвратить возникновение оши-
бок в начале разделения.

Указанными приемами целесообразно пользоваться
в следующих случаях:

а) когда истинные величины Rf нужны для других
аналитических методов;

б) при получении информации о структуре вещества;
в) при совместном применении ТСХ и других аналити-

ческих методов;
г) в случае, когда значения Rt не превышают 0,1,

т. е. когда круговая ТСХ имеет определенные преимуще-
ства по сравнению с линейной.

При проведении массовых анализов методом микро-
круговой ТСХ можно пользоваться постоянными попра-
вочными коэффициентами, зависящими от диаметра стар-
тового круга для Rf = 1, которые можно рассчитать для
каждого значения RfKV. В этом случае пробу наносят
строго по окружности с помощью шаблона U-камеры
фирмы «Camag» или кругового аппликатора фирмы «Eva-
chrom» (гл. 4). Образование капель в месте подвода элюен-
та перестает оказывать влияние на процесс разделения,
так как диаметр окружности больше диаметра капли.

Очевидно, высокая точность данных целесообразна
только в том случае, если она сочетается с максимальной
эффективностью разделения на слое сорбента и если пробы
наносят в виде пятен или окружностей минимальных раз-
меров.

Одним из практических аспектов качественного и коли-
чественного определения с помощью ТСХ является пря-
мая связь между диаметром стартового пятна и эффектив-
ностью разделения, а также конечными результатами.
Практический интерес представляет величина нижнего
предела разности между двумя значениями Rf соседних
веществ, при котором ошибки системы становятся ощути-
мыми. С точки зрения экономики важным фактором
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анализа является длина пути разделения, связанная
квадратичной зависимостью с временем разделения и ли-
нейной зависимостью с разделительной способностью.

Далее изложим в упрощенном и сжатом виде основы
теории, которая поможет ответить на поставленные вопро-
сы, используя минимум измерений и вычислений.

1. 2. Характеристики разделения ВЭТСХ

В других видах хроматографии число разделений
является установившимся понятием. Этот простой пара-
метр в известной степени не зависит от конкретной мето-
дики определения. Его можно измерить с достаточной
точностью, легко регулировать, относить к другим усло-
виям и оптимизировать.

1.2.1. Число разделений

О п р е д е л е н и е . Число разделений — это число
веществ, которое можно полностью разделить между ли-
нией старта (Rf = 0) и фронтом элюента (Rf = 1), если
хроматографические условия вдоль пути разделения по-
стоянны. Для уточнения отметим, что в количественной
хроматографии число разделений определяют как макси-
мальное число полностью разделенных веществ, соответ-
ствующее интервалу значений коэффициента & от 0 до 10
или интервалу значений Rf от 1,00 до 0,091.

Два вещества считаются разделенными полностью,
когда расстояние между вершинами двух соседних пиков
равно сумме ширины этих пиков на половине их высоты.
Для определения ширины пиков на половине высоты
используют линию линейной регрессии.

1.2.2. Определение числа разделений

В первом приближении (использование более сложной
формулы ведет к некоторому завышению результатов,
см. гл. 4) число разделений равно

1, (1.10)
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где Zj — расстояние, пройденное фронтом элюента; Ьо —
полученная экстраполяцией ширина на половине высоты
пика, соответствующего пятну на линии старта; Ьх — эк-
страполированная ширина пятна при Rt = 1 (экстраполя-
цию проводили так, как это показано на рис. 1.1).

Рис. 1.1. Определение величин Ьи и Ъ1 экстраполяцией.
Над значениями Ζ откладывают ширину пиков Ьо,5, измеренных на половине
высоты, в увеличенном масштабе с последующим экстраполированием к bj и Ьо-

Число разделений можно достаточно легко определить
даже в том случае, если в анализируемую смесь не входят
вещества, необратимо сорбирующиеся на линии старта,
или вещества, не сорбирующиеся вообще и продвигаю-
щиеся вместе с фронтом элюента. Линейную интерполя-
цию проводят графическим путем или рассчитывая соот-
ветствующие величины с помощью, например, карманного
счетного устройства.

Результаты измерений и расчеты числа разделений,
соответствующие как линейной, так и круговой ТСХ,
представлены в табл. 1.6.

Линейная регрессия показывает, что величина Ъ веще-
ства 1 не коррелирует с другими величинами. Это связано
с перегрузкой веществом 1 тонкого слоя сорбента, что
подтверждает исследование хроматограммы. Следователь-
но, ширина пика на половине высоты определяется обмен-
ными процессами в ходе хроматографического разделения
и не зависит от размеров стартового пятна или диффузии,
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Таблица 1.6

Изменение ширины зоны разделяемых веществ в зависимости
от длины пути разделения

Вещество

1

2

3
4

5

6

Ширина зоны на половине
высоты пика Ъ, полученного

при оптическом сканировании
мм

(4,8)

4,8

5,6

6,4

7,2

Длина пути разделения
в том же масштабе, как

и Ъ, мм

19

30,5

47,6

70,5

101

127

П р и м е ч а н и е . В скобках даны величины, полученные расчегдыч а утем

являющейся функцией времени. Необходимо учитывать
не только возможность перегрузки тонкого слоя сорбента
веществом, но и такие особенности, как нелинейность
преобразования сигнала фотометра, определяющего по-
верхностную концентрацию (г/мм2), в сигнал регистратора
или интегратора устройства для обработки данных. Для
выявления источника ошибок следует провести серию
экспериментов, не ограничиваясь одним определением.
При построении линии линейной регрессии используют
только правильно определенные величины. Графическое
построение сразу же выявляет несоответствие какой-либо
величины другим. В табл. 1.7 сопоставлены измеренные
и рассчитанные значения ширины пиков на половине
высоты.

В интервале значений SN от 20 до 40, получаемом
с помощью ВЭТСХ, наблюдается неполное разделение.
На одной пластинке можно удовлетворительно определить
не более 18 веществ. Точность определения Rf зависит
от числа разделений SN. Разность значений Rf для двух
смежных последовательных и полностью разделенных
веществ обычно обозначают как ARf:
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Таблица 1.7
Взаимосвязь между измеренными и рассчитанными величинами

Ь разделяемых веществ

Вещество

«0»

1

2

3

4

5

«1»

измеренная

(&о)
(4,8)

4,8
5,6

6,4
7,2

Ь1 = ?

Величина Ь

рассчитанная]методом линейной
регрессии

3,9

4,5

4,9

5,5 (коэффициент регрессии
равен 0,98)
6,3
7,3
8,2

П р и м е ч а н и е . Число разделений = - 127
3,9 + 8,2

— 1 = 9,5.

Применительно к вышеуказанным данным
1

10,5
= 0 , 1 0 .

Минимальная разность величин Rf для двух последо-
вательных и полностью разделенных зон равна 0,05.

Для правильного определения числа разделений SN
необходимо отсутствие градиента условий во время ТСХ-
разделения. Изменять поток элюента нужно постепенно.

1.2.3. Высота тарелки и число разделений в ТСХ

Существует мнение, что использование теории тарелок
применительно к ТСХ является бессмысленным. По мне-
нию авторов, применение понятия высоты тарелки имеет
смысл и, полезно при сравнении хроматографических
свойств покрытий и элюентов в ходе их оптимизирования.

В связи с тем, что математическое описание процесса
не обязательно должно иметь практическую пользу,
авторам хотелось бы предостеречь читателей от переоцен-
ки возможностей использования понятий высоты теорети-
ческой и эффективной тарелок. Высота тарелки или число
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рис.

тарелок зависит от диффузионных процессов, которые
приводят к размыванию зон образца. Это распространяется
на любой хроматографический метод и проиллюстрировано

1.2 для постоянных условий разделения.
Отношение t/b является основой для следующих выра-

жений:
число эффективных тарелок n = (i s/b0>5)

2-5,54,
число теоретических тарелок N =(tms/b0tb)

2-5,5i,
высота эффективной тарелки h = L/n,
высота теоретической тарелки H = L/N,

L длина пути разделения, мм; N — число теоретических
тарелок, безразмерная величина; η — число эффективных
тарелок, безразмерная величина; Η — высота теорети-
ческой тарелки, мм; h — высота эффективной тарелки,
мм; tms — общее время удерживания, мм; ts — чистое
время удерживания (ts + tm = tms), отличающееся от
общего времени удерживания на мертвое время tm\ время
ТСХ-разделения; &0 5 — ширина пика на половине высоты;
Ьо>5 — величины пятен или колец, полученные после по-
строения линии регрессии. Размерность (мм) берется в том
же масштабе, как и для времени или соответствующих
участков разделения.

Следует подчеркнуть, что временные величины регистри-
руют быстрым линейным сканированием ТС-хроматограмм
вдоль направления перемещения зон анализируемых
веществ.

Соотношение t/b зависит от величины t, как это следует
из рис. 1.2. Поскольку исследователи-теоретики не имеют

Ширина пика
А/

Рис. 1.2. Определение ВЭТТ в ТСХ при постоянных условиях
разделения,
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дела с практической стороной рассматриваемой проблемы,
то они не учитывают, что каждый анализ требует расхода
материалов и времени (см. рис. 1.3). Связь между величи-
нами tub следует представлять в виде

а не так, как это делают обычно:

Приведенное выражение показывает, что нанесение
пробы проводят на определенном участке сорбента

и эта операция занимает
некоторый промежуток вре-
мени. Кроме того, соотно-
шение t/b является мерой
разделительной мощности
и разделительной способно-
сти данной хроматографи-
ческой системы вне зави-
симости от действительного
времени удерживания ве-
щества.

В связи с этим отпадает
необходимость в использо-

вании понятий «теоретичес-
кой» и «эффективной» таре-

лок. Вместо них целесообразно ввести понятие числа
истинных тарелок:

'"•5,54 (1.12)

и высоты истинной тарелки, которая не зависит от природы
конкретного вещества:

Величины ΝΆ0Τ можно определить методом линейной
регрессии или при помощи соответствующих коэффициен-
тов регрессии. Для описания хроматографической системы
не следует использовать некорректные величины и линей-
ные приближения зависимостей, которые подчас не явля-
ются линейными. Разработанная автором новая концеп-

Рис. 1.3. Определение высоты
истинной тарелки.
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пия [2], предложенная им в 1959 г., была проверена
в сопоставимых условиях различными хроматографически-
ми методами (газовый, колоночный жидкостной и ТСХ
варианты). Тем самым были разрешены теоретические
«проблемы интерпретации».

Как было установлено ранее,

где NlliCt — число истинных тарелок для вещества с Rf =
= 1,00. Из предыдущего уравнения можно получить

.Ь^.)-1. (1.14)SN= (0,425

Так как

" ист = i-'i L ' и

и применительно к ТСХ Я 1 и с т = Z}/NluCT, число разде-
лений можно выразить так:

SN= (0,425 (1.15)

Анализируя эти выражения, можно сделать ряд выводов.
Для веществ с Rf = 1,00, продвигающихся при разделе-
нии на максимальное расстояние, определение числа
тарелок имеет важное значение. При этом, производя
вычисления по соответствующему уравнению регрессии
или путем графических построений, можно достаточно
точно определить величины Ъ (Ьг — 60).

1.2.4. Разрешение, селективность,
разделительная способность

Ширина двух соседних пиков определяет селективность
системы, необходимой для полного разделения. Селектив-
ность системы можно определить как отношение величи-
ны Rf.

Величина селективности для двух веществ β, α =

(1.16)
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Ширина пика зависит от длины пути разделения:

h
"а — ^

о ι г.

где Za — расстояние, на которое переместилось вещество а;
Z/ — расстояние, на которое переместился фронт элюента.

Расстояние между двумя веществами α и β можно
представить как

Это расстояние можно также рассматривать как кратное
соответствующей ширине пика (рис. 1.4):

Высоту тарелки можно рассчитать при этих же усло-
виях. Зная SN, рассчитывают минимальную длину пути
разделения в соответствии с величинами Rf для разделе-
ния веществ. Число разделений зависит одновременно
от свойств элюента и сорбента. Эта величина определяется

Рис. 1.4. К определению величины разрешения.

высотой тарелки, т. е. материалом покрытия, и шириной
исходного пятна Ьо, которая в свою очередь зависит от
техники нанесения. Параметры эксперимента следует
рассматривать в целом. Использование ВЭТСХ позволяет
быстро проводить предварительные эксперименты. Соот-
ветствующие расчеты менее трудоемки, более изящны,
более адекватны решаемой задаче и более эффективны,
чем методики обработки результатов в обычной TGX.

Выражение (frj— bo)/(b1 + bo) имеет практическую цен-
ность. Его величина не зависит от природы конкретного
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вещества, но определяется способом нанесения пробы
и поэтому может служить важным критерием для оценки
качества проведения этой операции. При проведении опера-
ции нанесения пробы необходимо, чтобы Ьо и Ьг имели
минимальные значения.

Следующие выражения можно привести без дополни-
тельных комментариев. Число истинных тарелок, соответ-
ствующее длине пути фронта элюента (Rf = 1,00):

SN+i Ь1 + Ь у
•iV 1 и п т —1 1ист ) , 4 2 5 b,—l

IV —
1» 1 и с т —

1ИСТ (1.18)

Для высоты истинной тарелки слоя запишем

°'425 h-K \2

• Ji • b i + b o J . (1.19)

Минимальный путь разделения Zf, необходимый для
достижения конечного числа разделений SN для данного
слоя, характеризуемого высотой тарелки Н1аС1, связано
с величинами SN и Я 1 и о т уравнением

SN+i 6,—t

0Λ25

(1.20)

Проводя разделение при оптимальных условиях, целесо-
образно характеризовать процесс параметром селектив-
ности, с помощью которого можно наиболее эффективно
управлять разделением.

При данном сорбирующем материале условия разделе-
ния можно оптимизировать соответствующим выбором
элюента, а точнее, химического состава элюента, обеспечи-
вающего удовлетворительное разделение за минимально
короткое время.

Так как
л

ТУ /г/ гу \ 1
Д р , а = ( ^ р — / а ) · . •
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то
1 = yjisL .0,425.

Число истинных тарелок не зависит от конкретных зна-
чений Ζ, следовательно, Na = iVlnCT и

1).

Исходя из этих выражений, запишем

Ч ' ' '
V ζ α I O1 — b0

С помощью этого уравнения выведем основное уравнение
для тонкослойной хроматографии:

(1.21)

или

(1.22)

Как видно из приведенных уравнений, для получения
удовлетворительных результатов разделение следует про-
водить при минимальной длине пути элюата Zf, т. е.
за минимальное время, на высококачественном слое сор-
бента, характеризующегося низким значением Н1 и с т .
Наилучшие результаты получают на ТСХ-системах с высо-
кой селективностью по отношению к разделяемым веще-
ствам α и β. Другими словами, можно утверждать, что,
сочетая достаточно высокое число разделений и оптималь-
ный вариант методики дозирования с наиболее высокой
селективностью, можно получить отличные результаты
разделения.

Практический интерес представляет количественная
характеристика качества нанесения:
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Для иллюстрации этого соотношения допустим, что
величина Ьо составляет 1, 5, 10, ..., 40% величины Ьх

и ширина пятна на старте характеризуется такими же
относительными размерами, как и зона вещества с Rf =
= 1 00 в конце анализа, которые, естественно, определяют
с помощью линий регрессии. Увеличение величины QD

всегда ведет к ухудшению разделения. Соотношение
между величиной Ьо и качеством нанесения можно про-
следить на следующем примере:

(Ь0/Ь1)100%| 0,7 1,3 2,5 10 20 40

QD 0,99 0,97 0,95 0,91 0,82 0,67 0,43

Выводы

Величина фактора QD существенно влияет на конеч-
ные результаты анализа, в связи с чем незначительное
отклонение от методики нанесения значительно снижает
эффективность разделения даже на высококачественном
сорбенте. Зоны веществ с высокими значениями Rf менее
подвержены размыванию, чем зоны веществ с низкими
значениями Rf, что является хорошо известным фактом,
в особенности применительно к круговой TGX. Следует
подчеркнуть, что величина Ьо даже при нанесении пробы
обычным способом может достигать 80% величины Ьи или
эффективного значения QD — 0,11.

В связи с тем, что в этой главе не обсуждалось влияние
свойств различных элюентов на результаты анализа, чита-
телю целесообразно обратиться к книге Гейсса [1], где
разобраны основные концепции и важные параметры

тех.
Большинство результатов, представленных в настоя-

щей главе, получены в ходе анализа красителей на тонких
слоях силикагеля. При этом сделано допущение, что
выявленные зависимости справедливы и для других клас-
сов соединений, анализ которых, по-видимому, скоро
также будут проводить на ВЭТСХ-слоях окиси алюми-
ния или на пластинках, предназначенных для стабильного
разделения методом с обращенными фазами.

В ходе изложения были использованы величины,
включающие в свой состав параметры времени и требую-
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щие представления в линейном виде, например, к = tsltm.
Для лучшего понимания проблемы следует помнить, что
эти величины являются производными по отношению к дли-
не пути разделения. Функцию потока следует рассматри-
вать с этих же позиций. Понятия, введенные в данной гла-
ве, в особенности концепцию, связанную со временем,
можно использовать во всех остальных хроматографи-
ческих методах. Многоплановость такого исследования
представляется полезной.
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Глава 2

ЧИСЛО РАЗДЕЛЕНИЙ В ЛИНЕЙНОЙ
И КРУГОВОЙ ТСХ

Ж. Блом

Blome J., Lerchenweg 7, D-7919 Au/Iller, BDR

2.1. Ширина стартового пина b0

Настоящий раздел в основном посвящен математическо-
му описанию фактора разделения в круговой ТСХ. Сог-
ласно Кайзеру (гл. 1), расширение зоны в ТСХ является
в первом приближении функцией длины пути разделения
(в противоположность колоночной жидкостной хромато-
графии, где длина пути разделения одинакова для всех
веществ). В связи с тем, что в ТСХ время разделения всех
веществ одинаково, влияние диффузии (член В в уравне-
нии Ван Деемтера) одно и то же для всех веществ. В отли-
чие от ТСХ в ЖКХ вещества характеризуются разными
временами удерживания и пропорциональными «длитель-
ностями диффузии» или размывания пиков.

Таким образом, коэффициент диффузии и ширина стар-
тового пика характеризуются постоянными численными
значениями. Они обусловливают размывание зон, завися-
щее от расстояния, на которое эти зоны перемещаются.
Разница в размерах пятен до и после разделения при
Rf = 0, измеренная или вычисленная соответствующим
экстраполированием, является мерой «диффузии покоя».
В последующем изложении термин Ьо — ширина зоны
или пика, полученного при оптическом сканировании,—
следует рассматривать «как сумму ширины стартового пят-
на и величины диффузии покоя». Для получения хорошего
разделения важно, чтобы оба фактора оставались незна-
чительными по величине. Величины этих двух факторов
зависят от времени анализа (разделение ухудшается при
возрастании длительности процесса) и от скорости диффу-
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зии вещества по отношению к неподвижной фазе. Целесо-
образно ограничиться оценкой средних величин, так как
незначительные различия нивелируются такими характе-
ристиками отдельных веществ, как, например, концентра-
ция и т. д.

Отрицательное влияние на ТСХ-разделение такого важ-
ного фактора, как температура, общеизвестно, и чтобы его
предотвратить, обычно принимаются соответствующие ме-
ры. Температура отрицательно влияет на разделение во
всех видах жидкостной хроматографии, за исключением
ионообменной.

Ширина стартового пятна и зависящая от времени
молекулярная диффузия являются дополняющими друг
друга членами геометрической прогрессии, описывающей
расстояние, необходимое для разделения веществ от линии
старта до фронта элюента. Допустим, что разрешение для
всех анализируемых веществ составляет 4,7 σ, τ. е. раз-
ность величин Rf всех следующих друг за другом веществ
(Rf ( m + 1 ) — Rjm) равна сумме ширины их пиков на поло-
вине высоты (Rf ( m + 1 ) — Rfm~bm+l-\- Ът). В этом случае
число разделений можно определить как максимальное
возможное число веществ, которые полностью разделяются
на участке, заключенном между Rf = 0 и Rf = 1 в отсутст-
вие градиента условий вдоль пути разделения, или, други-
ми словами, как число членов геометрической прогрессии.

2.2. Расчет числа разделений в линейной ТСX

После окончания процесса разделения в линейной TGX
ширины пиков, смежных со стартовым пятном и фронтом
элюата, экстраполируют к значениям Rf = 0 и Rf = 1.
Соответствующие ширины пиков на половине высоты,
Ъх и Ьо, откладывают по оси ординат (рис. 2.1) над абсцис-
сами величин Rf0 и Rfl. Если продолжить прямую линию,
проходящую через точки Ъ± и Ьо, до пересечения с осью
абсцисс, а расстояние между точками Rf0 и R^ принять
равным единице, то для отрезка прямой от точки пересе-
чения до точки Rf! можно записать

V == • (2.1)
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Членом ν пользуются для подсчета ширины (26„)
зоны, примыкающей к фронту:

2 ^ = f S · * » = т + £ = 5 г · ( 2 · 2 )

Что касается методики измерения, то в качестве первого
члена геометрической прогрессии целесообразнее исполь-
зовать ширину последнего пика. Число членов соответ-
ствует числу разделений, а сумма членов — длине пути
разделения (равной 1). Коэффициент прогрессии вычисля-
ют по уравнению

д = ^ - . (2.3)

В уравнение подставляют члены Ьо и Ьг и логарифми-
руют все выражение. Затем уравнение подставляют в
сумму прогрессии

S = a
г—1

и получают число разделений в линейной ТСХ

SN = (2.4)

Результаты, полученные из выражения (2.4), отличаются
от результатов, подсчитанных по уравнению 1/(60 + &ι) —

b=brb0

Рис. 2.1. К расчету числа разделений.

— 1, предложенному Кайзером. Расхождение между этими
уравнениями возрастает с увеличением разности Ьг —
— Ьо. В табл. 2.1 представлены числа разделений в зави-

4-069
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симости от Ьо, а также от Ъг — Ьо. В скобках указаны
значения, рассчитанные по уравнению Кайзера. В таблице
представлены основные параметры, определяющие число
разделений в линейной ТСХ: качество пластинки (Ь1 — Ьо)
выражается размыванием зоны в зависимости от длины пути
разделения и ширины стартового пика. Уменьшение Ьо

ведет к увеличению числа разделений. В редких случаях
удается получить ширину стартового пятна (сумма шири-
ны стартового пятна и приращения ширины за счет диф-
фузии, зависящей от времени) менее 1—2% длины пути
разделения. Значительно легче получить числа разделе-
ний, заключенные в рамку (табл. 2.1), особенно в тех
случаях, когда не применялись специальные методики
и материалы, такие, как, например, ТСХ-пластинки с тон-
чайшим «пленочным» сорбирующим покрытием, разработан-
ные Кремер.

2.3. Ироетраиствеиио-оиффузиоииая модель

Ранее проведенный расчет числа разделений
[уравнение (2.4)] основывался на допущении пропор-
циональности размывания стартового пятна длине
пути разделения. Большие преимущества, по-видимому,
предоставляет использование трехмерной сферической мо-
дели диффузии, в которой распространение зоны в направ-
лении, перпендикулярном поверхности, ограничено тол-
щиной слоя сорбента. Представляется целесообразным
использовать вместо сферической пространственной моде-
ли диффузии цилиндрическую модель равного объема;
высота цилиндра определяется толщиной слоя сорбента
D, а радиус — шириной пика, измеренной на половине
высоты. Ширина стартового пика Ьо соответствует радиусу
d0 сферической модели диффузии, а ширина Ъ1 конечного
пика вблизи фронта — радиусу аг. Допустив линейное
возрастание ширины пиков от dn до dx по аналогии с возра-
станием Ьо и &t, можно подсчитать соответствующие исп-
равленные величины ширин пиков (величины Ъ'). Если
на графике отложить значения й',за исключением значе-
ний Ь'о и Ь[, идентичных Ьо и Ь17 то через полученные точки
можно провести дугу, расположенную ниже прямой линии
(рис. 2.2). Рассчитаем величины d0 и аг:
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следовательно

= ( « < ; •

^ = (4. ад1/».
Уравнение дуги представим в следующем виде:

3£>

(2.5)

(2.5a)

(2.6)

Расчет регрессии (расчет частичного расстояния продви-
жения от Rfl до Rf0t5 и от i?/0,5 ДО Rfo и з Ь') при i?/0i5 ука-
зывает на отклонение числа разделений 57\Г' от величины,
полученной из уравнения (2.4). Это отклонение зависит
от ширины стартового пика и ширины пика у фронта

Рис. 2.2. К расчету исправленных величин ширины пиков.

элюента, но не зависит от толщины слоя сорбента, как
это видно из табл. 2.2

Поскольку на графике дуга, соответствующая значениям
V, находится под прямой, соответствующей значениям

Число разделений в линейной и круговой ТСХ 53

Ъ величины SN' несколько завышены (приблизительно
1% соотношения Ъг1Ъ^. Эта поправка существенна только
в том случае, если на слой сорбента с низкой эффектив-
ностью нанесли пятно малых размеров, что маловероятно.

Пространственная диффузионная модель основана на
законах диффузии Вант-Гоффа, Фика и Нернста. Практи-
ка подтверждает важность ее использования для расчета
коэффициента разделения. Упомянутые выше ученые
интерпретировали диффузию как процесс распространения
молекул вещества в пространстве произвольной формы.
Преимущественное направление диффузии может опреде-
лять конвективное движение среды.

2.4. Определение числа разделений
в круговой ТСХ

Число разделений в круговой ТСХ 5iVKp можно рассчи-
тать относительно простым способом. Основные величины
Ьо и Ъ± определяют так, как это описано выше. С их по-
мощью оценивают качество операции нанесения пробы,
молекулярную диффузию, пропорциональную времени,
а также разрешение на данном слое сорбента (Ъ1 — Ьо =
= / (Я)) и т. д. Фактический расчет SNKp проводят различ-
ными способами.

1) Допускают, что все последовательные пики характе-
ризуются постоянным соотношением площадей. SNup

рассчитывают по экспоненциальной зависимости [уравне-
ние (2.4),] через уравнение суммы членов геометрической
прогрессии.

2) Допускают двумерное размывание пиков от Ьо до
Ъ\, пропорциональное длине пути разделения, площади
приравнивают соответствующим площадям кольцевых зон.
Их радиусы соответствуют величинам RfKp, а ширина
колец — площади.

3) Теоретически более правильным подходом является
использование соответствующих радиусов диффузии, уве-
личивающихся пропорционально длине пути разделения.
Расчет прямой, так же, как и в двух предыдущих случаях;
результаты не зависят от толщины слоя.

4а) Для получения разделения 4,7σ необходимо, чтобы
расстояние между последовательными кольцевыми зонами
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равнялось удвоенному значению Ъ — ширине соответст-
вующего пика на половине высоты (26 — В). Радиусы
кольцевых зон обозначают ги г., и г3, считая от фронта
-R/Kpl. Соотношение двух внешних кольцевых зон после
сокращения в числителе и знаменателе можно представить
в виде:

где
/•;= ι,

R
1

Из этих выражений получим

ч - [" В,

Этот коэффициент и первый член В\ подставим в уравнение
суммы членов геометрической прогрессии, а сумму при-
равняем 1. После логарифмирования и подстановки вели-
чин Ъ получим следующее выражение:

2Ь\
bJYh V 1

46?
• + 1

l g / bo + t b i - b p l
(2.7)

46) При расчете коэффициента разделения вторым
способом важна начальная стадия кругового ТСХ-разде-
ления. Разделение стартового пятна, нанесенного в центр
пластинки, проводят до тех пор, пока радиус круговой
зоны не станет равным 4,7σ. К этому моменту величина
Ъ кольцевой зоны удваивается, а площадь учетверяется.
Если в уравнении площади в качестве радиуса выбирают
26, ширину кольцевой зоны получают в виде величин
2β:

Число разделений β линейной и круговой ТСХ 55

после сокращения на 2π получим

f кр
(2.8)

На рис. 2.3 изображены кривые ширины пиков (ординаты)
для некоторых моделей усредненных хроматографических
условий. Соотношение масштабов по осям ординат и
абсцисс (длина пути разделения) равно 20. Из кривых обпа-

"fxpO

Рис. 2.3. Зависимость ширины пика от величины Я/Кр для не-
которых пространственных моделей при усредненных условиях

хроматографического разделения.

руживается сильное уменьшение ширины пиков па старте.
Вблизи /?/Кр - 0,5 величины β принимают наименьшие
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значения, которые почти не увеличиваются до самого
фронта. Это явление необычно и, по-видимому, противо-
речит теории хроматографического разделения. Однако
практика подтверждает этот эффект. Возникновение эф-
фекта можно объяснить, исходя из ранее упомянутой кон-
цепции (разд. 2.3) о том, что диффузия не ограничена
пространством определенной формы и может быть под-
вержена влиянию конвективных потоков среды.

Из графика также следует, что фокусировка позволяет
получить пик исключительно малой ширины даже при
низком качестве сорбирующего покрытия и недостаточно
тщательном дозировании. Ширина пиков, полученных
методом линейной ТСХ, на графике представлены кривой
I. Хроматографические условия те же, что и для кривой
I I I , но при этом между соответствующими величинами
наблюдается существенная разница. Далее из рисунка
видно, что допущение постоянства соотношения величин
β для двух последовательных пиков, являющееся небходи-
мым условием выполнения уравнения (2.7), ведет только
к грубому приближению.

В простейшем расчете SN},P пользуются суммой вели-
чин β между, например, i?/Kpi и /?/кро,2· Число и необхо-
димые значения этих величин, измеренных через интер-
валы, равные 0,1 /?/„р, пересчитывают в конкретных усло-
виях применительно к 80% длины пути разделения и до-
бавляют к возможному числу пиков в интервале между
Rj кро,2 и Rf кро· С помощью этого метода удается полу-
чить достаточно точные результаты. Кривые на рис. 2.3
построены по данным, приведенным в табл. 2.3. Стартовое
пятно локализуется не точно в i?/Kpo> a продвинуто
несколько вперед на величину Ъо.

В табл. 2.3 наряду с величинами Rt K p приведены зна-
чения 2β, которые вычислены по уравнениям (2.8) и (2.9а).
Затем следуют коэффициенты разделения, полученные
круговым методом и рассчитанные по уравнениям (2.8)
и (2.9а). После этих величин приведены значения SNKp,
определенные из уравнения (2.7), и SN^^,,, полученные
из уравнения (2.4). Линейное разделение проводили при
тех же условиях, что и круговое. Как и ожидалось, в осо-
бенности на основании изложенного ранее, между числами
разделений, рассчитанными по уравнениям (2.8) и (2.9а),
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имеется небольшая разница. Учитывая приведенное выше
объяснение, результаты, полученные из уравнения (2.7),
также не вызывают удивления.

Сравнение чисел разделений показывает, что для усред-
ненных условий разделения SNKP в 4—5 раз больше, чем
" " л и п ·

4в) Ранее упомянутый третий путь расчета числа разде-
лений, основанный на трехмерной диффузионной модели,
представляется наиболее приемлемым. Радиус d0 или аг

сферы диффузии получают из значений Ьо и bt по уравне-
нию (2.5). Равная по объему кольцевой пространственной
зоне сфера диффузии расширяется пропорционально кубу
расстояния от d0 до dv Зависящую от Rfbp ширину пика
определяют так же, как и в предыдущем случае:

Щ.кр

4

3 D
( 2 . 9 )

Толщину слоя D измерять не обязательно, так как она
не влияет на величину β. Следовательно, расчет можно
упростить, если d в уравнении (2.5) выразить через D:

Используя уравнение (2.9), получим

или

β=-
' Ι φ

(2.9а)

Используя ширину пика, число разделений можно опре-
делить ранее упомянутым путем (см. выше пункт 46)

2.Л. Замечания

В данной главе предпринята попытка описать экспери-
ментальные данные с помощью математических уравне-
ний. При расчетах опирались па свойства диффузии —
явления, связанного с параметрами пространства, кото-

Число разделений в линейной и круговой ТСХ 59

рые изменяются под действием потоков среды, что вызы-
вает изменения в протекании диффузии. Следовательно,
ширина пиков уменьшается подобно тому, как это проис-
ходит при фокусировке. Макропространство, в котором
происходит движение потока, неизмеримо больше по срав-
нению с траекториями диффузионного движения молекул
в потоке, и, следовательно, диффузия за его пределы мало-
вероятна. Этот подход можно использовать в качестве кри-
терия классификации трех видов жидкостной хромато-
графии.

Все три способа разделения, колоночная, линейная
ТСХ и круговая ТСХ, характеризуются продольной диф-
фузией, не мешающей разделению, однако колоночная
хроматография характеризуется еще диффузией в двух
поперечных направлениях, которая мешает разделению.
В линейной ТСХ диффузия протекает в двух взаимно
перпендикулярных направлениях (условное допущение),
причем поперечная диффузия не мешает разделению.
В круговой ТСХ продольная диффузия ухудшает разделе-
ние, тогда как поперечная диффузия его улучшает в связи
с тем, что радиусы сфер диффузии, в которых происходит
движение молекул, суммируются в поперечном направ-
лении. Исследования, посвященные установлению подлин-
ности чисел разделений, не превышающих 100, нашли
положительное подтверждение (см. табл. 2.3). Здесь сле-
дует рассмотреть тот факт, что число разделений (модель
III) получено при ширине пика Ьо = 0,03 и Ьг = 0,06.
Величина i>4 — 6., = 0,03 соответствует числу тарелок
•Л̂ОФФ = 1500 для данной конкретной системы. Необходи-
мо также выполнение ряда других условий: ширина стар-
тового пятна (например, после фокусировки, как это
описано в гл. 3 и 5) и величина молекулярной диффузии
вместе не должны превышать 3% длины пути разделения,
температура и длительность разделения должны быть
достаточно низкими. Величину Ъо = 0,03 трудно получить.

Какова практическая ценность таких больших чисел
разделений? Обычно считают, что высокая эффективность
разделения в жидкостной хроматографии определяется
в основном высокой селективностью, а не большими чис-
лами разделений. Однако, по мнению Рохсиапдера (Инс-
брук, май 1975 г.), это утверждение несправедливо. Поня-
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тие селективности характеризует разделение двух веществ
и оптимизацию условий разделения проводят по отноше-
нию к этим двум веществам. Однако в данном случае
оптимизация означает подбор элюента, что является
трудоемким процессом. Кроме того, на практике любые
анализируемые пробы состоят более чем из двух компо-
нентов, что приводит подчас к противоречию между элюен-
том, оптимизированным по отношению к двум компонен-
там, и другими компонентами анализируемой смеси. Боль-
шое число разделений является лучшей гарантией хоро-
шей селективности.

Глава 3

ПРЕИМУЩЕСТВА,
ОБЛАСТЬ ПРИМЕНЕНИЯ И НЕДОСТАТКИ

КРУГОВОГО МЕТОДА РАЗДЕЛЕНИЯ

Ж. Б лом

Blome J., Lerchenwpg 7, D-7919 Au/IHer, BDR

3.1. Краткий исторический обзор

Обзор многочисленных экспериментальных работ по
разделению без потерь компонентов жидких смесей благо-
даря их различным физическим свойствам представляется
интересным не только с исторической точки зрения. В на-
стоящее время не известно, по каким направлениям разви-
вались эти всегда самостоятельные исследования в течение
более полутора столетий, какие идеи определяли эти
направления, какие проблемы возникали и как при этом
совершенствовалась техника эксперимента. Судьба хрома-
тографии как науки сложилась своеобразно: первые рабо-
ты и достижения в этой области были забыты, и только
после их повторного открытия хроматография получила
широкое признание. Между первыми работами Цвета
и повторным открытием колоночной хроматографии Кохом
и Ледерером прошло двадцать лет, а затем потребовался
вдвое больший промежуток времени, чтобы получила рас-
пространение современная жидкостная хроматография вы-
сокого давления. Примерно такой же отрезок времени
отделяет первые успешные опыты Измайлова и Шрайбер
в области тонкослойной хроматографии в 1938 г. от иссле-
дований Шталя, положивших начало широкому внедре-
нию этого метода в лабораторную практику. Еще больший
период времени потребовался для признания хроматогра-
фии на бумаге. Этот метод возник задолго до работ Гопель-
шродера, Шонбейна и даже Рунге, в чьих трактатах
«Образец совершенства для друзей прекрасного» (Paragons
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for Friends of the Beautiful) и «Произраставший независи-
мо» (Independently Grown) с энтузиазмом продемонстриро-
вана «созидательная сила веществ». Автор этих книг ус-
пешно соединил метод капиллярной диффузии с проведе-
нием химических реакций и тем самым положил начало
методу реакции в пятне. Новый метод в течение долгого
времени был связан с капиллярным анализом (Рунге,
диссертация, 1822), хотя еще с незапамятных времен
сходный способ применялся красильщиками. В пятидеся-
тых годах Гопельшродер детально разработал исчерпы-
вающий и универсальный метод капиллярного анализа,
который занял прочное положение в фитохимии и был
внесен в официальную фармакопею. Гопельшродер пер-
вым попытался отделить капиллярный анализ от хрома-
тографии на бумаге, разделяя вещества, нанесенные на
бумагу, с помощью чистых растворителей. Прошли десяти-
ления, прежде чем хроматография на бумаге была приз-
нана самостоятельным методом. Это произошло благодаря
разработанному Консденом, Гордоном, Мартином и Сид-
жем в 1944 г. методу анализа аминокислот. Интересно
отметить, что на первом этапе развития как хроматографии
па бумаге, так и ТСХ использовали метод кругового
разделения. В связи с этим закономерен вопрос о том,
случайно ли возрождение метода кругового разделения,
или это было неизбежным процессом.

3.2. Условия проведения разделения
круговым методом

Прежде чем сравнивать преимущества и недостатки
методов ТСХ, необходимо ввести критерии оценки резуль-
татов, полученных этими методами, и предложить рабо-
чую методику проведения кругового (KTGX) или, как его
еще называют, циркулярного разделения, чтобы получить
сходное разрешение. В настоящее время для проведения
подобной методики благодаря ее тщательной отработке
и наличию доступной U-камеры достаточно минимума
условий. При изменении методики эти условия необходи-
мо пересматривать. Они сводятся к следующему.

1. Первостепенной по важности задачей описываемой
ниже рабочей методики является поддержание, насколько
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это возможно, радиальной симметрии. Для этого необхо-
димо выполнение следующих условий.

2. Следует использовать высококачественный чистый
сорбент. Свойства слоя должны быть однородными, чтобы
на поверхности не возникало трещин.

3. Чтобы не происходило несимметричного воздейст-
вия силы тяжести, пластинка должна иметь строго гори-
зонтальное положение.

4. Следует стремиться к равномерному протеканию
элюента через центр пластинки (последний не должен сме-
щаться, например, при нанесении пробы), что обеспечивает
симметричное в радиальном направлении и однородное
распространение элюента по слою.

5. Для получения постоянной по своим параметрам
и воспроизводимой газовой атмосферы вокруг сорбирую-
щего слоя камеру для разделения следует все время дер-
жать плотно закрытой. Теплообмен путем контакта или
излучения приводит к изменениям параметров газовой
атмосферы. В связи с этим рекомендуется принимать
необходимые меры для предотвращения теплопередачи.

6. В процессе нанесения пробы, разделения во время
нанесения пробы, предварительного разделения и высу-
шивания в теплом воздухе может возникнуть неоднород-
ность заполнения слоя водой или другим растворителем.
Чтобы этого не происходило, рекомендуется перед разде-
лением снова привести слой сорбента в равновесие с газо-
вой фазой.

3.3. Рабочая методика в круговой
хроматографии

Возможны два варианта проведения этой методики.
Вариант 1. Пластинку устанавливают сорбирующим

слоем вниз и элюент подают снизу.
Вариант 2. ТСХ-пластинку устанавливают сорбирую-

щим слоем вверх и элюент подают сверху.
На практике следует отдать предпочтение первому

методу как более простому и надежному и в силу этого,
как показывает последующее описание, пригодному для
проведения массовых анализов. Второй метод предпочти-
телен при проведении разделения с градиентом состава
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элюента, в случае использования ТСХ-пластинок с алю-
миниевой фольгой в качестве подложки и при проведении
анализа без насыщения камеры.

3.3.1. Подвод элюента снизу

В первом методе пластинку помещают па чашку Петри
с элюентом. Это позволяет насытить атмосферу парами
элюента, а следовательно, и стабилизировать хроматогра-
фическое разделение. Для проведения разделения на ши-
роко используемых пластинках размером 10 X 10 см
подходит обычная чашка диаметром 9 см. Торцевая
поверхность стенок должна плотно прилегать к пластин-
ке. Для устранения неровностей ее шлифуют на плите
корундовой суспензией в течение 10—15 мин или, если
позволяет время, с помощью стеклодувного аппарата.
Расстояние между поверхностью слоя и элюентом доста-
точно мало, его можно еще уменьшить путем прибавления
элюента, объем которого в среднем составляет 5—10 мл.
Если пластинка расположена горизонтально (см. разд.
3.2, пункт 3), это расстояние вдоль пластинки остается
постоянным. В отличие от анализов, проводимых в обыч-
ных ТСХ-камерах, при использовании описываемого ме-
тода можно получить однородное насыщение газовой атмо-
сферы. Это преимущество, очевидное только химику-
практику, позволяет получить воспроизводимые величи-
ны Rf.

Элюент поступает в слой сорбента под действием ка-
пиллярных сил. Таким образом, слой сорбента сам стаби-
лизирует и регулирует поток элюента, поскольку с верх-
него конца фитиля на пластинку поступает только такое
количество жидкой фазы, которое может поглотить покры-
тие пластинки. В связи с этим уменьшается вероятность
образования капли в точке подвода элюента. Образование
капли особенно вредно в случае нанесения пробы в центр
круговой хроматограммы, поскольку перенос вещества
в этой области нарушается.

В качестве фитиля рекомендуется использовать тефло-
новую трубку, заполненную хлопчатобумажным материа-
лом. Фитиль на несколько миллиметров короче, чем рас-
стояние от дна чашки Петри до поверхности сорбента
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(рис. 3.1). Чтобы фитиль имел устойчивое положение
в чашке, трубку обматывают тонкой проволокой из нержа-
веющей стали (диаметр 0,3—0,5 мм). Свободный конец
проволоки сгибают в трех местах, отстоящих на 2, 5, 8 см
от ее конца, так, чтобы получилось треугольное основа-
ние с равными сторонами по 3 см. В середине этого тре-
угольника должна находиться тефлоиовая трубка, удер-
живаемая проволокой в вертикальном положении. Конец
тефлоновой трубки должен помещаться на высоте стенок

Рис. 3.1. Внешний вид фитиля из хлопкового волокна с про-
волочным держателем.

чашки так, чтобы фитиль выступал над ней приблизитель-
но на 1 мм. Контакт между элюентом и пластинкой до-
стигается за счет упругости проволоки. В случае приме-
нения агрессивных элюентов, содержащих реакционно-
способные галогепиды, органические оксикислоты, ком-
плексные соединения и т. д., стальную проволоку можно
заменить на платиновую (длина 12 см и диаметр 0,5 мм,
что соответствует 0,5 г Pt) или платино-иридиевую.

Скорость протекания потока элюента регулируют путем
подбора внутреннего диаметра трубки. Максимальная ско-
рость определяется дисперсностью частиц, распределением
частиц в слое по размеру и вязкостью элюента. Определен-
ное уменьшение скорости вызывает уменьшение внутрен-
него диаметра тефлоновой трубки от обычно применяемых
размеров, равных 1—1,6 мм, до 0,7—0,8 мм. В некоторых
случаях уменьшение скорости приводит к улучшению раз-
деления, в особенности на слоях сорбента с крупными ча-
стицами (соотношение Н1и\). В этом случае очень важно,
чтобы камера была плотно закрыта. При работе со слоями
сорбента, содержащего окись индия, максимальный диа-
метр тефлоновой трубки составляет 0,7 мм, а оптимальная
величина диаметра в соответствии с нашим пока еще огра-
ниченным опытом — 0,5 мм. ТСХ-пластинки на основе

5-069
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окиси индия лучше всего применять для разделения с ав-
томатически контролируемой переменной скоростью
элюента, ставшее впервые возможным после создания
U-камеры. После долгого периода ожидания в настоящее
время стали доступными выпускаемые промышленностью
ТСХ-пластинки, покрытые высокоэффективным слоем
силикагеля с устойчивым и узким распределением частиц
по размерам. Первые эксперименты с образцами таких пла-

J

W

Рис. 3.2. Разрез камеры для круговой ТСХ.
1 — подложка; 2 — слой сорбента; ·? — чашка Петри; 4 — плюент; S — фитиль.

стинок показали улучшение разделения без удлинения
времени разделения при использовании обычно применяе-
мой тефлоновой трубки с внутренним диаметром 1,6 мм.

3.3.2. Нанесение пробы

Следует различать методы нанесения отдельного вещества
(например, при подборе оптимальной системы растворите-
лей) и способы нанесения большего количества растворен-
ных проб, компоненты которых нужно оценивать как по
отдельности, так и по отношению друг к другу. В простей-
шем случае при нанесении одного вещества, когда составы
системы растворителей, пробы и элюента совпадают, а
объем пробы мал по сравнению с объемом фитиля, пробу
можно наносить непосредственно на сухой фитиль. Фи-
тиль после этого помещают в чашку Петри с элюентом,
а затем на чашку помещают ТСХ-пластинки. В этом слу-
чае точное центрирование фитиля не обязательно. Его
легко высушить с помощью фильтровальной бумаги.

Многокомпонентные элюенты, в особенности полярные
растворители или сильно разбавленные пробы, необхо-
димо подводить точно в центр пластинки. Центр пластинки
можно определить с помощью пластинки аппликатора
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(рис. 3.3) или провести диагонали карандашом. В по-
следнем случае пластинку рассматривают в проходя-
щем свете и отмечают ее центр фламастером па обратной
стороне. При нанесении нескольких проб (обычно 4 или
8) их располагают под углом 90° или 45° по отношению
друг к другу. Углы откладывают с помощью пластинки
аппликатора или отмечают карандашом. Пробы объемом
4 Ю мкл наносят на равных расстояниях от центра, под-
бираемых таким образом, чтобы не происходило перекры-
вания проб. В случае анализа сильно сорбирующихся

J

Рис. 3.3. Пластинки аппликаторов для точного нанесения проб
в центр ТСХ-пластинки.

веществ незначительное перекрывание пятен растворите-
лей при нанесении пробы не ведет к искажению результа-
тов разделения. В значительной степени это зависит от
полярности растворителя пробы.

Из имеющихся устройств для нанесения пробы лучше
всего пользоваться простыми капиллярами или пипетками
Барольера. С их помощью можно достичь высокой вос-
производимости нанесения, исключить сколько-нибудь
значительные повреждения слоя сорбента, предотвратить
контакт анализируемых веществ с металлическими дета-
лями, избежать утечек, значительно снизить эффект
памяти и легко проводить очистку. С помощью этих
устройств нельзя регулировать объем пробы, однако это
не является их недостатком, поскольку величину пробы
лучше менять при одном и том же объеме путем изменения
концентрации растворов, которые можно приготовить
5*
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с высокой степенью точности. Это особенно справедливо
для случаев, когда объем нробы важен для формирования
площади наносимого пятна.

3.3.3. Предварительное разделение

Для существенного улучшения эффективности разде-
ления и параметров количественной оценки используют
предварительное разделение. Полученную промежуточную
кольцевую зону сравнительно малого диаметра затем раз-
деляют основным элюентом. На обычных пластинках со
слоем силикагеля эту операцию проводят с элюентами,
достаточно полярными для разделения всех присутствую-
щих компонентов, или в случае использования системы
с обращенными фазами применяют достаточно неполярные
элюенты. Растворитель для предварительного разделения
наносят приблизительно 10-микролитровыми порциями.
Его вводят в центр пластинки на слой сорбента, распо-
ложенного сверху подложки, пипетками Барольера или
капиллярами. При этом фронт элюента продвигается через
нанесенные пятна проб на расстояние 1—2 мм. В случае
когда не все компоненты анализируемой смеси продви-
гаются вместе с фронтом растворителя — а так чаще всего
и бывает на практике — предварительное разделение про-
водят несколько раз, следя за тем, чтобы длина пути раз-
деления была постоянной. На рис. 3.4 представлено схе-

Рис. 3.4. Схематическое изображение последовательных стадий
предварительного разделения проб, нанесенных вокруг центра

пластинки (эксцентрически).

матическое изображение последовательных стадий пред-
варительного разделения нескольких проб, нанесенных
на пластинку. Затем растворитель для предварительного
разделения по возможности тщательно и полно удаляют
высушиванием, чтобы при разделении не происходило
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смешения остатков полярного растворителя с элюентом.
Перед проведением разделения положение кольцевых зон,
полученных в результате предварительного разделения,
отмечают карандашом, чтобы облегчить последующий
расчет величин йук р.

Метод предварительного разделения можно рекомендо-
вать для линейной ТСХ вместо нанесения проб в виде
полос. Нанесение проб в виде пятна позволяет улучшить
воспроизводимость нанесения пробы и длины полосы.
При сравнительно больших объемах пробы и относительно
высокой полярности растворителя пробы следует наносить
в виде полос большей длины. Если почему-либо такой спо-
соб нанесения не пригоден, то, объединяя методы нанесе-
ния в виде отдельных пятен на определенных интерва-
лах друг от друга и предварительное разделение, можно
также получить полосы проб.

3.3.4. Разделение кольцевых зон

Перед применением нового фитиля или при изменении
состава элюента фитиль необходимо очистить. Эту опера-
цию проводят следующим образом: нижний конец фитиля
помещают на фильтровальную бумагу, растворитель впи-
тывается бумагой, затем фитиль помещают в чашку Петри
с элюентом, а на его верхний конец кладут фильтроваль-
ную бумагу, чтобы растворитель, проходя по фитилю, про-
мывал его. Вначале при проведении экспериментов может
показаться трудным точное совмещение центра пластинки
с фитилем, установленным в чашке Петри. Поэтому центр
отмечают фламастером на обратной стороне пластинки (см.
разд. 3.3.2). Прежде чем опустить пластинку на чашку
Петри, запоминают положение фитиля. Затем пластинку
в горизонтальном положении перемещают над фитилем
до тех пор, пока ее центр не совместится с фитилем. После
совмещения наблюдают за движением растворителя по
слою сорбента, и в случае необходимости пластинку при-
поднимают и перемещают, исправляя неточность совме-
щения центра пластинки и фитиля. Даже если пластинку
приходится перемещать несколько раз, это мало сказы-
вается на результатах разделения, поскольку благодаря
предварительному разделению в области контакта фитиля
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с поверхностью сорбента чаще всего не остается анализи-
руемых веществ.

После коррекции точности совмещения центра пла-
стинки и фитиля пластинку в случае необходимости пере-
мещают (не приподнимая) относительно чашки Петри,
чтобы добиться максимального контакта по всей окруж-
ности стенок. При этом фитиль с проволочным держателем
перемещается вместе с пластинкой и их взаимное поло-
жение не меняется.

После небольшой тренировки можно добиться точности
наложения в пределах 1—2 мм, и часто дополнительной
коррекции вообще не требуется.

3.3.5. Подвод элюента сверху

В простом устройстве, изображенном на рис. 3.5,
на ТСХ-пластинку со слоем сорбента, обращенным вверх,
элюент подводится по длинному тефлоновому капилляру
с внутренним диаметром 0,5—0,7 мм. Тефлоновый капил-
ляр пропущен через отверстие в стеклянной пластинке

Рис. 3.5. Устройство для подвода элю-
ента в камеру для кругового разде-
ления на пластинку со слоем сорбента,

обращенным вверх.
1 — ТСХ-пластинка; 2 — резиновая проклад-
ка; -ι — покровная пластинка со штуцером
и центре; 4 — тефлоповый к а п и л л я р ; ό — со-

суд для элюента.

и таким образом фиксируется в этом положении. Между
ТСХ-пластинкой и покровным стеклом прокладывают
кольцо из силиконовой резины толщиной 2—3 мм и диа-
метром 90 мм, что позволяет герметизировать внутреннее
пространство камеры. Другой конец тефлоновой трубки
подсоединяют к резервуару с элюентом или погружают
в резервуар. Уровень элюента при его свободном истече-
нии необходимо регулировать в зависимости от длины
и внутреннего диаметра тефлонового капилляра, вязко-
сти растворителей и требуемой скорости потока. В капил-
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ляре не должно быть воздуха. Пузырьки воздуха повы-
шают сопротивление потоку в капилляре, что может
вызвать его остановку. Непрерывный подвод элюента
с постоянной скоростью при помощи насоса позволяет
исключить такого рода трудности.

На рис. 3.6 представлено другое устройство. Если на
слой сорбента поместить перевернутую коническую
воронку для фильтрования, то получится камера. В узкую
часть воронки с помощью куска трубки из силиконовой
резины вставляют стеклянную трубку с шарообразным

JL

B/ "5
Рис. 3.6. Устройство для подвода элюента сверху на пластинку.
1 — стеклянная трубка с шарообразным расширением; 2 — коническая ворон-
ка; а — кусок трубки из силиконовой резины; 4 •- слой сорбента; ,5 — под-

ложка; 6 — фитиль.

расширением. В кончик трубки набивают хлопчатобумаж-
ную ткань так, чтобы получить необходимую скорость
потока (0,03 до 0,1 мл/мин). Чтобы не повредить поверх-
ность сорбента и предотвратить образование капли
элюента, кончик трубки с расширением должен отстоять
от поверхности пластинки приблизительно на 0,3 мм.
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Преимущества метода подвода элюента сверху наглядно
проявляются при применении ТСХ-пластинок с подлож-
ками из алюминиевой фольги или других непрозрачных
материалов и при проведении разделения элюентом с гра-
диентом состава (разд. 3.3.6). Однако в отличие от преды-
дущего способа с помощью этого метода над поверхностью
сорбента нельзя получить насыщенной парами раствори-
теля газовой атмосферы. Фронт растворителя распростра-
няется от центра, в который подают элюент, к периферии.
Чтобы добиться симметричности разделения в радиальном
направлении, систему тщательно герметизируют, распо-
лагают ее строго горизонтально, исключают влияние тепло-
передачи и после предварительного разделения повторно
приводят систему в состояние равновесия. Состав элюента
подчас изменяется в процессе разделения. Это объясняется
тем, что элюент обычно состоит из различных компонентов
с различными давлениями насыщенных паров, причем для
достижения величины парциального давления каждому
из компонентов требуется определенное время. Измене-
ние состава элюента не оказывает отрицательного влияния
на результаты разделения, проводимого с учетом этой
особенности (разд. 3.3.6).

3.3.6. Градиентное элюирование

Перспективным представляется сочетание кругового
метода ТСХ-анализа с простым и воспроизводимым мето-
дом разделения элюентом беременного состава (см.
разд. 3.4.6). ' - —

На рис. 3.7 изображено простое устройство, состоящее
из трубки с двумя шарообразными расширениями, соеди-
ненными между собой коротким капилляром. Объем каж-
дого из расширений равен приблизительно 3 мл. В ниж-
нее расширение помещают брусок, вращаемый в верти-
кальной плоскости магнитной мешалкой, установленной
на этом же уровне. Нижнее расширение соединяют с отвод-
ной трубкой, которая переходит в тефлоновую
трубку, оканчивающуюся в центре ТСХ-пластипки, как
это показано на рис. 3.5. Для удаления остатков раство-
рителей от предыдущего опыта перед градиентным элюи-
рованием через тефлоновую трубку, нижнее расширение
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и верхнее расширение пропускают систему растворите-
лей I, которую в случае использования силикагеля выби-
рают сравнительно неполярной. Затем после отсоединения
всасывающей трубки растворителю дают стечь из тефло-
новой трубки до капилляра между расширениями, подни-
мая конец тефлоновой трубки до уровня капилляра.
Затем в верхнее расширение заливают систему раствори-
телей II, включают мешалку и вставляют тефлоновую
трубку в отверстие ТСХ-пластинки. Преимуществом опи-

Рис. 3.7. Устройство для регулиро-
вания состава элюента.

1 — стеклянная трубка; 2 — шарообразное
расширение; з — соединительный капил-
ляр; 4 — брусок магнитной мешалки;
5 — тефлоновый капилляр; вертикальными
стрелками показано направление движе-

ния элюента.

сываемого метода является облегчение визуального на-
блюдения за системой благодаря тому, что сорбент распо-
ложен сверху. Это позволяет, например, исключить обра-
зование капли в точке нанесения элюента, изменяя его
гидростатическое давление. Наиболее надежным решением
в данном случае является принудительная подача элюента
насосом, когда систему растворителей II, минуя верхнее
расширение, подают непосредственно в расположенный
ниже капилляр с системой растворителей I. Этот вариант
прекрасно реализуется в сочетании с U-камерой.

Изменение состава элюента не является линейным, оно
описывается экспоненциальной функцией [II] = 1 — 1/е",
где [II] — концентрация системы растворителей Π, η —
соотношение введенного объема растворителей к объему
расширения (равному объему сферического расширения
смесителя). Чем меньше объем камеры смешения, тем боль-
ше градиент. Эту величину следует указывать при публи-
кации описания результатов экспериментов. На рис. 3.8
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представлен график зависимости концентрации от п.
В расширение объемом 3 мл помещен брусок магнитной
мешалки объемом около 1 мл. Приблизительно 2 мл элюен-
та, заполняющего оставшийся объем шарового расшире-
ния, с 2—3-кратным избытком хватает для проведения
разделения на пластинке размерами 10 X 10 см. Это
соответствует круговой области диаметром 90—95 мм.
Практически достаточно трети или половины данного
объема. Таким образом, на конечных стадиях разделения
концентрация системы растворителей II в элюенте дости-
гает примерно 40—50%. Разделение проводят в области
концентраций, соответствующих приблизительно линей-
ному участку кривой на графике. Полярность элюента
в конце разделения определяется полярностью обоих
выбранных систем растворителей. Следует отметить, что

100

so

0,5 1,0 1,5 η

Рис. 3.8. График зависимости концентрации системы раствори-
телей II от п.

приведенная формула и соответствующий график (рис. 3.8),
выражающий зависимость процентной концентрации
системы растворителей II от п, не идентичны возрастанию
полярности элюента. В связи с этим отпадает вопрос, сле-
дует ли стремиться к линейному изменению градиента
концентрации, которое не приводит к линейному изме-
нению полярности элюента. Кроме того, достижение
линейного градиента концентрации обходится очень
дорого. Данный способ получения градиента был пред-
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ложен в Институте хроматографии. Он был испытан на
примере жидкостной колоночной хроматографии в 1974 г.
и отличался простотой и хорошей воспроизводимостью.

3.4. Сравнение линейного и кругового
методов ТСХ

Вопрос о критериях, с помощью которых можно было
бы сравнивать эффективность разделения линейной ТСХ
и круговой ТСХ (КТСХ), обсуждался уже ранее (разд. 3.2).
Возникает следующий вопрос, является ли КТСХ высоко-
эффективной ТСХ, и если да, то почему? Для ответа на
этот вопрос были рассмотрены следующие положения:

1) число тарелок, число разделений, число разделе-
ний/время = производительность разделения;

2) разрешение, селективность, использование области
разделения;

3) емкость разделения, динамическая область, анализ
следов;

4) воспроизводимость величин Rf и i?/KP;
5) детектирование, количественная оценка;
6) изменение состава элюента;
7) требования к длительности разделения, размерам

и расположению ТСХ-систем, методика проведения экс-
перимента, разное.

3.4.1. Число тарелок, число разделений,
число разделений/время = производительность
разделения

Преимущества круговой ТСХ по сравнению с обычной
линейной ТСХ хорошо известны, и их легко продемон-
стрировать. Используя последние достижения в круговом
методе, например U-камеры (см. гл. 4), значения обсуж-
даемых здесь параметров можно повысить на несколь-
ко порядков величины по сравнению с линейным методом.
Производительность разделения круговым методом срав-
нима с производительностью разделения па капиллярных
колонках в газовой хроматографии.
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Во избежание безосновательных предположений необ-
ходимо тщательно обсудить используемую номенклатуру
и уяснить вопрос, какой из этих трех близких терминов
следует применять для практической оценки результатов
разделения. Можно ли использовать в круговой ТСХ
термин «число тарелок» и как объяснить в этой связи
поразительную производительность круговой ТСХ, по-
лучаемую авторами в течение многих лет?

В случае разделения с помощью относительно вязких
систем растворителей требуемую селективность можно
достичь только при низкой эффективности разделения.
Для таких специальных случаев экономисты предложили
термин «производительность разделения» = число разде-
лений/время. Эта достаточно парадоксальная формули
ровка показывает, почему необходимо рассмотреть пред-
ложенную номенклатуру.

Термин «число разделений», определяемый как мак-
симально возможное число веществ, полностью отделен-
ных друг от друга в области разделения от места нанесения
пробы до фронта элюента при данных условиях экспери-
мента, имеет то преимущество, что основывается на прак-
тическом опыте. Здесь важным фактором является то, что
число разделений можно не связывать с понятием числа
тарелок, которое, как это будет показано далее, неприме-
нимо в КТСХ. Поскольку рассматриваемая проблема
относится к теории хроматографии, то представляется
целесообразным поставить вопрос о правдоподобном объяс-
нении взаимосвязи КТСХ со следующими терминами.

3.4.2. Разрешение, селективность,
использование области разделения

Разрешение двух соседних веществ, т. е. отношение
расстояния между пиками к средней ширине пика R =
— Δ/?// (wm -j- wn), пропорционально величине селектив-
ности S = кп1кт — 1, зависящей в основном от природы
элюента. Это согласуется с данными Снайдера (1968 г.).
Однако разрешение является также функцией числа раз-
делений или корня квадратного из числа тарелок. Эта
группа терминов, следовательно, связана с предыдущей.
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3.4.3. Соотношение между Kf н В)кр

Использование области разделения

В линейной ТСХ оптимальная область разделения соот-
ветствует интервалу значений Rf от 0,3 до 0,6 или от 0,2
до 0,7, что составляет соответственно 30% или самое боль-
шее 50% длины пути разделения. Причина этого очевидна:
при значениях Rf, меньших 0,3 или 0,2, не удается полу-
чить удовлетворительного разделения, а при значениях
Rf, больших 0,6 и 0,7, затруднено детектирование, по-
скольку с увеличением Rf возрастает площадь зоны и
уменьшается поверхностная концентрация вещества. Вели-
чины i?/Kp в круговой ТСХ, так же как и в линейной ТСХ,
обозначают соотношение расстояния, пройденного веще-
ством, к расстоянию от места нанесения пробы до линии
фронта элюента. Поскольку основанием для обеих систем
исчислений является площадь сорбента, смоченная опре-
деленным количеством элюента, то, согласно Гейссу,

Это выражение позволяет сделать вывод о том, что вслед-
ствие указанной квадратичной зависимости при переходе
от линейной к круговой хроматограмме при больших зна-
чениях Rf расстояние между зонами имеет тенденцию
к уменьшению, в то время как при малых значениях Rf

это расстояние имеет тенденцию к увеличению. Это
позволяет не только ограничиваться выбором оптималь-
ных условий в области разделения, но и подбирать лучшее
распределение локализации зон. Размывание зон и пони-
жение концентрации вещества в линейной ТСХ пропорцио-
нальны длине пути разделения, что подтверждается тео-
ретически и практически, однако в случае круговой ТСХ
эта зависимость не приложима. Более того, как показано
в гл. 2, размывание зон в линейной ТСХ значительно
больше, чем в круговой, что ведет к увеличению числа
разделений в последнем методе. Применительно к круговой
ТСХ нельзя использовать термины «число тарелок» и
«высота тарелки», и расчет числа тарелок через ширину
пика при высоких значениях i?/h p, в результате которого
получают астрономические величины, является поэтому
неприемлемым.
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На рис. 3.9 представлена диаграмма изменения соот-
ношений положений зон в линейной и круговой ТСХ.
При переходе от величин Rf к величинам /?/,,р область
значений Rf от 0,0 до 0,1 в линейной ТСХ соответствует
втрое большей области в круговой ТСХ, в то время как
область больших значений Rfi.v > 0,5 в круговой ТСХ
соответствует 30% аналогичного интервала в линейной
ТСХ. Приведенные зависимости соответствуют ширине
стартового пика на половине высоты, равной 2% длины
пути разделения, и размыванию пика, равному прибли-
зительно 7% длины пути разделения.

При использовании предварительного разделения (как
это было рекомендовано выше, разд. 3.3.3) значение
β / κ ρ сдвигается на определенную величину, не зависящую

0,2

Рис. 3.9. Диаграмма соот- Рис. 3.10. Диаграмма со-
ношоний величин Rf в ли- отношения величин Rf

нейной и круговой ТСХ. в круговой ТСХ с предва-
рительным разделением.

от радиуса стартовой кольцевой зоны ν, полученной
в результате предварительного разделения. При расчете
соответствующих значений i?/KP необходимо выбрать, про-
изводить ли измерения от центра или от стартовой круго-
вой зоны, что представляется более чувствительным мето-
дом. В последнем случае площадь круга, определяемую

Преимущества, область применения и недостатки КТСХ 79

кольцевой зоной вещества, радиуса (S -f ν) и площадь
круга радиуса (1 + ν), соответствующую элюенту, необ-
ходимо уменьшить на величину площади круга предвари-
тельного разделения:

И Л И

— ι;2π

На рис. 3.10 представлена диаграмма, аналогичная
предыдущей, с той лишь разницей, что предварительное
разделение проводили на участках, соответствующих
20% и 10% длины пути разделения.

ЗАЛ. Влияние градиента

При сравнении колоночной жидкостной хроматографии
с ТСХ, а такое сравнение необходимо, можно увидеть,
что в КЖХ в отличие от ТСХ и КТСХ время удерживания
анализируемых веществ превышает время удерживания
элюента tm. Принимая это во внимание, можно констати-
ровать, что эффективность КЖХ, измеренная по отноше-
нию к числу разделений, существенно ниже не только по
сравнению с КТСХ, но даже с ТСХ. В связи с этим можно
прийти к выводу, что основным условием эффективности
разделения ВЭКЖХ является использование колонок
с плотной упаковкой сферических частиц сорбента (мелко-
дисперсного с незначительными отклонениями размеров
от средней величины).

Чтобы пояснить сказанное выше, воспользуемся пред-
положением, высказанным в Институте хроматографии
в сентябре 1974 г., о том, что практически любая ТСХ-
система является градиентной с точки зрения чисто
адсорбционной хроматографии, когда используют только
твердый адсорбент, сорбирующий молекулы вещества и
«чистого» растворителя.

Чисто адсорбционная хроматография является пре-
дельным теоретическим случаем. В сорбенте имеются сле-
Ды воды или небольшие количества другого полярного
соединения, с самого начала дезактивирующие пластинку
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и приводящие к возникновению градиента. Кроме того,
до помещения пластинки в камеру для разделения слой
сорбента поглощает из атмосферы некоторое количество
воды. При разделении концентрация более полярного
компонента уменьшается в направлении фронта, создавая
градиент состава илюента в ходе анализа. Эти явления
распространяются на все используемые сухие пластинки.
С появлением U-камеры была разработана методика нане-
сения пробы на смоченный слой и приведения пластинки
в равновесие в ходе разделения путем регулирования
влажности в системе, что позволило выяснить вопрос
о влиянии градиента состава элюента на производитель-
ность разделения ТСХ и КЖХ. При этом аналогично коло-
ночной жидкостной хроматографии можно исключить
градиент и в случае необходимости исследовать влияние
градиента на качество разделения.

3.4.5. Уменьшение давления паров

Для выяснения разницы в рабочих характеристиках
ТСХ, КТСХ и КЖХ следует рассмотреть еще одну гипо-
тезу. Речь идет о наблюдениях, сделанных ранее нашим
бывшим сотрудником Жорданом и долгое время не нахо-
дивших объяснения. Мы предприняли попытку разделить
на бумаге и количественно оценить результаты разделе-
ния группы веществ, сходных по строению. При этом про-
бу наносили в виде полосы. Определенное известное
количество веществ наносили в виде полосы на расстоя-
нии 1—2 см от первой и проводили разделение восходящим
способом. Несмотря на различные условия эксперимента,
были получены качественно одни и те же результаты.
В ходе опытов использовали различные типы бумаги с раз-
ными или одинаковыми направлениями волокон по отноше-
нию к направлению разделения (параллельно или пер-
пендикулярно). Анализ проводили в цилиндрическом
сосуде так, чтобы обе полосы продвигались в простран-
ственно симметричных условиях. В ряде экспериментов
использовали специальную оболочку для регулирования
процесса. Даже когда оба фронта продвигались удовле-
творительно в горизонтальном направлении, происходило
выступание каждой из полос вещества во взаимно противо-
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положном направлении. Если полоса фронта выгибалась
вверх и налево и вниз и направо, тогда нижняя полоса
изгибалась вниз и налево и вверх и направо. Однако пере-
мещение полос в системе не поддавалось контролю.
Полосы достаточно точно пересекались в середине, т. е.
их среднее значение Rf совпадало.

Этот эффект легко возникает, когда две ТСХ-пластинки
совмещают слоями сорбента, однако его легко избежать,
если пространство между хроматограммами разделить на
две части стеклянной пластинкой. Очевидно, что влияние
разделяемых веществ на элюент недооценивалось. Даже
при нанесении только 10~9 г определяемого вещества коли-
чество растворителя, в котором растворяют компонент,
очень мало. Если в зоне площадью 25 мм2 присутствует
50·10~β г исследуемого вещества, а зону можно было бы
заполнить 2,5 мкл элюента, то в этом случае образуется
2%-ный раствор. Для распределительной системы, насы-
щенной, например, патридж-смесью, это означает рас-
слоение на более простые системы растворителей и пони-
жение давления паров элюента по сравнению с чистым
растворителем. Эффект конкуренции, возникающий бла-
годаря близости второй полосы с теми же самыми веще-
ствами на той же самой высоте, определяют по пониже-
нию давления паров элюента над обеими зонами. Это
нарушает состояние равновесия, что приводит к отклоне-
нию зон от горизонтальной ориентации.

В КЖХ подобное состояние равновесия не возникает.
Приняв упрощенное объяснение, можно предположить
следующее. В ТСХ, которую можно рассматривать как
жидкостную хроматографию в присутствии газовой фазы,
находящейся в равновесии с элюентом, продольная диф-
фузия — «размывание зон» — затруднена, поскольку
перед отдельными веществами перемещается фронт пони-
женного давления паров элюента, по отношению к кото-
рому поддерживается равновесие путем взаимного фазо-
вого обмена. Это равновесие преимущественно устанавли-
вается с тем компонентом системы растворителей, в кото-
ром растворяется соответствующее вещество.

Очевидно, что барьер области пониженного давления
паров оказывает более эффективное воздействие при нане-
сении проб в виде полос по сравнению с методом нанесения
6-069
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проб в виде отдельных зон. Эксперименты, проведенные
авторами, подтвердили это и продемонстрировали лучшую
эффективность разделения при нанесении проб в виде
полос. Как и следовало ожидать, круговой барьер, возни-
кающий в КТСХ, более эффективен из-за отсутствия крае-
вых эффектов. В связи с этим сразу становится понятен
эффект сдвига (Кайзер, май 1975 г.)

3.4.6. Эффект движения элюента вокруг зоны

Образовавшиеся зоны часто принимают самые разно-
образные формы, например форму полумесяца или гриба,
или имеют «хвосты» спереди или сзади. Хроматографисты
обычно игнорируют этот факт. Большинство деформаций,
за исключением образования хвоста позади места нанесе-
ния в результате необратимой адсорбции, обусловлено
изменением потока или эффектами точения. Взаимодейст-
вие вещества и элюента (см. разд. 3.4.2) является причи-
ной того, что растворитель обтекает зону вещества, а пе
десорбирует его и отделяет от сорбента. Оба эти процесса
эндотермические и требуют определенного времени,
поэтому нанесение пробы в виде полосы предпочтительнее.
Однако в круговом методе обтекание отсутствует вообще.

3.5. Емкость разделения, динамическая область,
анализ следов

Благодаря использованию описанных приемов на
ВЭТСХ-слое можно разделить значительно большее коли-
чество веществ, чем в обычной ТСХ. При прочих равных
условиях в КТСХ-систему можно нанести в 10 раз больше
вещества, чем в линейную ТСХ-систему. В этой связи ста-
новится понятным, почему в тот период, когда препара-
тивное разделение проводили на бумаге, так ценились
круговые бумажные хроматограммы. Кольцо после раз-
деления вырезали и после элюирования извлекали иссле-
дуемое вещество.

3.5.1. Динамическая область

Практически всегда можно создать такие условия,
чтобы компонент, находящийся в относительно малом
количестве в смеси, удержать в области старта. В адсорб-
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дионном варианте па старте легче удерживаются более
полярные компоненты, в варианте с обращенными
фазами — менее полярные. В определенных условиях
круговой ТСХ динамическая область значительно увели-
чивается вследствие расширения площади периферической
области пропорционально величине RfKV и расширению
пика. Последнее, однако, значительно меньше, чем в линей-
ной ТСХ, где увеличение площади зоны несколько превы-
шает удвоенную площадь стартового пятна.

В случае когда компонент, пребывающий в меньшем
количестве, нельзя удержать у старта, а компонент, при-
сутствующий в большем количестве, продвинуть в об-
ласть высоких значений R}, то для разделения сле-
дует выбрать колоночную жидкостную хроматографию,
имеющую несравненные преимущества, поскольку:

Другими словами, вещества с высокими значениями
Rf, продвигающиеся вместе с фронтом, регистрируются
первыми и поэтому с большей чувствительностью, как это
следует из вида пиков.

3.5.2. Анализ следов

При анализе следов приходится иметь дело или с малы-
ми количествами веществ, или с очень низкими
концентрациями определяемых растворов. В первом слу-
чае, если возможности классических методов исчерпаны,
следует использовать линейную ТСХ с большей динами-
ческой областью.

Растворы низких концентраций лучше анализировать
методом КТСХ, поскольку, как это показано выше, коли-
чество определяемого вещества можно увеличить при-
мерно в десять раз (можно наносить десятикратное по
сравнению с линейной ТСХ количество пробы), что облег-
чает его идентификацию.

Упоминавшаяся выше техника предварительного раз-
деления применима и в линейной ТСХ, когда соотношение
компонентов в смеси достигает больших значений. Рас-
творитель, подбираемый для предварительного разде-

6*
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ления, переносит из области нанесения сначала главный
компонент (компоненты) пробы, а затем следы вещества
хроматографически отделяют от веществ, остающихся
сзади его. Вследствие летучести этой системы растворите-
лей можно фокусировать стартовое пятно, что является
преимуществом ТСХ по сравнению с колоночной жидко-
стной хроматографией.

3.6. Иосггроизводимостъ величин Rf и Rfkp,
влияние качества пластинки

На воспроизводимость величин Rf и JR/KP ВЛИЯЮТ два
основных фактора, и лишь один из них поддается контролю
со стороны оператора, и то в ограниченной степени. Здесь
имеется в виду изменение качества пластинок одного и
того же производства как в разных партиях, так и в пре-
делах одной партии. Это вызвано главным образом неодно-
родностью размеров частиц сорбента и их распределения,
а также присутствием загрязнений в сорбенте. Сюда отно-
сятся также различие в значениях рН, средних размерах
пор, активности, площади внутренней поверхности пор,
неточности при проведении нанесения и высушивания,
наличие прожилок, полос и неоднородностей в слое сор-
бента. Пластинки может приготовить сам оператор.
Однако для этого необходимы экспериментальный опыт
и определенный уровень специальных знаний. Следует
учитывать и экономическую сторону этого способа (коли-
чество сырья, израсходованного на приготовление_пла-
стинок за определенное время). Иногда полезно очищать
пластинки соответствующим растворителем, опуская их
в жидкость. Перед употреблением пластинки сорбент
можно предварительно промыть сильно полярной смесью,
например метанол — дихлорметан (1 :1) , с добавлением
3% водного 25%-ного раствора аммиака или уксусной
кислоты в зависимости от предполагаемого элюента и
анализируемых веществ. Следует избегать повторного
загрязнения сорбента при высушивании на воздухе.
Высушивание лучше всего проводить в вакуумном экси-
каторе.

Чтобы улучшить воспроизводимость значений Rf и
RfKp, при каждодневном использовании готовых пластинок
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надо добиваться исключительно однородного заполнения
слоя сорбента элюатом после полного удаления всех рас-
творителей, использовавшихся для нанесения пробы и
предварительного разделения. В случае необходимости
(при условии, что анализируемые вещества останутся
неизменными) перед тем как охлажденные «сухие» пластин-
ки помещать в «сухую» камеру для разделения их следует
активировать (см. также^разд. 3.3.3).

3.7. Влияние паров растворителей

Вторым фактором, влияющим на воспроизводимость
величин Rf и i?/hp, является степень насыщения парами
элюента газовой атмосферы в камере для разделения.
В обычной лотковой камере для ТСХ трудно добиться
воспроизводимости величины Rf вследствие искривления
фронта растворителя и «поперечной» взаимосвязи величин
Rfxp веществ, наносимых вдоль прямой линии. Обычно
насыщения атмосферы пытаются достичь с помощью смо-
ченной элюентом фильтровальной бумаги или устанавли-
вая пластинку тем или иным способом. Важным отрица-
тельным фактором является возникновение краевого
эффекта.

При использовании вышеупомянутого' метода
(разд. 3.3.1) газовую атмосферу в КТСХ можно стабили-
зировать относительно легко. Для того чтобы оценить
степень стабилизации, измеряют отклонение радиуса
зоны (которое обычно не превышает 2%) от среднего зна-
чения. Так можно проиллюстрировать преимущества
радиальной симметрии.

3.7.1. Детектирование, количественная оценка

Детектирование путем выдерживания в парах прояв-
ляющего реагента предпочтительнее по сравнению с опрыс-
киванием, поскольку реакция протекает без образова-
ния капель, т. е. мелкодисперсно и однородно, что важно
при детектировании непосредственно на пластинке. Одна-
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ко этот способ имеет и ряд недостатков. Широко
известный метод выдерживания хроматограмм в парах
иода приводит к получению неустойчивого окрашивания,
поскольку адсорбированный иод находится в равновесии
со своими парами. Пятна бледнеют по направлению
к краям пластинки, что делает недостоверной количест-
венную оценку. В радиально симметричной круговой ТСХ
краевые эффекты отсутствуют.

Высокое качество разделения в КТСХ можно также
объяснить большим градиентом концентрации вдоль пути
разделения, т. е. наличием диффузии в направлении разде-
ления. Это означает, что при хорошем качестве раз-
деления локальная концентрация нанесенного вещества
не должна уменьшаться (см. разд. 3.4.2). В связи с этим
облегчается количественная оценка, поскольку возра-
стает соотношение сигнал/шум, что подтверждается
экспериментально. Для сканирования дуги зоны веще-
ства в круговой ТС-хроматограмме был изготовлен диск,
вращающийся со скоростью 2 или 6 об/мин с помощью
синхронного двигателя со встроенным редуктором. Ска-
нирование проводили на спектрофотометре фирмы «Opton».
Если узкий луч, сфокусированный входной апертурой,
навести на область, отстоящую на определенное радиаль-
ное расстояние от центра пластинки, то за один оборот
диска можно подсчитать все вещества с этим значением
Rf при нанесении нескольких веществ одновременно
т. е. фотометрически определить их количество, произ-
вести соответствующим образом необходимые операции
суммирования и сравнения.

Здесь мы пользуемся возможностью выразить благо-
дарность сотруднику фирмы «Opton» (Мюнхен) за создание
пилотной установки.

Точность количественного определения данным мето-
дом ограничена, поскольку при нестабильных условиях
разделения форма зон искажается. В связи с этим необхо-
димо тщательно выполнять условия, изложенные
в разд. 3.4 (пункты 1—7).

Способ измерения от центра пластинки к периферии
малоинформативен, и техника его проведения некоррект-
на. К тому же для его осуществления необходимы соот-
ветствующие приспособления, которых нет в продаже.
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3.7.2. Применение градиента состава элюента

Оценивая ТСХ-пластинку, обычно не придают боль-
шого значения «значительному количеству примеси»,
остающемуся на старте, так как диаметр стартового пятна
достаточно мал. Однако здесь необходимо проявить осо-
бое внимание. Пятно не расширяется из-за недостаточной
полярности растворителя (при нанесении пробы оно рас-
пределяется по большей площади) и остается на старте.
«Маленькое стартовое пятно» следует рассматривать как
«вершину айсберга», об истинных размерах которого
можно судить, используя значительно более полярный
растворитель. Такой прием часто приводит к разделению
пятна на несколько компонентов. В этом случае для опре-
деления всех присутствующих веществ рекомендуется
использовать градиент растворителя.

Метод круговой ТСХ предназначен для проведения
градиентного разделения, поскольку его рабочая методика
(разд. 3.3.6) проста, результаты воспроизводимы, а зани-
мающее много времени предварительное приведение
системы в равновесие проводить не обязательно (в проти-
воположность ЖХ). Это в известной степени компенси-
рует большой недостаток КТСХ по сравнению с линей-
ной — невозможность проведения двумерного разделе-
ния, о котором, однако, не следует забывать.

3.7.3. Длительность разделения

Короткое расстояние. которое проходит пятно
в ВЭТСХ, обусловливает небольшое время разделения,
особенно при движении элюеита по горизонтальной пла-
стинке, а не против силы тяжести. Для пластинки раз-
мером 10 X 10 см при длине вертикального пути разде-
ления 4,5 см время разделения уменьшается в 3—4 раза.
Это очень ценно при массовых анализах и особенно
в исследовательских разработках, когда приходится ожи-
дать результатов подбора оптимальной системы раствори-
телей, перед тем как приступать к дальнейшему планиро-
ванию экспериментов.

В описываемой системе можно быстро и без затрудне-
ний сменить элюент. Опорожнение, очистка и высушива-
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ние чашки с одновременной очисткой фитиля проводят
за 1—2 мин. Еще минут требуется для пропускания
нового элюента через фитиль.

3.7.4. Требования к материалам

Обычные пластинки размером 20 X 20 см нужно
использовать только в особых случаях, например в коли-
чественном анализе при экстремальных динамических
условиях, поскольку пока еще недоступны соответствую-
щие камеры. Для нанесения четырех или восьми проб
размер пластинки не должен превышать 10 X 10 см.
В камеру диаметром 9 см обычно наливают 10 мл элюента.
Если длина пути разделения увеличивается (что увеличи-
вает время разделения), количество элюента можно
удвоить или утроить. При уменьшении длины пути разде-
ления количество элюента можно уменьшить.

В градиентном разделении и в методе нисходящего
разделения требуется меньшее количество элюента
(разд. 3.3.5, 3.3.6), поскольку, не считая расхода раство-
рителя на очистку фитиля, расход элюента определяется
площадью разделения, т. е. составляет максимум 5 мл.

3.7.5. Площадь, необходимая для проведения
анализа, возможности ручных операций,
разное

Поскольку установка и пластинки имеют небольшие
размеры, для проведения экспериментов необходима
небольшая площадь. Поверхность, на которой распола-
гают прибор, должна быть строго горизонтальной
(разд. 3.3.3). Метод манипулирования вручную очень
прост, его легко освоить (см., например, описание рабочей
методики), и это подтверждено практикой.

Однако исключительно оптимистичная перспектива
рентабельности описываемого метода не должна заслонять
те трудности и ограничения, которые неизбежны при
появлении любого нового метода. Разрешение их требует
времени... много времени: на ознакомление с сутью проб-
лемы (например, на прочтение этой книги), на обсуждение
(стоит ли всем этим заниматься?), на принятие оконча-
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тельного решения (кто может сделать это?). А время на
эксперименты? Идущие впереди ошибаются чаще других.
И если все же кто-то отваживается на эксперимент, воз-
никают дисскусии о корректности результатов, наличии
в них новизны. Возникает вопрос, не устарели ли они. Не
проще ли и безопаснее работать старыми методами, до
тех пор... пока новый метод не будет подтвержден дру-
гими? И что делать со старыми дешевыми камерами для
ТСХ, которые так удобны для отмывки пластинок?... Все
это является оборотной стороной «подсчета рентабель-
ности».
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ВЭТСХ-слой по своей разделяющей способности и
мощности превосходит КЖХ-колонки. Эти качества про-
являются полностью только па коротких участках пути
разделения. Данное утверждение относится только к тем
случаям, когда анализы нельзя проводить при оптималь-
ных значениях высоты тарелки, определяемых обычным
способом. Разделяющая мощность есть результат разде-
ления, зависящий от времени. Методы нанесения пробы
и обработки, занимающие несколько часов, нельзя считать
приемлемыми, поскольку при проведении анализа важ-
ным фактором является его длительность. Если разделе-
ние занимает 2 мин, его легко повторить. Конечно, в этом
случае возникает проблема выбора «правильной» величины
пробы, по ото вопрос математической статистики, который
по будет здесь рассмотрен. Для получения правильных
результатов приходится проводить многократные изме-
рения и калибровки, и поэтому важно, чтобы анализ
можно было закончить за секунды, а не за минуты. Необ-
ходимо учитывать каждый миллиметр длины участка
сорбента, который не участвует в разделении. Приемлемое
разделение предпочтительнее получать на наименьшем
пути.

Практическим аспектом решения аналитических проб-
лем является разработка соответствующих методик экс-
перимента. Существует мнение, что линейная ТСХ по
сравнению с круговой — более экспрессный метод, но
это справедливо только для случая, когда две системы
сравниваются с точки зрения длины пути разделения.

Рис. 4.1. Общий вид {/-камеры для непрерывного ВЭТСХ-раз-
деления, насос типа «Orlita» АЕ-10 и нагревательное металли-

ческое кольцо (см. также рис. 4.6).
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Однако удлинение пути разделения в круговой ВЭТСХ
на несколько миллиметров компенсируется улучшением
четкости разделения и, следовательно, более высокой раз-
делительной мощностью этого метода в сочетании с боль-
шей точностью количественных и качественных его резуль-
татов. Целесообразно сравнить те величины, которые
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Рис. 4.2. Сравнение скорости продвижения в линейной ц кру-
говой тех.

Условии эксперимента: о л ю е т — толуол; температура 20° С; относительная
влажность 4 0 % ; Б Э Т С Х - п л а т и н к и с закрепленным слоем силикагелн.
В случае линейной ТСХ использовали функцию потока

(Z)2 = 0,201 -t,

где Ζ выражена в миллиметрах; < — в секундах; применительно к кругоьой
ТСХ использовали функцию потока при скорости 1 мкл/с:

(Ζ)2 = 0,193·ί,

Ζ — в миллиметрах; ί — в секундах.

можно измерить непосредственно: путь разделения в ли-
нейной и диаметр кольца в круговой ВЭТСХ. В послед-
нем методе за 188 с диаметр кольца достигает 40 мм,
в линейной ВЭТСХ элюент проходит то же расстояние за
320 с. Длина пути, равная 40 мм,— это максимальная
длина пути разделения (предел оптимальной длины пути
разделения), технически осуществимая в обычных U-каме-
рах фирмы «Camag», поэтому она выбрана для сравнения.
К тому же при определении оптимальной высоты тарелки
в линейной ВЭТСХ длину пути разделения обычно выби-
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рают равной 40 мм. В настоящее время для специальных
анализов и для одновременного разделения с несколькими
элюентами фирма «Camag» разрабатывает конструкцию
макро-И-камеры.

4 1. Преимущества использования С-иамер
в ТСХ

1. Подвижная фаза изолирована от окружающей атмо-
сферы. С помощью хроматографически чистых растворите-
лей можно получить истинные величины Rf. В любых
камерах-лотках и даже в сэндвич-камерах первоначально
чистая подвижная фаза в течение нескольких секунд или
минут загрязняется. Присутствие полярных загрязнений
даже в очень малых количествах совершенно недопустимо
в адсорбционной ТСХ.

2. Объемную скорость подвижной фазы контролируют
с помощью электронных устройств, что позволяет достичь
оптимального соотношения Н/и, причем условия экспери-
мента легко унифицировать. Имеется возможность срав-
нивать получаемые результаты, поскольку параметры,
связанные с контролем объемной скорости потока элюен-
та, легко воспроизвести. Объемную скорость потока
измеряют с помощью аналитических весов.

3. Можно использовать методики с градиентом усло-
вий разделения.

4. Движение газовой фазы можно контролировать
с помощью электронного устройства, направляя навстречу
или параллельно подвижной фазе. Это позволяет исклю-
чить влияние газовой фазы, являющееся одним из глав-
ных препятствий для получения воспроизводимых резуль-
татов в линейной ТСХ, и таким образом стабилизировать
Rf. Отпадает необходимость в стандартном образце, кото-
рый все еще необходим при проведении анализа линейной
ВЭТСХ. При использовании стандарта время разделения
увеличивается на 50%, а количество проб, разделяемых
на одной пластинке, уменьшается вдвое.

5. Поскольку камера полностью симметрична по кон-
струкции, при разделении пластинку можно установить
горизонтально. Появилась возможность исключить внеш-
ние влияния при изменении температуры и возникновении
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микроклимата в проточной каморе для разделения, кото-
рая по конструкции напоминает сэпдвнч-каиеру.

6. Место нанесения пробы и точку подвода подвижной
фазы определяют в U-камере с точностью до 0,1 мм без
какой-либо корректировки. Это позволяет устранить свя-
занные с указанными операциями систематические ошибки.

7. При дозировании через центр ТСХ-системы разде-
ление начинается сразу же. В линейной ТСХ операция
нанесения пробы связана с некоторой задержкой во вре-
мени и уменьшением пути разделения. Последнее можно
свести к минимуму, если эксперименты проводить в тща-
тельно установленной миниатюрной проточной камере
при воспроизводимом введении пробы.

8. Чтобы облегчить автоматическую обработку резуль-
татов, пластинки в держателе помечают. Пробы
(6—12 проб), нанесенные вокруг центра системы, коди-
руют и считывают механическими, оптическими или элек-
тромагнитными методами. Эту процедуру оптимизируют
по отношению, например, к длине волны излучения при
оптическом сканировании. После разделения пластинку
высушивают и помещают в сканирующее устройство,
используемое для детектирования полученной хрома-
тограммы.

9. Расход материалов на изготовление пластинок для
круговой ВЭТСХ в шестнадцать раз ниже, чем в обычной
ТСХ, и в четыре раза ниже, чем в лилейной ВЭТСХ.
Потребляемое количество подвижной фазы также очень
мало: для проведения одного анализа необходимо всего
0,15 мл элюента. Подсчитано, что благодаря низкому
расходу растворителя система годна к употреблению
в течение 14 дней.

10. На 1 — 12 разделений затрачивают .максимум 180 с.
11. U-камеру можно использовать в сочетании

с ВЭКЖХ и ГХ, включая капиллярную ГХ. При помощи
лабораторного подъемного устройства пластинки с точно-
стью до 0,1 мм устанавливают под подводящими капилля-
рами или опрыскивающим устройством. Длительность
нанесения элюата из колонки контролируют, изменяя
скорость вращения пластинки.

12. Для того чтобы улучшить результаты нанесения
одной или нескольких проб, которые размещают вокруг
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центра ТСХ-системы, используют фокусировку химиче-
скими методами. Это позволяет достичь ширины исход-
ного пятна, равной 0,1 мм.

13. Устранены технические трудности с осуществле-
нием непрерывной ВЭТСХ (рис. 4.1).

14. Система компактна.
15. Для проведения анализов требуются операторы

средней квалификации.

4.'2. Недостатки обычной Г'-наметы в ТСХ

В U-камере можно анализировать не более 12 проб,
причем длина пути разделения, измеряемая от централь-
ной точки, не должна превышать 20 мм. В U-камсре нельзя
использовать обычные ТСХ пластинки. Эти ограничения
препятствуют ее использованию при решении ряда при-
кладных задач. Однако описываемая камера пригодна для
проведения большинства количественных и качественных
разделений, в которых важна скорость анализа. В макро-
U-камере можно анализировать 60 проб при длине пути
разделения 40 мм, но это занимает значительно больше
времени по сравнению с анализом в обычной камере:
10—16 мин на однократное разделение 60 образцов.

Камера имеет круглую форму. В плоских камерах,
таких, как F-камеры (прототип lfC-камеры), предусмо-
трена возможность контроля объемной скорости подвиж-
ной фазы, хотя это и приводит к усложнению электронного
оборудования для программирования во времени, при
использовании нескольких насосов и обводного трубо-
провода. Но при разделении в таких камерах реализуются
преимущества линейной ТСХ, такие, как двумерное и мно-
гомерное разделение, а также анализ значительно боль-
шего числа образцов. Величины Rf получают лучшими,
чем в проточных камерах и сэндвич-камерах. Детальное
описание U- и F-камер можно найти в инструкциях, при-
лагаемых к этим камерам. Содержание этого раздела целе-
сообразно ограничить описанием методических принци-
пов работы на U-камере и некоторыми основными практи-
ческими примерами.
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4.Η. -{ан.иочение

Хроматографические параметры можно измерить
за 3 мин после начала процесса в U-камере, а в линейной
ТСХ — через 5 мин. При работе следует учитывать раз-
личия между двумя методиками, упоминавшиеся ранее.

Рис. 4.3. Держатель для ВЭТСХ-пластинок размером 5 x 5 см.
Загруженный держатель в строго горизонтальном положении помещают
в [/-камеру на вращающуюся подставку, столик сканировария или устройство
для соединения с ГХ- или КЖХ-системой. Пластинку закрепляют в держателе
с помощью штыкового затвора. Эта операция занимает 5 с. Если пластинка

обрезана неаккуратно, это можно исправить, отрезав ее края.

В своей будущей работе в области инструментальной
микро-ТСХ автор намерен ввести в линейную ТСХ метод
нанесения пробы па смоченный растворителем сорбент
(гл. 7), который до сих пор использовали только в круго-
вой ТСХ. Для непосредственного оптического детектиро-
вания пластинки необходимо разработать новую методику.

Рис. 4.4. Поперечное сечение
iZ-камеры фирмы «Camag».

1 — шприц для дозирования по-
тока подвижной фазы, управляе-
мый шаговым электродвигателем
(например, шприц из стекла и теф-
лона), емкостью 250 мкл или 1 мкл;
г — ввод и вывод газовой фазы,
направление (движения которой
может совпадать или быть противо-
положным направлению движения
элюента; с помощью газовой фазы
удаляют пары элюента, высуши-

вают или смачивают пластинку.

Рис. 4.5. Схема нанесения пробы
на смоченный слой ВЭТСХ-пла-

стинки размером 5 x 5 см.
Разделение проводят с помощью шпри-
ца ячейки для дозирования фирмы
«Camag» или с помощью насоса типа
«Orlita» AE-10 (см, рис. 4.6). После
того как слой смочен элюентом, в по-
ток подвижной фазы (объемная ско-
рость 0,4 мкл/с) вводят пробу и затем
доводят скорость элюента до оптималь-

ного значения
1 — ввод элюента шприцем (привод или
насос) со скоростью 1 мкл/е; 2 — дози-
рующее устройство для смачивания

объемом 10—1000 нл.

Рис. 4.6. Схема проведения не-
прерывного ВЭТСХ-разделения,
являющегося вспомогательным ме-
тодом для непрерывной ВЭКЖХ и
других непрерывных методов раз-

деления.
1—ввод сухого азота или азота, iiap-
ботированного через сосуд с раствори-
телем и насыщенного парами этого рас-
творителя; г — елюент (соответствую-
щая смесь растворителей); з — насос
типа «Orlita» AE-10, характеризую-
щийся прекрасным функционированием
в течение длительного времени разде-
ления, который обеспечивает объемную
скорость потока в пределах 1 мкл/с —
10 мл/мин как для ВЭТСХ, так и для
ВЭКЖХ; 4 — дозирующее устройство
Для введения нанолитровых объемов
(см. гл. 5); s — нагревательное ме-
таллическое кольцо из алюминия на-
ружного диаметра 47 мм и внутреннего

диаметра 37 мм.

7-069
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Для проведения сложных качественных разделений кру-
говым методом можно приспособить F-камеру размером
100 X 100 мм. Большей точности можно добиться с ПОМО-

4,5мм

Рис. 4.7. Схема держателя пластинок фирмы «Camag», с по-
мощью которого можно точно устанавливать систему дозирования

и пластинку.
π общий вид камеры; б — схема закрепления пластинки на камере; β —

эксцентрическое нанесение пробы с помощью специального шаблона.

щью макро-и-камеры, но это сопряжено с увеличением
времени эксперимента.

Элюент подводят через платино-иридиевый капилляр.
Капилляр необходим при нанесении пробы (в том числе
и с аппликатором) на смоченный слой сорбента в центр
ТСХ-пластинки. Обычные капилляры обладают эффектом
памяти и значительным мертвым объемом. Плоский ниж-
ний конец капилляра можно перемещать относительно
поверхности с точностью 0,01 мм. При использовании
капилляра со скошенным торцом в потоке элюента возни-

кают возмущения, что приводит к искажению величин
Rj, увеличению времени разделения и засорению капил-
ляра. В качестве иллюстрации эксперимента приведем

Рис. 4.8. Схема соединения ТСХ-пластин-
ки, закрепленной в держателе {/-камеры,
с выводом другой системы разделения,

например ГХ или ВЭКЖХ.

следующий конкретный пример. Если диаметр круга равен
36 мм, поток толуола с объемной скоростью 0,9 мг/с (изме-
ренный на аналитических весах) можно полностью испа-
рить, используя нагревательное кольцо (15—20 Вт, темпе-
ратура 75° С, измерения проводили термопарой). При

Рис. 4.9. Схема автоматической уста-
новки для оптического сканирования

in situ.
Пластинка закреплена в центрированном
держателе, который установлен на вертикаль-
ном металлическом блоке. Этот блок вращает-
ся с помощью шагового двигателя со ско-
ростью 360° за 5, 15 или 60 мин. Металличе-
ская конструкция блока облегчает регулиро-
вание температуры. С помощью простого ме-
ханического устройства положение пластинки
можно регулировать с точностью 0,1 мм (ла-
бораторным подъемным приспособлением).

указанной выше объемной скорости tm приблизительно
равно 280 с, что позволяет экстраполировать все величины,
зависящие от к, до 10 X tm, а также измерять время
в методике с постоянными условиями разделения при
диаметре нагревательного кольца 37 мм. При уменьшении
диаметра кольца tm уменьшается. Закрепленные в держа-
теле ВЭТСХ-микропластинки помещают в оптическое ска-
нирующее устройство, причем положение пластинки фик-
сируют с точностью ±0,1 мм. Таким образом, положение
оптического центра круговой ТСХ-системы регулируется
автоматически. В обычном варианте TGX эта операция

7*
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занимает обычно много времени. Когда быстродействую-
щие интеграторы будут доступнее, вращательное скани-
рование, в котором результаты представлены относи-
тельно угла поворота, может при известных условиях
стать экспрессным методом.

Точность установки пластинки составляет ±0,2 мм,
поскольку все элементы системы симметричны относи-
тельно оси. Для облегчения эксцентрического дозирования
вокруг центра пластинки высверлены отверстия.

Существуют, конечно, и другие доступные методы нане-
сения пробы при фиксированном положении дозирующего
устройства. В одном из этих методов используют вращаю-
щуюся конструкцию, закрепляя пластинку в держателе.
Аппликатор используют в сочетании с устройством КС
для нанолитрового дозирования проб в ВЭТСХ (см.
гл. 8).

Глава 5

МЕТОДЫ ВВЕДЕНИЯ ПРОБЫ
В ВЭТСХ-СИСТЕМУ

Р. Е. Кайзер

Kaizer R. Ε., Institute of Chromatography,
Bad Durkheim, BDR

Влияние размера стартового пятна на результаты ана-
лиза было рассмотрено в разделе книги, посвященном
теории. Широкие пятна снижают мощность разделения
ВЭТСХ. На хроматографическое разделение влияет каче-
ство нанесения пробы Q D. Для оценки этой характери-
стики можно воспользоваться выражением

В процессе разделения практически нельзя предотвра-
тить расширение пика В = Ъ1 — Ьо. Но если Ьо умень-
шить, насколько это возможно, Q D приближается к 1,
что означает сохранение мощности разделения системы.
ВЭТСХ-разделение можно проводить на первоначально
сухом или смоченном слое. После нанесенияТпробы рас-
творитель удаляют из сорбента, и пластинку|используют
для дальнейшего разделения с помощью другого элюента.
Это ограничивает отрицательное влияние на результаты
анализа широких стартовых пятен пробы, характери-
зующих общую ошибку операции нанесения (см. гл. 3,
описывающую преимущества, область применения и недо-
статки кругового метода разделения). Однако ошибки дози-
рования исправить 'нельзя при нанесении пробы или об-
разца на смоченный слой. Отсюда очень важно, чтобы
Ьо оставалось малым."Для этого производят фокусировку,
предотвращая нежелательное расширение стартового
пятна.
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5.1. Предварительная оптимизация
нанесения пробы

Для того чтобы в какой-то степени предотвратить ошиб-
ки, возникающие при нанесении пробы, используют
специальные приемы и тщательно подобранные подвижные
фазы. Помимо прочих недостатков, описанные приемы
связаны с большими затратами времени, поэтому возра-
стает роль предварительной оптимизации дозирования.
Целью оптимизации является нанесение проб в виде пятен,
диаметр которых Ьо не превышает 0,1 мм. Это достигают
использованием минимального объема пробы с максималь-
но высокой концентрацией раствора, применением наи-
более подходящего растворителя и эффективного обору-
дования.

5.2. Объем дозирования

Предположим, что образец растворим в соответствую-
щем растворителе, применение которого обеспечивает
минимальные величины Rf для большинства компонентов
образца на слое сорбента. Однако выбор растворителя
часто затруднен, потому что на практике обычно имеют
дело со сложными по составу смесями, а не с модельными
композициями. Для упрощения дальнейшего изложения
допустим, что слой сорбента оказывает потоку элюента
равномерное сопротивление вдоль всего слоя. Тогда рас-
твор пробы распространяется по слою симметрично и,
по-видимому, в соответствии с функцией потока в ТСХ
имеет форму полусферы. Предварительные расчеты пока-
зывают, однако, что полусферу получить нельзя, потому
что невозможно нанести пробу такого малого объема. Про-
ба объемом более 2 нл доходит до стеклянной подложки.
Таким образом, пространство, заполненное растворите-
лем, в котором растворен образец, имеет форму цилиндра
толщиной D. В разбираемом примере толщина ВЭТСХ-
слоя 0,19 мм. Далее объем дозируемого раствора возра-
стает по уравнению (гл. 2)

(1 + AJAm) = 1.395F
раств·
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Это позволяет последовательно определить объемы дози-
рования, диаметр пятна и Ьо (табл. 5.1).

Таблица 5.1

Взаимосвязь между объемом наносимой пробы и диаметром
стартового пятна

Объем пробы
V, нл а

1000

500

200

100

50

20

10

5

2

йпятна· м м

вычисленный б

3,06

2,16

1,37

0,97

0,68

0,43

0,31

0,22

0,14

измеренный в

3,1

2,2

—

1,1
—

0,6

—

—

Ьо, ММ

1,8

1 , 3

0 , 8

0 , 6

0 , 4

0 , 3

0 , 2

0 , 1

0 , 1

а 1 нл = 0,001 мкл.
6 Вычислено при By = 1 для образца и растворителя.

в Значения получены для красного красителя на силикагеле.

Заключение

Для ВЭТСХ объемы проб должны составлять менее
10 нл или (0,01 мкл). Их отмеривают шприцем марки
«Hamilton» 7101. Если можно выбрать растворитель, при
использовании которого величины Rf даже для наименее
полярных компонентов образца не превышают 0,1, то
объем пробы можно увеличить до 100 нл. При этом полу-
чают Ьо, приблизительно равное 0,1 мм. Если последова-
тельно нанести 10 объемов по 0,1 мкл (100 нл), то в ВЭТСХ-
систему можно ввести большее количество анализируемого
вещества или сконцентрировать на пластинке «следы»
каких-либо соединений в пробе. Однако даже и в этом
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случае при использовании растворителя, обеспечивающего
Rt = 0,1, нельзя избежать ошибок.

При расчете объема дозирования, равного 2 нл, и Ьо =
= 0,1 мм, не принимали во внимание дозирующую сис-
тему. Диаметр иглы шприца «Hamilton» 7101 равен
0,45 мм. Если металл смачивается раствором, диаметр
пятна будет увеличиваться до 0,5 мм. Таким образом,
Ъо становится в 5 раз больше, чем это необходимо для оп-
тимального нанесения пробы. Диаметр пятна, например
равный 0,6 мм (см. табл. 5.1), по отношению к диаметру
пятна 0,43 мм является уже критическим. Стартовое пятно
диаметром менее 0,3 мм при объеме дозирования 10 нл
удается получить только при очень искусном нанесении,
одновременно используя растворитель, обеспечивающий
Rf = 0,1, и испаряя его в течение миллисекунд. Поверх-
ность силикагеля ВЭТСХ-пластинок фирмы «Merck» меха-
нически твердая. Если с дозирующим устройством, нахо-
дящимся в контакте с поверхностью пластинки, обра-
щаться очень аккуратно, то поверхность нарушается очень
незначительно. При работе дозирующего устройства меха-
нические повреждения слоя неизбежны, и это всегда вызы-
вает понижение мощности разделения.

Ниже излагаются рекомендации по предварительной
оптимизации нанесения пробы, основанные на обсуждав-
шихся приемах. После их проведения дополнительные
операции по коррекции результатов нанесения не нужны.

1) Необходимо выбирать по возможности наибольшую
концентрацию раствора пробы.

2) Следует выбирать элюент с такими свойствами, при
которых все компоненты пробы характеризовались бы
Я,<0,1.

3) Площадь поперечного сечения иглы дозирующего
устройства должна быть менее 0,5 мм в диаметре. В неко-
торых существующих устройствах для нанесения пробы
капилляры имеют диаметр, равный 0,3 мм.

4) Давление иглы на слой не должно [превышать
100 г/мм2. Это соответствует «давлению» в 5 г при внешнем
диаметре иглы 0,3 мм и внутреннем 0,15 мм. Прежде чем
приступить к проведению дозирования порциями по
0,1 мкл, не повреждая поверхностный слой, следует тща-
тельно подготовиться к этой операции.
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5.3. Дозирование нанолитровых объемов

Дозирование нанолитровых объемов с помощью шпри-
ца типа «Hamilton» и микрометра описано в гл. 8. Исполь-
зование специального держателя позволяет получить высо-
кую точность дозирования, оптимальное давление при
контакте с пластинкой, которое можно регулировать ана-
логично давлению звукоснимателя на пластинку, упрощает
ручные операции.

Для того чтобы достичь хорошего опорожнения капил-
ляра, давление его на слой должно быть минимальным
(достаточно легкой деформации верхней части слоя,
например ~0,0001 мм). Использование платино-иридиевых
капилляров вместо стеклянных значительно улучшает
точность дозирования нанолитровых проб. Эти капилляры
химически инертны, и их внутренняя поверхность имеет
исключительно высокую чистоту, поэтому они практи-
чески не обладают эффектами памяти. Такие капилляры
можно прокаливать; они обладают механической прочно-
стью, что делает их идеальным материалом для контакта
с твердыми ВЭТСХ-слоями.

К преимуществам использования платино-иридиевых
капилляров (рис. 5.1) можно отнести то, что объемы рас-
творов проб различных образцов воспроизводимы в пре-
делах 3—5% отобранного объема. При отборе одной и той
же пробы воспроизводимость составляет ± 0 , 7 % ее объема
(имеется в виду стандартное отклонение 10 отдельных изме-
рений). Большое расхождение в воспроизводимости для
одинаковых и разных проб вызвано тем, что в капилляре
удерживается разное количество раствора в зависимости
от его полярности, вязкости раствора пробы, а также
смачиваемости поверхности капилляра этим раствором.
Максимальный объем дозирования составляет 22 нл на
1 мм капилляра. Капилляр можно прокаливать в пла-
мени. К недостаткам этого устройства для отбора
проб^следует отнести то, что оно выполнено неразбор-
ным.

В ВЭТСХ используют также стеклянно-металлические
капилляры с окошком (рис. 5.2). через которое можно
наблюдать за процессом их наполнения. Это устройство
в сочетании с аппликатором фирмы «Merck» (номер по
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каталогу 10226) очень удобно для проведения обычного
варианта ТСХ. В аппликаторе используются капилляры,
имеющие относительно большой объем, равный 750 нл,
т. е. их объем намного выше, чем это нужно для ВЭТСХ.
Преимуществом стеклянно-металлических капилляров
является то, что их стоимость ниже стоимости платино-
иридиевого капилляра (рис. 5.1) при приблизительно

0,3 мм

Змм

ν = 50нл

С15 мм

Рис. 5.1. Самозаполняющийся
платино-иридиевый капилляр для

дозирования.

Змм

I

ν = 90нл

Рис. 5.2. Стеклянно-металли-
ческий капилляр с окошком
для наблюдения за процессом
наполнения (удобен в сочета-
нии с аппликатором фирмы
«Merck» № 10226 для исполь-

зования в линейной ТСХ).

равной воспроизводимости. Стеклянно-металлические
капилляры позволяют дозировать 50 и 100 нл раствора;
чтобы исключить «эффекты памяти», их трижды промы-
вают новым раствором. К недостаткам стеклянно-металли-
ческих капилляров относится то, что они имеют очень
малый объем, их нельзя прокаливать. Кроме того, для
замены капилляра требуются специальные инструменты.

В ряде случаев для нанесения макроколичеств анали-
зируемого вещества целесообразно совместное применение
платино-иридиевой иглы и измерительного капилляра
(рис. 5.3). Это устройство можно использовать в дози-
рующей системе, описанной в гл. 4, или с упомянутым
выше аппликатором. Капилляр заполняют избыточным
количеством раствора, затем сливают часть раствора до
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желаемого объема. Дозирование проводят с помощью меха-
нического держателя или вручную. При дозировании необ-
ходимо приложить давление контакта, приблизительно
равное 5 г Это можно сделать сравнительно простым спо-

'25мм
- 15000 нл

V = 35 нл

Рис. 5.3. Дозирующее устройст- Рис. 5.4. Легко очищаемый
Τ ΐ ^ Λ Л Г\ Л П Ч ^ ^ Λ • • • • Г* J-Ь Ъ"М- Г^ -ш-ш· w * « » * * - B W w Л . ь

капилляр для дозирования
макропроб постоянного объе-

ма.

во, состоящее из платино-иридие-
вой иглы и измерительного ка-
пилляра, для нанесения мак-
ропроб (можно использовать для
нанесения проб способом, опи-
санным в гл. 4, и в сочетании

с аппликатором).

собом: пластинку размером 5 X 5 см помещают на весы
и уравновешивают, затем прилагают давление, вызываю-
щее отклонение весов, соответствующее 5 г. Это устрой-
ство находит широкое применение, его можно использо-
вать также для качественного ТСХ-анализа (микроразде-
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лений) и нанесения пробы на пластинку в виде линии.
Недостатком такого устройства является то, что в неко-
торых случаях погрешность дозирования достигает
±100 нл.

Хорошие результаты при массовых анализах проб
в настоящее время получают с помощью 100- или 200-
нанолитрового дозирующего платино-иридиевого капилля-
ляра (рис. 5.4). Это устройство используют в дозирую-
щей системе (гл. 8). Магнитный держатель позволяет осу-
ществлять быстрое самонастраивание. Положение пятен
можно воспроизвести с точностью, ^превышающей
±0,1 мм. Это справедливо и для случая, когда приходится
наносить повторные пробы в одно и то же место для того,
чтобы избежать потери вещества при промывании капил-
ляра растворителем. Устройство, показанное на рис. 5.4,
легко очистить.

5.4. Нанесение пробы на смоченный слой

Этот способ нанесения достаточно прост. На линии,
соединяющей слой сорбента и сосуд с элюентом, устанав-
ливают тройник. После соответствующей подготовки слоя
(удаление следов кислорода и воды или приведение сор-
бента в равновесие с газовой фазой посредством различ-
ных полярных растворителей) в данную систему вводят
пробу объемом 20—1000 нл. При этом следует выполнять
следующие условия: мертвый объем дозирующего устрой-
ства не должен превышать'[ нескольких нанолитров,
«эффект памяти» должен отсутствовать.

В связи с этим было бы желательно разработать дози-
рующее устройство для точного и воспроизводимого нане-
сения пробы объемом 20—1000 нл. В таком устройстве
должны отсутствовать эффект памяти, потери и размыва-
ние пробы, неизбежные в других дозирующих устройст-
вах. Операция нанесения пробы не должна смещать
подвижного равновесия фаз, что способствует расширению
области применения непрерывной ТСХ.

Ширина стартового пятна 60

гзависит от конструкции
дозирующего устройства. Она обычно увеличивается,
когда* пробу наносят на смоченный слой. Увеличение 60

вызывает уменьшение мощности разделения. Однако этот

эффект значительно меньше, чем в^случае дозирования
пробы объемом 200 нл.

Требования, предъявляемые к операции дозирования
на смоченный слой, можно свести к следующему. Объем
дозирования должен быть не менее 10 нл. Относительное
стандартное отклонение при повторном дозировании долж-
должно составлять ±0,6%, а абсолютное стандартное
отклонение 1—2% даже при абсолютной величине объема
20 нл (что обеспечивается применением соответствующего
дозирующего устройства, например шаблонов, устройств
для многократного нанесения или электронного дозирую-
щего устройства фирмы «Camag»). При дозировании необ-
ходимо избегать потерь элюата (за счет испарения) или
обогащения (за счет конденсации из газовой фазы). Эта
операция должна занимать мало времени и быть деше-
вой.

Дозирующее устройство для нанесения нанограммовых
проб на слой включает шприц типа «Hamilton» 7101 объе-
мом 1 мкл. Игла шприца вставлена в 0,5-миллиметровую
платино-иридиевую трубку. Это соединение не имеет мерт-
вого объема, оно закрыто 0,5-миллиметровым коническим
тефлоновым уплотнением, действующим подобно кассете
разделительных уплотнений, разработанных в Институте
хроматографии. Диаметр платино-иридиевой трубки посте-
пенно уменьшается от 0,5 до 0,2 мм. Часть трубки с мень-
шим диаметром помещают на слой сорбента ВЭТСХ-пла-
стинки. Устройство приспособлено для использования
вместе с U-камерой фирмы «Camag». На рис. 5.5 представ-
лен внешний вид дозирующих приспособлений (за исклю-
чением устройства, изображенного на рис. 5.2).

Применение описанных дозирующих устройств исклю-
чительно малых размеров позволяет получить 60, равное
приблизительно 0,4 мм, при объеме дозирования 50 нл
и объемной скорости подвижной фазы 0,4 мкл/с. В ходе
экспериментов использовали ВЭТСХ-пластинку с силика-
гелем, а в качестве подвижной фазы — толуол. При нане-
сении проб больших объемов с помощью фокусировки
можно получить величину Ьо, равную 0,3 мм. Этого в прин-
ципе достигают двумя способами.

1. Первым способом является тепловая фокусировка
в круговой ВЭТСХ. Подвижную фазу подводят непре-



Рис. 5.5. Внешний' вид нескольких устройств для неавтоматизи-
рованного дозирования.

Рис. 5.6. Ячейка для дозирования на смоченный слой проб объе-
мом 10—250,000 нл в £/-камере фирмы «Camag».
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рывно с объемной скоростью 0,4 мкл/с. Пробу нано-
сят на смоченный слой. Газ подают в камеру через цен-
тральное дозирующее кольцевое отверстие. Тепло для
полного испарения подвижной фазы подводят к стеклян-
ной пластинке через металлическое кольцо в соответствии

Рис. 5.7. Внешний вид кольцевой зоны, полученной при нане
сении пробы на смоченный слой с последующей фокусировкой

(объем ячейки для дозирования 500 нл).

с методом Уэйсса. При этом можно получить величину
Ьо порядка 0,1 мм и менее.

2. Второй способ заключается в проведении прием·*,
предложенного Бломом и получившего условное название
«химическая^фокусировка».

Метод нанесения образцов на смоченный слой откры-
вает новые перспективы для круговой ТСХ. Вещества,
которые ранее не удавалось проанализировать с помощью
ТСХ, можно в настоящее время разделить хроматографи-
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чески. Свет, кислород и водяной пар подчас мешают про-
цессу разделения или могут вызвать химические превра-
щения проб, нанесенных на сухой слой. Круговая ТСХ
с непрерывным подводом подвижной фазы и нанесением
пробы на смоченный слой является наиболее близким при-
ближением к КЖХ.
]*> На рис. 5.6 показана четкость дозирования на смочен-
ный слой, которую можно получить, если использовать
описанный метод фокусировки. Объем пробы (10 кра-
сителей в толуоле) составляет 500 нл. Ее наносят на
смоченный слой силикагеля ВЭТСХ-пластинки. Макси-
мальная длина пути перемещения подвижной фазы соот-
ветствует внешним кольцевым зонам, где подвижная фаза
полностью испаряется.

Глава 6

ВЫСОКОЭФФЕКТИВНАЯ ТОНКОСЛОЙНАЯ
ХРОМАТОГРАФИЯ.

РЕЗУЛЬТАТЫ РАЗДЕЛЕНИЯ

X. Халпаап, Ж. Рипфан

ΠαΙραηρ Η., Ripphahn J., E. Merck, Darmstadt, BDR

6.1. Введение

Основные параметры, характеризующие закрепленный
на ТСХ-пластинках слой, описаны в работах [1,2]. Адсорб-
ция и десорбция, как было показано, происходят в порах
и на наружных поверхностях гранул сорбента. Специфиче-
ские хроматографические свойства сорбента определяются
средним размером пор, их распределением по размерам,
а также типом группировок атомов на поверхности сор-
бента. Так же как и в жидкостной хроматографии высо-
кого давления, высота тарелки в тонкослойной хромато-
графии в значительной степени зависит от сред-
них размеров частиц сорбента, распределения частиц
по размерам и качества слоя. Однако в ТСХ значительно
труднее провести разделение при оптимальных условиях,
поскольку длительность этого процесса нельзя регули-
ровать путем изменения давления в системе. Длительность
разделения зависит только от величины капиллярных сил
в слое, т. е. от вторичных свойств сорбента.

Высококачественные сорбенты для тонкослойной хро-
матографии изготавливают в промышленных условиях на
заводах и установках в соответствии с последними дости-
жениями технологии, под непрерывным всесторонним тех-
нологическим контролем. Чтобы гарантировать получение
воспроизводимых результатов как в количественном,
так и в качественном анализе, следует придерживаться
тщательно разработанного и стандартизованного метода
изготовления ТСХ-пластинок с определенными свойствами
закрепленного слоя.

8-069
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В заключение подчеркнем, что активность слоя сили-
кагеля зависит от размера ого пор, строения поверхности
и текстуры основного вещества. Стандартные марки сили-
кагелей имеют поры различных диаметров с различным
распределением этих диаметров по величине, но опреде-
ленного объема. Они характеризуются разными поверх-
ностными свойствами и специфическими изотермами
адсорбции воды. Эти параметры определяют хроматогра-
фические свойства сорбентов. Помимо первичных свойств,
связанных с размерами пор и активностью поверхности,
важными характеристиками сорбента являются размеры
частиц и их распределение, которые определяют скорость
потока растворителя в пространстве между отдельными
частицами, а также внутри пор. Длительность разделения,
величины Rf и высота тарелок в значительной степени
зависят от вторичных параметров. Таким образом, стан-
дартизация нескольких видов силикагелей с узким распре-
делением пор и частиц по размерам является необходимым
условием получения воспроизводимых результатов хро-
матографического разделения.

6.2. Методы получения ВЭТСХ-пла-стииок
с закрепленным слоем

В последнее время исследовали соотношения между
первичными и вторичными характеристиками слоев сор-
бента и их хроматографическими свойствами. Результаты
этих исследований обсуждались на семинаре, проводив-
шемся в Институте хроматографии в Бад Дюкгейме
в июне 1975 г. Приводимые здесь результаты публи-
куются впервые.

Материалы, представленные на рис. П. 11 (см. цветные
вклейки в конце книги), можно рассматривать как пред-
варительный результат проведенных авторами исследова-
ний. На этом рисунке изображена круговая хромато-
грамма с эксцентрическим нанесением 50 проб по 20 мкл
каждая. Разделение длится в течение 10 мин, включая
операцию точного дозирования и собственно хроматогра-
фический процесс. Высокая точность анализа обусловлена
хорошим качеством слоя, что подтверждают исследования,
выполненные с помощью электронного микроскопа. Полу-
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чеиные фотографии свидетельствуют об исключительно
плотной упаковке частиц сорбента практически равного
размера, образующих ровную гомогенную поверхность.
На рис. 6.1 представлены фотографии поверхностей обыч-
ных ТСХ-пластинок с закрепленным слоем силикагеля
и высокоэффективных ТСХ-пластинок. Изображения
поверхностей были получены фотографированием слоев,
наклоненных под углом 10° к плоскости фотоаппарата,
совмещенного с микроскопом.

Проведены широкие исследования силикагелевых
покрытий для высокоэффективных тонкослойных пласти-
нок, отличающихся друг от друга размером частиц и тол-
щиной сорбирующего слоя, причем тип силикагеля, свя-
зующего, добавки индикаторов, а также способ суспензи-
рования сорбента и нанесения его на подложку во всех
экспериментах были одинаковы. Разделение проводили
в одних и тех же камерах при постоянных предваритель-
ном насыщении слоя и температуре. В ходе экспериментов
изменяли также длину пути разделения и объем пробы,
вводимой в хроматографическую систему, проводя по 10
параллельных определений. В целом было проведено
3 240 отдельных опытов. Интенсивность отраженного
света измеряли на спектрофотометре PMQ II фирмы
«Opton», аналоговый вывод которого был связан с управ-
ляющей ЭВМ IBM 1800.

В ходе экспериментов определяли следующие пара-
метры:

tj, с — время перемещения растворителя от старто-
вой линии до конечного положения фронта;

ί/ο·> с — время перемещения растворителя от уровня
погружения до стартовой линии;

t, с — время, необходимое для получения хромато-
граммы;

Zf, мм — расстояние, пройденное элюентом от старто-
вой линии до фронта;

Ζ/ο, мм — расстояние, пройденное элюентом от уровня
погружения до стартовой линии;

Zx, мм — расстояние, пройденное веществом;
К, мм2/с — коэффициент скорости;

hR] — процентное содержание вещества в подвиж-
ной фазе;
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Рис. 6.1. Диаграммы фотометрических исследований поверхности

и микрофотографии поверхностей ТСХ-пластинок.
η — поверхность ТСХ-пластинки со слоем силикагеля 60F-254, б — поверх-

ность слоя силикагеля 60F-254 ВЭТСХ-плаотинни для нагго-ТСХ
Сканирование проводили с апертурой 2,5 χ 1,5 мм; в первом случае увеличе-
ние 1 : 24, угол падения 10°, по втором — слой сорбента был обработан краси-

телем цересом фиолетовым, увеличение 1 : 200.
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wx, мм — ширина пика вещества у основания;
Я , мкм — высота тарелки;

Rs — разрешение.
Параметры, определяемые в случае необходимости:

к — коэффициент распределения;
а — относительное удерживание, селективность;

N' — число эффективных тарелок;
JV'/c — число эффективных тарелок в секунду.

На рис. 6.2 и 6.3 представлена графическая зависи-
мость между высотой тарелки и длиной пути разделения
от линии старта до фронта. Длину пути разделения Ζf (мм)
откладывают по оси абсцисс, высоту тарелок (мкм) — по
оси ординат. Это позволяет связать высоту, эквивалент-
ную теоретической тарелке, с процентным содержанием
вещества в фазе, например, 50%. Аналогично определяют
все зоны с содержанием вещества от 20 до 80%. На рис. 6.2
четыре горизонтальных ряда графиков расположены
в зависимости от размера частиц силикагеля. Кривые,
соответствующие более крупным размерам частиц, распо-
ложены сверху, кривые для мелкодисперсных фракций —
снизу. В трех вертикальных рядах толщина слоя сорбента
изменяется приблизительно от 300 до 100 мкм (графики,
относящиеся к более толстым слоям, расположены слева,
а для более тонких слоев — справа). В каждом из опытов
использовали тщательно отобранные и фракционирован-
ные силикагели. Три кривые на отдельной диаграмме
соответствуют (сверху вниз) трем различным объемам
проб, наносимым на слой сорбента, а именно 2, 0,75
и 0,1 мкл, содержащим 2000, 750 и 100 нг индивидуального
вещества. Изменение размеров частиц вызывает уменьше-
ние высоты тарелки от ряда 4 к ряду 3 и от ряда 3 к ряду 2,
тогда как при переходе от ряда 2 к ряду 1 высота тарелки
значительно увеличивается. В вертикальных столбцах,
соответствующих различной толщине слоя, в столбце 1
(минимальная толщина слоя) высота тарелки выше, чем
в столбцах II и I I I , между которыми существует незна-
чительная разница. Оптимальную высоту тарелки можно
подсчитать по отдельным кривым приведенных графиков.

Ход кривой зависит от пределов изменения размеров
частиц силикагеля. В верхнем горизонтальном ряду на
пути разделения 100 мм высота тарелки еще не достигла
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Рис. 6.2. Графики зависимостей // и Zf для пластинок с закреп-
ленным слоем, приготовленных в лаборатории (графики получены
в результате расширенного экспериментального исследования).
В горизонтальных рядах -Ί--1 графики соответствуют изменению размеров
чагтиц от более крупных к более мелким, в вертикальные столбцах III — I

наблюдаемые зависимости соответствуют уменьшению толщины слоя.
В экспериментах использовали следующие количества проб липофильных

красителей' 2 мкл = 2000 нг; 0,75 мкл — 750 нг: 0,1 мкл = 100 нг.
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Рис. 6.3. Графики зависимости величины Η и Zf для промыш-
ленно выпускаемых пластинок.

а -— пластинки с закрепленным слоем силикагеля 60F-254; б—ВЭТСХ-пластин-
ки с силикагелем 60F-254 для нано-ТСХ.

Пробы липофильных красителей наносили в количестве а—2,0 мкл = 2000 нг;
11,75 мкл = 750 нг; 0,1 мкл = 100 нг; б — 0,75 мкл = 750 нг; 0,1 мкл =

= 100 нг; 0,02 мкл = 20 нг.

оптимальной величины. В ряду 3 оптимальная высота
тарелки примерно соответствует длине пути разделения
100 мм, тогда как в ряду 2 путь разделения значительно
меньше и равен приблизительно 50 мм. Следует отметить,
что подъем кривых происходит постепенно с ростом длины
пути разделения. В ряду 4 (тонкодисперсный силикагель)
оптимальная высота тарелки соответствует еще меньшей
длине пути разделения. В последнем случае при опреде-
ленных условиях высота тарелки резко возрастает с уве-
личением длины пути разделения. Таким образом, можно
прийти к заключению, что каждой фракции частиц сор-
бента соответствуют оптимальная длина пути разделения
и, следовательно, оптимальная высота тарелки. Графики
3/П и 2/П построены для сорбентов с размером частиц,
используемым для обычных и ВЭТСХ-пластинок с закреп-
ленным слоем.

Полученные выводы основываются на многочисленных
экспериментах, проведенных на ВЭТСХ-системах, изго-
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Таблица 6.1

Распределение в пространстве растворов различных объемов
по отношению к толщине и поверхности слоя

Объем

1,0

1

1

1

5

10

20

5 0

100

пробы

л
мл
мкл
нл
Η Л

нл
Η Л

нл
и л

Размеры соответствующего кубического объема

100 мм X 100 мм X 100 мм
10 мм X 10 мм X 10 мм

1 мм X 1 мм X 1 мм
100 мкмх 100 мкмХ 100 мкм
171 мкм X 171 м к м х 171 мкм
215 мкм X 215 мкм X 215 мкм
271 мкм X 271 мкм X 271 мкм
368 мкм X 368 мкм X 368 мкм
464 мкм χ 464 мкм X 464 мкм

Толщина

мим

250

200

150

100

50

25

10

П л о щ а д ь

5 нл раствора

1 4 1 X 1 4 1

1 5 8 X 1 5 8

183 X 183

224 X 224

3 1 6 x 3 1 6

4 4 7 X 4 4 7

707 X 707

поверхности с л о я (мнм^)
при перемещении

10 нл раствора

200 X 200

224 X 224

258 X 258

3 1 6 x 3 1 6

447 χ 447
632 X 632

1000 X 1000

, з а н и м а е м а я

20 нл раствора

2 8 3 X 2 8 3

3 1 6 X 316

365 X 3 6 5

4 4 7 X 4 4 7

632 X 632

894 X 894

1 4 1 4 X 1 4 1 4

товленных в лаборатории. Результаты, представленные
на рис. 6.3, были получены на ТСХ-пластинках, выпус-
каемых промышленностью. Последние несомненно лучше,
чем результаты, полученные на пластинках, изготовленных
в лабораторных условиях. Это можно объяснить преиму-
ществами промышленного метода покрытия, обеспечиваю-
щего большую плотность слоя сорбента. На ТСХ-пластин-
ках с закрепленным слоем (а) оптимальная высота тарелки
равна приблизительно 30 мкм. В случае применения
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ВЭТСХ-пластинок (б) высота тарелки составляет прибли-
зительно 12 мкм при меньших объемах вводимых проб.
Для нанесения точно отмеренных проб объемом до 5 нл
удобен шприц емкостью 1 мкл фирмы «Hamilton» с микро-
метром. Этим шприцем можно за 1 мин с высокой точно-
стью нанести приблизительно 10 пятен.

В табл. 6.1 сравниваются различные объемы раство-
ров проб, наносимых на пластинку, и площади образую-
щихся при этом зон в зависимости от толщины слоя. Для
упрощения при расчете не учитывались сферическое рас-
ширение пятна и дополнительные адсорбционные эффекты.
В то время как в классической тонкослойной хроматогра-
фии объем наносимой пробы обычно составляет несколько
микролитров, в высокоэффективной тонкослойной хрома-
тографии он должен быть значительно ниже и измеряться
в нанолитрах. Объем 100 нл соответствует кубу с длиной
ребра 464 мкм, таким образом, объемы 20, 10 и 5 нл соот-
ветствуют кубу с длиной ребра 271, 215 и 171 мкм. Из
таблицы следует, что площадь пятна расширяется с умень-
шением толщины слоя. При толщине слоя 10 мкм проба
объемом 10 нл должна занять площадь 1 мм2, что означает
крайне нежелательное размывание стартовой точки. В
соответствии с таблицей до сих пор используемую в ТСХ
толщину слоя, равную приблизительно 200 мкм, можно
считать оптимальной и для ВЭТСХ.

6.3. Характеристики ПЭТ С X -пласт инок

В табл. 6.2 представлено число действительных ступе-
ней разделения, соответствующее разной длине пути раз-
деления Zf как функции высоты тарелки Н. При расчетах
исходят из максимальной величины hRf, равной 80, кото-
рая чаще всего встречается при хроматографическом раз-
делении в нормальных камерах (N-камера). В ВЭТСХ
можно получить высоту тарелки в пределах 10 —15 мкм,
что обеспечивает несколько тысяч ступеней разделения
в зависимости от длины пути разделения.

В табл. 6.3 представлено число полных разделений
пар соседних зон анализируемых веществ. При расчете
снова исходили из максимальной величины hRj, равной
80, применительно к различным Zt и Н. В качестве основы



Таблица 6 2

Число эффективных ступеней разделения Л"' в зависимости
от высоты тарелки и длины пути разделения

Максимальное значение W?y = 80

Высота тарелки
Я (ЛД.=50),

мкм

50

4 0

30

2 5

20

15

10

5

Д л и н а пути разделения (/гй^=80) Z,, мм

25 при
Ζ χ = 2 0 мм

4 0 0

500

667

800

1 0 0 0

1 333

2 000

4 000

50 при
Ζχ=ι>0 мм

800

1 0 0 0

1 3 3 3

1 6 0 0

2 0 0 0

2 667

4 000

8 000

75 при
г ж = 6 0 мм

1200

1500

2 000

2 400

3 000

4 000

6 000

12 000

100 при
Ζ χ = 8 0 мм

1 6 0 0

2 000

2 667

3 200

4 000

5 333

8 000

16 000

П р и м е ч а н и е . Ζ ̂ ,—длина пути перемещения вещества.

Таблица 6.3

Число полных разделений веществ (4 σ-разделенин в соответствии
с i £ s = l ) в зависимости от высоты тарелки и длины пути

разделения

Максимальное значение hRf = 80

Высота тарелки

50

4 0

30

25

20

15

10

5

Длина пути разделения

25 при

гж=^20 мм

6,3

7,1
8,2

8,9

10,0

11,5

14,1

20,0

50 при
Ζχ=ί0 мм

8 , 9

1 0 , 0

1 1 , 5

1 2 , 6

1 4 , 1

1 6 , 3

2 0 , 0

2 8 , 3

Zf (hJ?y=80)

7 5 при
= 6 0 мм

1 0 , 8

1 2 , 2

1 4 , 1

1 5 , 5

1 7 , 3

2 0 , 0

2 4 , 5

3 4 , 6

, мм

100 при
Ζ χ = 8 0 мм

1 2 , 6

1 4 , 1

1 6 , 3

1 7 , 9

2 0 , 0

2 3 , 1

2 8 , 3

4 0 , 0
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взято также 4о-разделение, соответствующее разрешению
Rs — 1. Важным достижением ВЭТСХ является большое
число полных разделений, получаемых при малых Zf

и высоте тарелки 10—15 мкм, т. е. в наиболее интересном
интервале. Поскольку разрешение Rs обратно пропорцио-
нально величине 2VH, уменьшение высоты тарелки от
~30 мкм (для традиционных ТСХ-пластинок с закреплен-
ным слоем) до ~12 мкм (для ВЭТСХ-пластинок) соответ-
ствует улучшению разрешения приблизительно на 60%,
т. е. значительному выигрышу в эффективности. Взаимо-
связь между высотой тарелки и разрешением представлена
в табл. 6.4.

Таблица 6.4
Соотношения между высотой тарелки и разрешением

Высота
тарел-
ки Н ,

мкм

5

10

И
12
13
14
15

20
25

30
35

40
45

50

100

71

58

50
45

41
38

35
33

32

141

100

82

71
63

58
53

50
47

45

173

123

100

87
78

71
66

61
58

55

Разрешение

200

141

116]

100

89

82

76

71

67

63

224

158

129

112

100

91

8 5

79

75

71

2 4 5

173

165

158

152

146

141

123

110

100

93

87

82

77

265

187

153

132

118

108

100

94

88

84

283

200

163

141

126

115

107

100

94

89

300

212

173

150

134

123

ИЗ

106
100

95

316

224

183

158
141

129
120

112
105

100
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На рис. 6.4 показана зависимость hRf, высоты тарелки
Η и коэффициента скорости К от Zf при разделении линей-
ным методом в N-камере с насыщенной атмосферой. При
увеличении длины пути разделения вследствие испарения
растворителя величины hR} красителей, фиолетового (Ф),

ρ" I

25

20

15

10

- 4

- 3

- 2

- 1

гЮО

80

-60

-40

-20

V О •
ю 20 30 40 50 Zf,MM

Рис. 6.4. Влияние длины пути разделения на хроматографические
параметры (величины hRf, Η, К).

Условия эксперимента; N-камера с насыщенной атмосферой, элюент — бензол,
объем пробы 20 нл = 20 нг; проводили 8 параллельных измерений.

зеленого (3) и голубого (Г) уменьшаются. По этой же при-
чине коэффициент скорости К возрастает с увеличением
длины пути разделения Z/ и длительности разделения,
поскольку в этом случае для наполнения капилляров
требуется меньшее количество элюента. Как уже было
показано на рис. 6.2 и 6.3, с удлинением пути разделения
Z/ с 10 до 50 мм высота тарелки Η уменьшается.

В табл. 6.9 представлены элюотропные ряды обычно
используемых растворителей и их важнейшие хроматогра-
фические и физические характеристики, определенные при
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среднем распределении размеров пор силикагеля в адсорб-
ционной хроматографии и при использовании гидрофиль-
ных неподвижных фаз в распределительной хроматогра-
фии. Для определения коэффициента скорости К при раз-
личных Zf (а в нескольких случаях и при различных тем-
пературах) применяли ТСХ-пластинки с силикагелем
60 фирмы «Merck». Соответствующие результаты для высо-
коэффективных тонкослойных пластинок с силикагелем
60 фирмы «Merck» несколько ниже. По мере возрастания
К время разделения уменьшается.

В начале элюотропных рядов помещены липофильные
растворители, а в конце — гидрофильные. Применение
более липофильных растворителей, как правило, приво-
дит к уменьшению величины Rf, в то время как более гид-
рофильные растворители приводят к ее увеличению.

В ТСХ элюент удаляют перед детектированием, и
поэтому разделение можно проводить растворителями
с различными функциональными группами, поскольку
в отличие от колоночной хроматографии здесь не надо
учитывать такие факторы, как, например, пропускание
УФ-излучения и коэффициент преломления подвижной
фазы. Кроме того, возможности селективного разделения
в ТСХ значительно шире, чем в колоночной жидкостной
хроматографии. При выборе растворителей для массовых
анализов следует отдавать предпочтение элюентам с боль-
шим К, обеспечивающим более быстрое разделение. В спе-
циальных случаях можно использовать бутиловый и про-
пиловый спирты, несмотря на то что они имеют очень низ-
кие величины К.

В табл. 6.5 представлена зависимость времени t для
линейного разделения восходящим методом от значений
К и Zf. При проведении экспериментов расстояние между
уровнем растворителя, в который опускали пластинки,
и линией нанесения проб равнялось 5 мм. Поскольку
в уравнение объемной скорости в ТСХ входит величина
Z), с увеличением длины пути разделения длительность
разделения значительно возрастает, в особенности при
использовании растворителей с низкими значениями К.
Таким образом, эффективность разделения, выраженная
через число эффективных ступеней разделения TV'/с, для
малых значений Zf и для слоев сорбента с малыми значе-



Таблица 6.5

Соотношения между временем разделения t (мин)
и коэффициентом скорости и длиной пути разделения

4_ (Zf + b)*

Коэффициент
скорости К,

ММ2/С

2

5

1 0

1 5

2 0

2 5

3 0

Длина пути разделения Ζ, , мм

25

7 , 5
3 , 0
1,5
1,0
0 , 8
0 , 6
0 , 5

50

2 5 , 2
1 0 , 1

5 , 1
3,4
2 , 5
2 , 0
1,7

7 5

5 3 , 3
2 1 , 3
10,7

7 , 1
5 , 3
4 , 3
3 , 6

100

9 1 , 9
3 6 , 8
1 8 , 4
1 2 , 3

9 , 2
7,4
6 , 1

Таблица 6.6

Зависимость эффективности разделения (согласно хроматограмме)
выраженная как число эффективных ступеней разделения N'/c,

от высоты тарелки и длины пути разделения

Максимальная величина hRj=80

Высота тарелки
Η (hHy-=50),

мим

50
4 0
30
25
20
15
10

5

Д л и н а пути разделения Z-, мм

25 при
Ζ χ = 2 0 мм

44
56
74
89

111
148
222
444

50 при
Ζχ=ί0 мм

26
33
44
53
66
88

132
264

75 при
2 ж = 6 0 мм

19
2 3
31
38
47
63
94

188

100 при
2 ^ = 8 0 мм

15
18
24
29
36
4 8
73

145
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Таблица 6.7
Взаимосвязь между величиной сопротивления потоку

и размерами частиц при упаковке слоя сферическими частицами
Статистическая плотность заполнения объема слоя сорбента 63%

Диаметр
сферических
частиц, мкм

1
2
3
4
5

1 0
25
5 0

Число сферических
частиц на 1 мкл

(ммЗ)

1,2-10»
1,5-Ю8

4,5-10'
1,9-10'
1,0-10'
1,2-10*
7,7-Ю4

1,0-104

Число «полостей»
между сферическими

частицами на
1 мкл (ммЗ)

3,6-10 9

4,5-Ю9

1,3-108
5,6-10'
2,9-10'
3,6·10β

2,3-105
2,9-Ю4

Отношение
числа «полостей»

125
16

5
2
1
1/8
1/125

1000
125

37
16

8
1

1/16
1/1000 1/125

ниями Я значительно выше, чем для больших значений
Zf и для больших и, следовательно, нежелательных зна-
чений Н. Эти соотношения представлены в табл. 6.6.
При расчете исходили из максимального значения hRf =
= 80 и К = 10 мм2/с. На пластинке параллельно разде-
ляли 10 образцов. Разрешение и число разделений воз-
растают с увеличением длины пути разделения, несмотря
на менее удовлетворительную эффективность разделения
(N'/c).

Взаимосвязь между размером частиц и сопротивлением
потоку изучали на слое сорбента, состоящем из сфериче-
ских частиц со статистически плотной пространственной
упаковкой. Находящийся в слое растворитель под дей-
ствием капиллярных сил движется в пространстве между
твердыми частицами. Чем меньше промежуточное про-
странство и больше число частиц, тем выше сопротивление
потоку, но одновременно тем быстрее интенсивный обмен
вещества внутри каналов, образованных частицами сор-
бента. В табл. 6.7 сравнивается упаковка слоя сфериче-
скими частицами сорбента диаметром 10 и 5 мкм. В послед-
нем случае внутренняя поверхность каналов в 8 раз
больше.
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6.4. X рома т огра фические хара ипге ристи к и

6.4.1. Влияние на хроматографическое разделение
типа камеры, активности сорбента
и растворителя

Как показано на рис. 6.5 и 0.6, хроматографические
характеристики зависят от типа используемой камеры
и активности сорбента. На левой стороне оси абсцисс

I

8

6

4

2

ч л п

_

- ιυυ

-80

-60

-40

-20

Уу

X
ι

hRf
τ

Ψ1
чч

ч
ч

Ψ2
ч
3^
ч ч

Ч ч

г\

\

/
/ /

/ /

С-I\ 20
тjit

^ *

"—"^

' /
У

I
40

"

/
у

I
60

S з

,г
/
f

I
80 Ά

Рис. 6.5. Влияние различных типов камер [iV-камера с насыщен-
ной атмосферой (I), сэндвич-камера (II)] и различных величин
относительной влажности [камера «Vario» KS (III)] на величины

hRf π К.
Условия экспоримснта; Z^ = 50 мм, элюент — бензол, объем пробы для каж-

дого липофилыюго красителя 30 ил = .40 нг.

отложены характеристики условий, существующих в N-
камере с насыщенной атмосферой, в так называемой
«сэндвич-камере» с расстоянием между поверхностью сор-
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Рис. 6.6. Влияние различных типов камер [JV-камера с насы-
щенной атмосферой (I), сэндвич-камера (II)] и различных вели-
чин относительной влажности [камера «Vario» KS (III)] на ве-

личины Η и Rs.
Условия эксперимента: Zj — 50 мм, элюент — бензол, объем пробы для каж-

дого липофильного красителя 30 нл = 30 нг.

бента и крышкой, равным 1 мм, и в камере типа «Vario»
KS. На правой стороне оси абсцисс отложены значения
относительной влажности сорбента от 0 до 80 %. Значения
hRf и К на рис. 6.5, а также величины Η и разрешения
пар соседних веществ (рис. 6.6) отложены на ординатах.
При сравнении работы N-камеры с насыщенной атмосфе-
рой и сэндвич-камеры наблюдается значительное увели-
чение hRf, в особенности в интервале более высоких зна-
чений, поскольку в этих условиях трудно осуществить
предварительное насыщение слоя из газовой фазы. По
этой же причине величины К меньше, т. е. время пере-
мещения несколько возрастает.

Возрастание величин Rf при повышении влажности
в камере «Vario» KS обусловлено более высокой селектив-
ной дезактивацией сорбента. Незначительное увеличение
высоты тарелки в сэндвич-камере по сравнению с N-каме-

9-069
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рой с насыщенной атмосферой пока не получило удовле-
творительного объяснения и, возможно, связано с увели-
чением времени разделения. Значительное увеличение
высоты тарелки при повышении относительной влажности
в камере «Vario» KS можно объяснить дезактивацией сор-
бента, т. е. гидрированием силанольных групп.

Улучшение разделения двух соседних веществ в сэнд-
вич-камере по сравнению с N-камерой с насыщенной атмо-

40 80

Рис. 6.7. Зависимости К от Zf для различных растворителей
(а — д) и различных типов камер.

1 — JV-камера с насыщенной атмосферой; 2 — открытая iY-камера; З — санд-
вич-камера с расстоянием между крышкой и поверхностью пластинки 1 мм.
Злюенты: а — н-гексан (полярность 2); б — четыреххлористый углерод (6);

в — бензол (10), г — пропанол-1 (21); θ — ацетон (23).
е — степень заполнения пор (в процентах) по ходу движения различных элю-
ентов R iV-камере с насыщенной атмосферой в зависимости от длины пути

разделения.

сферой относят главным образом за счет большой разницы
в величинах hRf. С другой стороны, ухудшение разделения
па сорбентах с большей влажностью в камерах «Vario» KS
можно приписать возрастанию высоты тарелки.

На рис. 6.7 представлена зависимость коэффициента
скорости К от расстояния, на которое переместится каж-
дый из пяти растворителей: н-гексан, четыреххлористый
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углерод, бензол, пропанол-1 и ацетон в трех различных
типах камер: N-камере с насыщенной газовой атмосферой,
сэндвич-камере и открытой N-камере. Открытую N-камеру
можно не рассматривать по отношению к другим видам
камер в связи с разницей в эффектах испарения, благодаря
которым величины К для этого типа камер значительно
занижены, а время разделения существенно завышено.

В сэндвич-камере величины К должны быть постоян-
ными независимо от длины пути разделения, что было
подтверждено в случае бензола и пропанола-1. Сильное
возрастание величины К в случае применения ацетона для
значений Zf, не превышающих 100 мм, предполагает пред-
варительное насыщение сорбента из газовой фазы благо-
даря высокому давлению паров ацетона Это происходит
даже в сэндвич-камере с расстоянием между поверхно-
стью сорбента и крышкой 1 мм. Уменьшение К для гексана
при Zf > 70 мм и для четыреххлористого углерода при
Zf > 60 мм можно объяснить только эффектами испаре-
ния. Степень предварительного заполнения пор сорбента
из газовой фазы в зависимости от Zf можно рассчитать по
величине К, которая различна для N-камеры и 1-милли-
метровой сэндвич-камеры. Соответствующие данные при-
ведены в нижней правой части рис, 6.7. Было показано,
что, например, в N-камере с насыщенной атмосферой при
использовании бензола с Zf 100 мм поры слоя сорбента
заполнены растворителем в среднем более чем на 30%.
На основании полученных данных пришли к выводу, что
при выборе растворителя или системы растворителей
в качестве элюента (табл. 6.9) необходимо учитывать
такие характеристики, как удельная масса, температура
кипения, давление паров и теплота испарения. Такой
подход тем более важен в случае использования смесей
растворителей. В соответствии с нашими собственными
исследованиями поверхностное натяжение растворителей
не играет сколько-нибудь заметной роли в хроматогра-
фическом разделении. В присутствии сорбента величина
у, очевидно, изменяется в значительной степени. Однако
вязкость растворителя является очень важным фактором,
влияющим на величину К и, следовательно, на t. Умень-
шение вязкости при повышении температуры оказывает
положительное влияние на величину К. Параметры, харак-

9*
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Рис. 6.8. Влияние природы растворителя на величины hRp Η, α.
Условна эксперимента: Лт-камера с насыщенной атмосферой, Ζ, = 50 мм, объем

пробы для каждого липофильного красителя 50 нл = 50 нг,

теризующие полярность растворителей, представленные
в табл. 6.9, такие, как, например, диэлектрическая про-
ницаемость, дипольный момент, коэффициент полярности
растворителя и величины Ρ', по мнению Снайдера, не свя-
заны друг с другом полностью. Они также не соответствуют
нашим собственным измерениям последовательности изме-
нения полярности элюентов. Произведение коэффициента
скорости К на коэффициент вязкости η совпадает практи-
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чески для всех растворителей, за исключением пентана,
mpem-бутилового спирта, диэтилового эфира, диоксана и
пиридина. Это значит, что скорость движения элюента
зависит от вязкости.

На конкретных примерах (рис. 6.8) показана взаимо-
связь между некоторыми хроматографическими характе-
ристиками и используемыми растворителями. В соответ-
ствии с последовательностью полярностей, представлен-
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Рис. 6.9. Зависимость стандартного отклонения величин hRf от
длины пути разделения.

Условия эксперимента: iV-камсра с насыщенной атмосферой, элюснт — бензол,
объем пробы каждого липофильного красителя 20 нл = 20 иг; наносили парал-

лельно восемь образцов на расстоянии 10 мм друг от друга.

ных в табл. 6.9, адсорбция вещества на сорбенте умень-
шается в ряду от ксилола до диизопропилового эфира,
что ведет к возрастанию величины Rf. При использовании
диизопропилового эфира результаты разделения трех
красителей: фиолетового, зеленого и голубого — не позво-
ляют говорить о значительной разнице в величинах
адсорбции. Об этом свидетельствует также уменьшение
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селективности а в ряду от ксилола до диизопропилового
эфира. Уменьшение адсорбции от более липофильных
к менее липофильным растворителям подтверждается
увеличением диффузии пятен, которое в свою очередь при-
водит к возрастанию высоты тарелки Η и ухудшению каче-
ства разделения.

Для того чтобы получить согласующиеся величины
hRf по всей ширине слоя, длина пути разделения должна
быть минимальной, несмотря на имеющуюся возможность

125 -
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50

10 20 30 40 50 Zf,MM

Рис. 6.10. Зависимость площади пиков (мВс) для трех различных
красителей от длины пути разделения.

Но оси ординаг отложены соотношения площадей пиков по отношению к кра-
сителю зеленому (100) со средними величинами Н^.

Условия эксперимента: JV-камера с насыщенной атмосферой, элюент — бензол,
объем пробы каждого красителя 20 нл = 20 нг [церес фиолетовый BRN (Ф1),
краситель голубой (Г), церес зеленый (3)]; детектирование проводили, пзм(-
ршг интенсивность отраженного света при 586 нм; восемь параллельных изме-

рений.

с высокой точностью поддерживать параметры хроматогра-
фического разделения постоянными (условия предвари-
тельного насыщения в камере и температуру) (рис. 6.9).
Выполняя это условно, получают стандартное отклонение
величин hR} менее 1 °о для фиолетового красителя с самой
высокой величиной hRj, равной 0,0—0,7 (при Z/ олюента
~35 мм и Zx вещества приблизительно 20 мм). Два дру-
гих красителя — зеленый и голубой — с меньшими абсо-
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лютными значениями Zx имеют соответственно менее удов-
летворительные стандартные отклонения величин hRf.
Ошибки возникают при нанесении веществ на один и тот
же уровень (линию старта) (имеются в виду не собственно
ошибки дозирования) или при первоначальном смачивании
слоя. Эти отклонения постепенно сглаживаются во время
движения растворителя.

При изменении Zf изменяются и соотношения между
площадями зон индивидуальных веществ, что проиллю-
стрировано рис. 6.10. Следовательно, в случае примене-
ния внутреннего стандарта для количественных опреде-
лений необходимо на всей пластинке поддерживать соот-
ветствующие значения Rf. Хорошее соответствие между
величинами Rj можно проследить на рис. П.7 и П.9 (см.
цветные вклейки в конце книги). В этом случае на слой
сорбента с помощью шприца фирмы «Hamilton» наносили
по 30 нл каждого раствора в виде пятен и, кроме того, 1 мкл
раствора наносили в виде линии длиной 80 мм с помощью
шприца фирмы «Hamilton» и автоматического апплика-
тора. Разделение проводили в N-камере с насыщенной
атмосферой при стандартных условиях.

6.4.2. Влияние температуры

Рисунки, представленные в этом разделе, иллюстри-
руют взаимосвязь между некоторыми хроматографиче-
скими параметрами и температурой при использовании
липофильных и гидрофильных систем растворителей в N-
камере с насыщенной атмосферой и сэндвич-камере.
Было установлено, что при изменении температуры от 22
до 60° С величина К для липофильных систем растворите-
лей сильно возрастает. В этом же интервале температур
наблюдается возрастание К и для гидрофильных систем.
Его можно объяснить уменьшением вязкости используе-
мого растворителя и увеличением давления его паров.
В N-камере предварительное насыщение сорбента из газо-
вой фазы с повышением температуры сильно возрастает,
что подтверждается снижением величины Rf (рис. 6.11).
С повышением температуры разрешение двух соседних
реществ, особенно при разделении липофильными раство-
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О hRc липошильиые
системы

• hRf гифо/рильше
системы

100 г

80

60

40

20

Q
20 40 60 80 7"°С '

Рис. 6.11. Влияние температуры в iV-камере на величины hRf.
Объем пробы каждого липофильного красителя 20 нл = 20 нг; в качестве элю-
ента использовали толуол; объем пробы каждой гидрофильной аминокислоты
50 нл = 10 нг; элюировали смесью пропилового спирта и воды в соотношении

80 : 20 или нингидрином.
1 — голубой краситель; 2 -- fi-аминокислота; з — а-амипокислота; 4 зеле-

ный краситель; 5 — фиолетовый краситель.

рителями, значительно ухудшается (рис. 6.12). Сильное
предварительное смачивание сорбента из газовой фазы
приводит к тому, что для собственно хроматографиче-
ского процесса остается незаполненной только часть пор
в сорбенте.
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Результаты, полученные в сэндвич-камере, более прием-
лемы. При повышении температуры до 60°С для липо-
фильных и гидрофильных растворителей не наблюдается
сколько-нибудь значительного уменьшения величины Rf,

5 -

гидросрильные

лино/рилыше

20 40 60 80 Т,°С

Рис. 6.12. Влияние температуры в N-камере на величины Rs.
Система липофильных растворителей: 20 нл = 20 нг (для каждого липофильного

красителя), элюент — толуол.
Система гидрофильных растворителей; 50 нл = 10 нг для каждой аминокисло-
ты; элюент — смесь пропилового спирта и воды в соотношении 80 : 20 или

нингидрин.
1 — система фиолетовый краситель — α-аминокислота; 2 — система фиолето-
вый краситель I — зеленый краситель; з — система зеленый краситель —

голубой краситель.

тогда как длительность процесса уменьшается, особенно
для гидрофильных растворителей (рис. 6.13). Некоторое
ухудшение разрешения при повышенных температурах,
наблюдаемое для липофильных элюентов, можно объяс-
нить увеличением диффузии; при этом для гидрофильных
растворителей (рис. 6.14) наблюдается лишь очень незна-
чительное ухудшение разрешения. Из приведенных дан-
ных ясно, что при проведении хроматографического раз-
деления при повышенной температуре следует исполь-
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Рис. 6.13. Влияние температуры в сэндвич-камере на величины
hRf и К.

Система липофильных растворителей: 20 ил = 20 иг (длн каждого лшюфиль-
пого красителя); элюент — толуол.
Система гидрофильных растворителей: 50 нл — 10 нг (для каждой аминокисло-
ты); плюент — смесь нропилового спирта и воды в соотношении 80 : 20 или

нингядрин.
I — величина К, ым2/с гидрофильного элюента; 2 — голубой краситель;
•3 — β-амшюкислота; 4 — величина К лииофилыюго элюента, мм2/с; 5 — а-
аиичог;ислота; β — зеленый краситель; 7 — фнолетоный краситель: 8 — фиоле-

товый краситель I.
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Рис 6 14. Влияние температуры в сэндвич-камере на величины
Л..

Система липофильных ( ) растворителей: 20 ил =- 20 нг (для каждого лиио-
филыюго красителя); элюент — толуол.

Система гидрофильных (— — —) растворителей 50 нл — 10 нг (дли каждой
аминокислоты); элюеит — смесь пропилового спирта π воды η соотношении

80 : 20 или нингицрин.
I — система фиолетовый краситель — α-аминокислота; 2 — система фиолето-
вый краситель Τ — зеленый краситель; я — система зеленый краситель —

голубой краситель
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зовать элюенты с низким давлением паров. В этом случае
уменьшается время разделения, хотя авторы не уверены
в улучшении разделения.

6.4.3. Различия между линейной
и круговой хроматографией

На приведенных ниже диаграммах сравниваются неко-
торые хроматографические характеристики линейного
и кругового разделения. В качестве основы для сравнения
взяты различные величины Zf элюента. Разделение про-
водили восходящим способом в N-камере с насыщенной
атмосферой или в чашке Петри, подавая растворитель
к перевернутой пластинке через подводящий фитиль диа-
метром 2 мм. На рис. 6.15 сравнивается разрешение Rs

двух пар красителей при разделении линейным и круго-
вым методами с помощью липофильного элюента. В кру-
говом методе пробу наносили в центр пластинки. В обоих
случаях величину Zf измеряли от точки подвода раство-
рителя. При разделении двух веществ с высокими значе-
ниями Ri, например фиолетового и зеленого красителей,
разрешение Rs (изменяется от 20 до 50 мм) значительно
увеличивается в линейном варианте и в меньшей степени
в круговом методе. Только при Zf = 20 мм оба метода
дают равноценную эффективность разделения. При Zf =
= 50 мм соотношение разрешений составляет 5,1 : 3,4,
причем большая величина относится к линейной хромато-
графии, что соответствует относительному улучшению
разделения на 50%. Этот результат получен при сравне-
нии эффективности разделения двух веществ с меньшими
величинами Rf, например зеленого и голубого красителей.
В последнем случае значительное улучшение разрешения
с возрастанием длины пути разделения наблюдается в обоих
методах. Когда Zf = 20 мм, разрешение, полученное кру-
говым методом, на 24% выше, чем линейным, но при Zf -----
= 50 мм эта величина уменьшается до 3%. Приведенные
результаты подтверждают хорошо известный факт, что кру-
говую хроматографию лучше использовать для разделе-
ния веществ с более низкими значениями Rf.

На рис. 6.16 и 6.17 сравниваются другие хроматогра-
фические параметры двух методов. При эксцентрическом
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нанесении проб в круговой ТСХ их объемы аналогичны
объемам проб в линейной ТСХ. В линейном варианте ТСХ
с увеличением Zf величина Rf уменьшается относительно
слабо, а в круговом варианте — очень сильно. Это обуслов-

5,46

2,71

20 30 40 50
Линейная ТСХ

20 30 40 50

Кругоаая ТСХ
Zf,MM

Рис. 6.15. Сравнение величин Rs в линейной и круговой (подвод
элюента в центр) ТСХ в зависимости от длины пути разделения.
Условия разделения в линейной ТСХ: JV-камера с насыщенной атмосферой;
объем пробы для каждого липофильного красителя 20 нл = 20 нг; элюент —

бензол.
Условия эксперимента в круговой ТСХ; чашка Петри; подвод элюента в центр;
объем пробы для каждого липофильного красителя 1,5 мил = 1,5 мкг; элю-

ент — бензол; ширина апертуры 2 мм.

лено природой самих методов. В случае применения кру-
говой ТСХ в чашке Петри расстояние между растворителем
и слоем сорбента невелико, что приводит к сильному пред-
варительному насыщению сорбента из газовой фазы.
По этой же причине с увеличением Zf возрастает К. Мето-
дом круговой ТСХ можно получить значительно более
низкие значения коэффициента К, которые составля-
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Рис. 6.16. Сравнение величин hRf, К в линейной и круговой
(эксцентрическое нанесение) ТСХ в зависимости от длины пути

разделения.
а — условия разделения в линейной ТСХ: N-камера с насыщенной атмосфе-
рой; объем пробы для каждого липофильного красителя 25 нл = 25 нг; элю-

ент — бензол.
б — условия разделения в круговой ТСХ; чашка Петри; объем пробы для

каждого красителя 25 лл — 25 нг; Z,^ — 15 мм; олтонт — бензол.
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Рис. 6.17. Сравнение величин // и Rs в линейной и круговой
(эксцентрическое нанесение) ТСХ в зависимости от длины пути

разделения Zf.
Условия разделения в линейной (а) ТСХ: N-камера с насыщенной атмосферой;
объем пробы каждого липофильною красителя 25 нл = 25 нг; элюент — бензол.
Условия разделения в круговой (б) ТСХ; чашка Петри: объем пробы для каш-
огод липофильного красителя 25 нл = 25 пг; Z^ = 15 мм; элюент — бензол.
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ют приблизительно треть значений, получаемых
в линейном варианте. Следовательно, в круговой ТСХ
время разделения должно быть в 3 раза больше, чем
в линейной, при одном и том же Zj (рис. 6.16). Как можно
установить из рис. 6.17, в линейном варианте высота таре-
лок меньше. При сравнении разрешения становится также
ясно, что два вещества с более высокими значениями Rf,
например Φ1/3, лучше разделять линейным методом. При
разделении двух веществ с низкими величинами Rf, напри-
мер зеленого и голубого красителей, оба метода дают прак-
тически одинаковые результаты.

6.5. Преимущества ВЭТСХ

На рис. 6.18 представлена зависимость ширины пиков
вещества wx у основания от длины пути разделения Z/,
изменяющегося в пределах от 20 до 70 мм. Три графика
(слева направо) соответствуют пробам липофильных кра-
сителей в количестве 750, 100 и 20 нг. Размывание пиков
различно для различных веществ. Оно всегда больше для
зеленого красителя со средней величиной Rf и меньше
для голубого с более низким значением Rf. Во время
перемещения фиолетового красителя с большим Rf
на относительно малое расстояние наблюдается лишь
небольшое размывание пиков, однако с увеличением рас-
стояния размывание усиливается. Чем меньше количество
нанесенного вещества, тем меньше размывание ширины
пиков веществ у основания. Обсуждаемые соотношения
приведены в табл. 6.8; в нее включено также сравнение
размеров пробы в ВЭТСХ и колоночной хроматографии.
Исходя из максимальной ширины пиков у основания,
рассчитывают объем сорбента, необходимый при нанесении
пробы в количестве 20 нг. Он составляет 3—42 мм3 и соот-
ветствует Zf от 10 до 70 мм. Пересчитывая эти результаты
для колонок соответствующей длины, получают величину
внутреннего диаметра в пределах 0,6—0,9 мм. Колонки
с такими малыми диаметрами вряд ли найдут применение
в высокоэффективной колоночной жидкостной хромато-
графии. На основании этого можно утверждать, что при
разделении на ВЭТСХ-пластинках удовлетворительных
результатов можно добиться на удивительно малом объеме
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Зависимость объема сорбента, необходимого для проведения
разделения, от длины пути разделения и количества пробы

Раяделенттр проводили в N-камере с насыщенной газовой
атмосферой; элюент — бензол

Длина пути
разделения,

мм

20
30
40
50
60
70

20
30
40
50
60
70

Максимальная
ширина лика,

мм

Объем сорбента, необходимый для
разделения

ВЭТСХ мм»

рассчитанный для колонки

длиной, мм диаметром,
мм

Количество
2,59
2,98
3,34
3,67
3,96
4,20

Количество
1,97
2,28
2,57
2,84
3,07
3,41

Количество

пробы 750

10,4
17,9
26,7
36,7
47,5
58,8

пробы 100
7,9

13,7
20,6
28,4
36,8
47,7
пробы 20

20
30
40
50
60
70

20
30
40
50
60
70

0,812
0,817
0,922
0,967
1,004
1,034

0,708
0,762
0,809
0,850
0,884
0,931

10
20

30

40

50

60

70

1,33

1,69

2,00

2,30

2,56

2,79

2,98

2,7

6,8

12,0

18,4

25,6

33,5

41,7

10

20

30

40

50

60

70

0,582

0,656

0,714

0,765

0,807

0,843

0,871

сорбента с оптимальной упаковкой частиц, составлящем
всего 10—30 мкл.

ВЭТСХ-пластинки покрыты оптимальным стандарти-
зованным слоем. Тип сорбента, размер частиц и интервал
10-069
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0,36
0,94
0,57
0,68
0,57
0,63
0,56
0,43
0,35
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0,24
3,71
0,39
0,59
2,27
0,44
2,09
0,43
0,32
1,14
1,21
0,47
0,52
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0 , 3 2
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1,79
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1,35
0 , 3 6
1,40

0 , 2 7
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0 , 9 2
0 , 3 8
0 , 4 5
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V
(20°С),
дип/см

2 0 , 4
1 8 , 4
1 6 , 0

2 7 , 0

2 8 , 1
2 8 , 9
2 7 , 1
2 6 , 5
3 2 , 0

1 7 , 0

2 9 , 3
2 2 , 7
2 1 , 7
2 3 , 9
2 3 , 8
2 4 , 6
2 3 , 7
2 2 , 8
3 3 , 7

2 2 , 6

Растворители расположены в порядке возрастания полярности от л и п о
" При определении коэффициента скорости К и с п о л ь з о в а л и ТСХ-пластинки

сыщепной атмосферой.
в Н и ж н и й предел длин волн УФ-излучения; толщина с л о я в см; вещество
г Температуру кипения измеряли при атмосферном давлении 760 м м р т . ст.
д Относительная теплота испарения (для диэтилового эфира эта величина
е Л Д К — предельно допустимая концентрация (ч. н. млн).

ж Диэлектрическая проницаемость, по данным Уолмэна [Wollmann, P h a r
я Дипольные моменты, рассчитанные по данным Онзагера (но данным Уол
" Д и п о л ь н ы е моменты, рассчитанные по данным Дебая и измеренные в брн-

hen Chemie, \ e r l a g Chemie G m b H , Weinheim, 1969).
к Коэффициент полярности растворителя E^, измеряли при 20°С по методу
л Величина Р' — характеристика разделения, с в я з а н н а я с полярностью

дера [Rohrschneider, J . C h r o m a t o g r . , 92 , 223 (1974)].
м Коэффициент скорости К найден д л я Zy = 100 мм при 22°С; коэффициент
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0
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1,9

1,7
2 , 7
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1,7
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таб.1

пм

56
53
06
30
37
58
04
58
27
55
50
68
62
10
67
94
01
37
68
32
06
98
18
79
87
92
69
36
52

. 6 и

с :

ι-

83
82
55

114
115
119
109
101
114
119
118
103
84
56
66

108
109
97

103
96

110
108
94
87

143
107
67

133
100

фильных к гидрофильным.
с закрепленным слоем с п л н к а г е л я IS0F-254 фирмы «Merck» u N-камеру с па-

сраинешш — вода; пропускание 20%.

принята равной 1).

mazie, 29, 70 Χ (197 Ό]·

мэтта см. «ж»).
поле по методу ррйтплртл (Rcichnrilt, LdsumsmiUel-Ef fekle in (lev oi'nanisc-

Димрота и сотр . (но методу Рсйшарта см. «и»).

растворителя и селективностью — получена Снайдером по методике Рохснай-

вязности η — при 22°С.
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изменений размеров частиц, а также плотности упаковки
на этих пластинках специально подобраны. Применение
этих пластинок позволяет проводить предварительную
подачу растворителя, достигать высокой эффективности
разделения, правильно выполнять операции нанесения
пробы и поддерживать постоянство условий разделения.
Чем легче проводить операцию нанесения пробы и раз-
деление, тем больше смесей можно разделить. К числу
общих преимуществ хроматографического разделения на
тонких слоях сорбента следует отнести широкие возмож-
ности детектирования и высокую чувствительность мето-
дов прямого измерения количеств веществ на слое сорбента,
из которого удален элюент. Все эти преимущества харак-
терны в основном именно для высокоэффективной тонко-
слойной хроматографии.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

\. Halpaap Η., J . Chromatogr., 78, 63 (1973).
2. Halpaap Η., J . Chromatogr., 78, 77 (1973).

Глава 7

ИССЛЕДОВАНИЕ ВОСПРОИЗВОДИМОСТИ

ТСХ-РАЗДЕЛЕНИЯ

Д. Ионхен

Janchen D., CAMAG, Muttenz, Switzerland

В настоящее время наибольшее развитие получили два
хроматографических метода разделения нелетучих веществ:
плоскостная и колоночная хроматографии. Тонкослойная
хроматография и высокоэффективная жидкостная хрома-
тография отличаются исключительной гибкостью и широ-
кими аналитическими возможностями.

В начале 60-х годов этот метод благодаря своей простоте
получил широкое распространение в большинстве анали-
тических лабораторий. С появление ВЭЖХ многие иссле-
дователи ожидали, что он вытеснит ТСХ из ряда областей
ее применения. Однако и в настоящее время продолжают
сосуществовать оба хроматографических метода каждый
в своей области применения, дополняя друг друга.
В табл. 7.1 сравниваются преимущества и ограничения
ВЭЖХ и ТСХ.

Из таблицы следует, что каждый метод имеет свои
преимущества. Так, например, ВЭЖХ следует использо-
вать для массовых анализов в течение длительного периода
времени, а ТСХ лучше применять во всех тех случаях,
когда необходимы гибкость и быстрота оптимизации ана-
лиза. Одним из недостатков ВЭЖХ является то, что свой-
ства стационарной фазы изменяются под действием под-
вижной фазы. Например, хорошо известно, что после
нескольких циклов хроматографического разделения ха-
рактеристики стационарной фазы ухудшаются. Иног-
да необходимо проводить градиентное элюирование,
после которого в течение относительно длительного периода
времени сорбент необходимо регенерировать. Как видно
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Таблица 7.1

Сравнение ВЭЖХ и ТСХ

вэжх ТСХ

Замена стационарной фазы
Замена элюента
Качественная идентификация

разделенных веществ
Стоимость анализа
Сравнительно легко достигаемый

предел обнаружения

Очень трудна
Трудна
Трудна

Средняя
Ю-12

Легкая
Очень легкая
Возможна

Низкая

ю-9 ... ю-]1а

Метод ВЭТСХ.

из табл. 7.1, ТСХ служит превосходной моделью для мас-
совых анализов с помощью ВЭЖХ. В этом случае с помо-
щью ТСХ получают достоверные данные, которые можно
использовать в колоночных методах.

Специалисты в области колоночной хроматографии
рассматривают ТСХ как ненаучный невоспроизводимый
метод, к которому прибегают только тогда, когда другие
методы оказываются несостоятельными. Такое отрица-
тельное отношение отчасти можно понять. Большинство
специалистов в области ТСХ косвенно допускают, что они
могут получить невоспроизводимые результаты. В коли-
чественном ТСХ-анализе при прямом сканировании обычно
используют один или несколько калибровочных стандар-
тов, разделяемых на одной пластинке одновременно с опре-
деляемым веществом. Этот прием необходим, поскольку,
как известно, при разделении равных количеств одного
и того же вещества на разных пластинках трудно получить
идентичные зоны.

Плохая воспроизводимость в ТСХ связана с условиями
разделения. Колоночная хроматография отличается от
ТСХ тем, что в последней присутствует третья фаза —
газовая.
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Общий источник ошибок, особенно в адсорбционном
варианте,— пренебрежение влиянием окружающей среды
(например, влажности) на слой сорбента перед разделением.

Разделение ТСХ-методом обычно включает следующие
стадии. Сначала ТСХ-пластинки с жесткой или гибкой
подложкой достают из упаковки, где они хранились.
Во время нанесения пробы, которое обычно длится
несколько минут, слой сорбента контактирует с атмосфе-
рой лаборатории. Известно, что полупериод установления
равновесия между силикагелем и парами воды, присут-
ствующими в воздухе, составляет приблизительно 90 с [1].
После нанесения пробы пластинку помещают в камеру
для разделения. Поскольку в камере присутствует элюент,
атмосфера в ней насыщена парами растворителя. Когда
пластинку помещают в элюент, начинается разделение.
Скорость перемещения элюента подчиняется закону, опи-
сывающему движение потока в хроматографической
системе [2], т. е. расширение площади смоченного слоя
уменьшается пропорционально квадрату времени.

Когда пластинку помещают в камеру для разделения,
между сухим слоем и парами растворителя начинает уста-
навливаться равновесие. Этот процесс заканчивается, когда
фронт элюента достигнет соответствующей области. Уста-
новление равновесия, т. е. время предварительной адсорб-
ции паров элюента, предшествующее разделению, является
относительно коротким для небольших хроматограмм
и довольно длительным при относительно больших площа-
дях сорбирующего слоя. Если элюент состоит из несколь-
ких растворителей, то происходит преимущественная пред-
варительная адсорбция какого-либо из его компонентов.
Критически оценивая описываемый метод, можно конста-
тировать, что в ходе ТСХ-анализа состав неподвижной
и подвижной фаз изменяется по неизвестному закону.

Параллельно с развитием метода предпринимались
попытки осуществить контроль параметров разделения
ТСХ. Эти попытки сводились к следующему. Камеры для
разделения полностью насыщали парами растворителя [3],
разрабатывали устройства для разделения с исключительно
малым внутренним объемом [4], насыщали парами элюонта
атмосферу камер типа сэндвич-камеры [5], контролиро-
вали относительную влажность [1], исследовали влияние
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предварительного наполнения слоя элюентом [6, 7] и при-
нимали ряд других мер. Однако все это мало повлияло
на проведение массовых анализов методом ТСХ. Суще-
ствует мнение, что целью ТСХ является хорошее разделе-
ние, а не получение истинных величин Rf. Однако, как
будет показано ниже, воспроизводимость величин Rf

является необходимым условием правильного ТСХ-ана-
лиза.

Полный контроль всех параметров процесса разделе-
ния, в том числе характеристик неподвижной, подвиж-
ной и газовой фаз, важен по следующим причинам.

1) Для получения достоверной количественной и каче-
ственной информации необходимо, чтобы хроматограммы
были воспроизводимы, что позволит снизить число стан-
дартных растворов, требующихся для калибровки.

2) Контроль характеристик всех трех фаз позволяет
оптимизировать хроматографическое разрешение.

3) С помощью соответствующих методик эксперимента
информацию, полученную ТСХ, можно применять в ВЭЖХ.

Рассмотрим несколько основных теоретических поло-
жений, которые помогут нам лучше попять некоторые
результаты эксперимента.

С помощью величины Rf охарактеризуем хромато-
грамму после окончания процесса разделения:

„ расстоянии, пройденное веществом
^ расстояние, пройденное фронтом растворителя'

Истинные или исправленные величины Rf — Rf,
с помощью которых получают данные об удерживании,
сильно отличаются от наблюдаемых величин Rf. Между
ними существует следующая взаимосвязь:

где /?/ — истинная величина Rf, т. е. истинный путь под-
вижной фазы вдоль сорбента; Vm — кажущийся объем
подвижной фазы; Vv — та часть кажущегося объема под-
вижной фазы, которая предварительно адсорбируется
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на сухом слое, т. е. оказывает косвенное воздействие
на разделение; {Vm — Vv) равно истинному объему под-
вижной фазы; 1,1 — усредненный эмпирический коэффи-
циент, компенсирующий постепенное уменьшение кон-
центрации растворителя от 100%-ного до нулевого насы-
щения вблизи фронта растворителя. Этот коэффициент
приравнивают 1 после прекращения перемещения элю-
ента, когда его фронт достигнет заранее проведенной
линии.

Чтобы получить истинное значение Rf, величину Rf
нужно умножить па коэффициент ψ. Для получения досто-
верных данных следует использовать только истинные
значения Rf и VD. Поскольку эти величины трудно изме-
рить, условия разделения выбирают таким образом, чтобы
значение ψ было как можно ближе 1.

Соотношение между R} и коэффициентом емкости (или
коэффициентом извлечения) к можно записать в следующем
виде:

, где к=-^-.

Величина к для данного вещества равна отношению
времени нахождения вещества в подвижной фазе к вре-
мени его удерживания неподвижной фазой.

Хроматографическое разрешение в ТСХ i?, опреде-
ляют как

или после подстановки к вместо R}

член 1 члегт 2

где N — число теоретических тарелок.
Первый член определяет селективность системы. Если

величины кг и кг одинаковы, разделение становится невоз-
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ножным. Второй член характеризует неподвижную фазу.
помощью третьего члена

1,0

Рис. 7.1. График зависимости i? s

от величины Rf (Щ) при данной
селективности (член 1 является

постоянным).

учитывают положение зон
двух веществ на хрома-
тограмме, т. е. численные
значения кх и к2.

Можно показать, что
на сорбирующем слое с
постоянными характери-
стиками максимальное раз-
решение можно получить
при Щ = 0,3. Величина
разрешения, составляю-
щая более 75% максималь-
ной величины, чаще всего
соответствует R'f в интер-
вале 0,1—0,6. Если свой-
ства слоя в продольном
направлении неоднородны,
интервал максимальных

сместится,
шается.

значений Rb несколько
при этом наибольшее значение Rs умень-

7.1. Экспериментальная часть

Анализы проводили на четырех видах пластинок:
1) пластинках размером 20 X 20 см, покрытых окисью

алюминия марки DSF-B, фирмы «Camag»; 2) пластинках
размером 20 X 20 см, покрытых слоем силикагеля 60
F-254, фирмы «Merck»; 3) пластинках для нано-ТСХ раз-
мером 50 х50 мм, покрытых слоем силикагеля СО F-254 для
ВЭТСХ фирмы «Merck»; 4) пластинках размером 50 X 50 мм,
покрытых слоем силикагеля марки «Nagel» для нано-ТСХ
фирмы «Macherey».

Для хроматографического разделения использовали
различные типы камер.

При работе с камерой «Vario» KS фирмы «Camag» [8J
сорбент предварительно приводили в равновесие (конди-
ционировали) с парами растворителей, находящихся в соот-
ветствующих углублениях в днище. В камеру помещали
покровную пластинку и начинали разделение. Во всех
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случаях условия предварительного кондиционирования
изменяли поперек пластинки на участках слоя, отделен-
ных друг от друга очень узкими полосами без сорбента.
Перемещение олюента па всех участках ограничивали рас-
стоянием, равным 100 мм, считая от места нанесения.

В ходе экспериментов использовали камеру фирмы
«Camag» (номер по каталогу 22255), предназначенную для
обычных пластинок размером 20 X 20 см, так называемую
«лотковую» камеру этой же фирмы (номер по каталогу
22155) для высокоэффективных ТСХ-пластинок. В один
из лотков камеры наливали жидкость для предваритель-
ного насыщения, туда же помещали тампон для ускорения
насыщения. В соседний лоток помещали пластинку так,
чтобы ее сорбирующий слой был обращен к тампону,
добавляли элюент и начинали разделение. Процесс про-
водили в камере сэндвичевого типа с покровной стеклян-
ной пластинкой.

Третьим видом камер была U-камера, выпускаемая
фирмой «Camag» [9, 10]. Эта камера установлена па сто-
лике с регулируемым уровнем. Она снабжена ячейкой
дозирования для элюепта и клапаном для введения пробы.
Перед нанесением пробы проводили предварительное кон-
диционирование сорбента, продувая через камеру воздух
со скоростью ~50 см3/мин. Воздух предварительно насы-
щали парами, барботируя его через сосуд со специальной
жидкостью. Элюент подавали со скоростью 1,4 с'мкл. *

Для нанесения пробы на макропластинки пользова-
лись капиллярными пипетками. Пробы в виде линии нано-
сили при помощи аппликатора «Chromatocharger» фирмы
«Camag» (номер по каталогу 27500). Нанесение на сухие
ВЭТСХ-пластинки осуществляли платино-иридиевым
капилляром (номер по каталогу фирмы «Camag» 28701).
В смоченный растворителем слой пробу вводили через
впускной клапан (номер по каталогу 28710).

В большинстве экспериментов использовали красители,
что позволяло следить за разделяемыми зонами на всех
ступенях процесса Случайно услышанное автором мнение,

* Такая размерность объемной скорости объясняется особен-
ностями калибровки использованной авторами аппаратуры. —
Прим. перев.
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что описанные ниже эффекты относятся только к красите-
лям, но не к «реальным хроматограммам», не следует
принимать во внимание.

7.2. Мооифицировапие стационарной фазы
веществами, не входящими в состав
элюента

Активность сорбента является важным хроматографи-
ческим параметром. Активность, таким образом, связана
с наличием «свободной поверхности»— свободных актив-
ных центров. В адсорбционной хроматографии активность

П 65 47 42 32 Ш 14

Рис. 7.2. ТС-хромато грамма
многокомпонентной смеси кра-
сителей, полученная на уча-
стках силикагеля различной

активности.

зависит от степени предварительного насыщения слоя
сорбента водой. Та· ие слои адсорбируют воду из окру-
жающей атмосферы в течение нескольких минут.

Рис. 7.2 иллюстрирует разделение многокомпонентной
смеси красителей [8] на слоях окиси алюминия различной
активности. Эксперименты проводили в камере «Vario» KS
с предварительным насыщением сорбента парами раствора
серной кислоты в течение 40 мин. В качестве элюента
использовали бензол. Независимо от общего возрастания
величины RfKP с увеличением относительной влажности
в ходе разделения произошли непредвиденные изменения
в последовательности перемещения разделенных веществ.
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Заключение

В адсорбционной хроматографии при изменении отно-
сительной влажности сорбента (в описанном примере под
прямым углом к продольной оси хроматограммы) рекомен-
дуется контролировать чувствительность каждой хрома-
тографической системы. Относительную влажность обычно

Рис. 7.3. Хроматограммы смесей дансильных аминокислот.

нельзя контролировать в ходе массовых ТСХ-определеиий.
Если величина RfKV зависит от относительной влажности,
вещество может перемещаться в неподходящем интервале
значений Rf при неблагоприятном составе газовой атмо-
сферы. Для того чтобы предотвратить инверсию, необхо-
димо контролировать относительную влажность или видо-
изменить хроматографическую систему. При возникнове-
нии инверсии вещества нельзя разделять вообще.

В распределительной хроматографии относительная
влажность не является решающим фактором, за исключе-
нием того случая, когда в роли неподвижной жидкой фазы
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выступает вода При очень низкой относительной влаж-
ности высушивание можег привести к тому, что емкость
неподвижной жидкой фазы падает. С другой стороны,
неподвижные жидкие фазы в распределительной хромато-
графии можно модифицировать путем установления дина-
мического равновесия между парами воды в газовой
атмосфере разделительной камеры и водой, содержащейся
в неподвижной жидкой фазе на поверхности твердого носи-
теля. Рис. 7.3 иллюстрирует результаты разделения дан-
сильных аминокислот на силикагеле MN в U-камере при
элюировании смесью хлороформа, этилацетата, метило-
вого спирта и воды в соотношении 45 : 45 : 10 : 1, причем
растворы веществ а и Ъ были взяты в количестве 100 мкл,
а растворы веществ с — / — в количестве 150 мкл. Образцы
наносили слева направо в следующей последовательности:
DNS-валин, DNS-лейцин, DNS-глицин, DNS-алапин,
DNS-смесь. Величина Rj судаыа-П была принята за 1.

Динамическое предварительное насыщение из газовой
фазы проводили в следующей последовательности: (для
вещества а его не проводили) для вещества Ъ в течение
2 мин 50%-ной уксусной кислотой, для вещества с в тече-
ние 2 мин 5%-ной аммиачной водой, для вещества d
в течение 5 мин диметилформамидом, для вещества е
в течение 5 мин 20%-ной муравьиной кислотой, для веще-
ства / концентрированной уксусной кислотой. Предвари-
тельное насыщение уксусной кислотой и аммиачной водой
не приводило к существенному изменению результатов,
в то время как муравьиная кислота и диметилформамид
оказывали на них значительное влияние.

7..Ί. Влияние предварительного насыщения
слоя сорбента компонентами элюента

При использовании разделительных камер в адсорб-
ционной хроматографии необходимо учитывать преимуще-
ственную адсорбцию отдельных компонентов элюента.
Степень преимущественной адсорбции зависит от площади
хроматограммы. В ходе систематического исследования
,ίτοί о явления в качестве сорбента использовали силика-
гель, в качестве элюента — смесь бензола и метанола
в соотношении 99 . 1. Изучали хроматографическое разде-
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ление смеси красителей, ацеторанлхд, индофенола, масля-
ного желтого — в зависимости от изменения относительной
влажности.

На рис. 7.4 представлена хроматограмма, полученная
в камере «Vano» KS с градиентом влажности от 72%

Рис. 7.4 ТС-хроматограмма
смеси красителей на участках
сорбента с различной отно-

сительной влажностью.

(слева) до 14% (справа) при кондиционировании в тече-
ние 30 мин. Как следует из результатов разделения,
на величину RfKJ? сильно влияет активность сорбирующего
слоя. В этом эксперименте не наблюдалось инверсии, кото-

Рис 7.5. ТС-хроматограмма сме-
си красителей, полученная в ка-

мере «Vano» KS.
Три участка слева насыщали парами
злкхнта в течение 10 м ш три утггка
справа о^тавачшь ненасыщенными
цв\ участка в центре насыщал! б(нзо-

пом η течение 10 мин

рая могла бы обесценить его результаты. Остальные уча-
стки хроматограммы предварительно насыщали при
42%-ной относительной влажности, что соответствовало
пятому участку сорбента слева.

На рис. 7.5 представлена хроматограмма для той же
смеси красителей и тех же элюентов, полученная в камере

11-069
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«Vario» KS. Три участка сорбента слева подвергали воз-
действию паров элюента в течение 10 мин. Три участка
сорбента справа не насыщали. Два центральных участка
в течение 10 мин насыщали парами чистого бензола. Полу-
ченные результаты совершенно поразительны. При выдер-
живании сухого слоя в парах элюента последовательность
перемещения индофенола и ацеторанжа изменялась на
обратную, однако, если участки сорбента обработать

Рис. 7.6. Хроматограмма смеси
красителей, полученная после
кондиционирования пластин-
ки вне камеры до относитель-

ной влажности 42%.
В этих условиях индофенол и аце-

торанж не х)аздсл!1югся

парами чистого бензола, т. е. компонента, составляющего
99% элюента, инверсия не наблюдалась. Этот факт пока-
зывает, что результаты разделения данной смеси красите-
лей в обычных камерах являются практически случай-
ными. Это подтверждает хроматограмма на рис. 7.6, полу-
ченная при аналогичных хроматографических условиях,
как и в предыдущем случае. Пластинку предварительно
насыщали вне камеры в атмосфере с относительной влаж-
ностью 42 %, затем ее помещали в лотковую камеру и сразу
же начинали разделение. Индофенол и ацеторанж в этих
условиях не разделялись. При длительном выдерживании
сухого слоя в парах растворителя результаты разделения
приближались к результатам, полученным на левых уча-
стках пластинки (рис. 7.5), а при кратковременном выдер-
живании — к результатам, полученным на правых участ-
ках. Время экспонирования в камере зависит от расстоя-
ния между уровнем растворителя и местом нанесения
пробы.

Эти наблюдения подтверждены многочисленными хро-
матограммами, полученными в основном для тех же самых
хроматографических систем на ВЭТСХ-пластинках с сили-
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кагелем размером 50 X 50 мм. Поело нанесения пробы
пластинки помещали в лотковую камеру, насыщенную
парами элюента (смесь бензола и метилового спирта в соот-

Таблица 7.2
Условия и результаты разделения смеси красителей

Кондиционирование
бензоп -

до разде-
ления

Нет

10 мин
Нет
10 мин

сорбента смесью
- метиловый спирт (99 1)

во время
разделе-

ния

Нета

Да
Да
Да

элюент

Бензол — метило-
вып спирт
(99 : 1)

То же
» »

Бензол

масляный
желтый

0,56

0,55

0,59

0,51

н,
/

индофе-
нол

0,08

0,40

0,17

0,32

ацето-
р . д Ш Ь

0 , 1 8

0 , 2 9

0 , 2 1 0

0 , 2 5

' С покровным стеклом
' Разрешение пег,о шое

ношении 99 : 1). Разделение начинали, добавляя элюент
в лоток с пластинкой. Условия эксперимента представлены
в табл. 7.2.

Заключение

Если один из компонентов элюента адсорбируется
в значительно большей степени, чем другой (или другие),
то разделение в больших камерах приводит к случайным
не воспроизводимым результатам. Если в соответствии
с рекомендациями [И] элюент для адсорбционной хрома-
тографии состоит в основном из неполярного раствори-
теля и небольшого количества относительно полярного
растворителя, то в большинстве случаев будет происходить
выборочная адсорбция. Чтобы получить воспроизводимые
результаты, предварительно полностью насыщают слой
сорбента или вообще его не кондиционируют. Как пока-
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пали исследования влияния больших ^-величин (см. выше),
для разделения более перспективны ТСХ-пластиики без
предварительного кондиционирования («сэндвичевый»
вариант конструкции). Это положение справедливо для
адсорбционной хроматографии. В распределительном
варианте использование предварительного кондициониро-
вания неподвижной жидкой фазы подвижной фазой позво-
ляет улучшить разделения.

7.4. Значение предварительной адсорбции
растворителя сухим сорбентом
(величины Vν) для разделения

На рис. 7.7 представлена хроматограмма, полученная
на пластинке с силикагелем, при элюировании пробы
судапа-П, нанесенной в виде линии, этилацетатом в камере

Рис. 7.7. Хроматограмма пе-
ремещения зон судана-П на
участках сорбента, кондицио-
нированных в течение 15 мин

разными растворителями.

«Vario» KS. Поскольку судан-П перемещается по слога
силикагеля вместе с этилацетатом на величину Rt — 1,
его можно использовать для отметки действительного
фронта этого элюента. Перед подачей элюента на слой
отдельные участки сорбента кондиционировали в течение
15 мин парами различных растворителей. Первые три
участка, считая слева направо, обрабатывали этилацета-
том, четвертый участок — хлороформом, пятый — смесью
бензола и метилового спирта в соотношении 98 : 2, шестой —
бензолом, седьмой — циклогексаном; три последних уча-
стка не кондиционировали. На участках сорбента без пред-
варительного насыщения судан-П мигрировал вместе
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с фронтом растворителя, на остальных участках этого
не происходило. Существуют два возможных объяснения
описанного явления:

1) вследствие адсорбции растворителей, полярность
которых отличается от полярности этилацетата, неподвиж-
ная фаза модифицируется и в результате соотношение
tjtm увеличивается;

2) во всех случаях истинная величина Rf, т. е. R},
равна 1, а это означает, что продвигающийся фронт элюента
вытесняет растворитель, адсорбированный сухим сорбен-
том (положение действительного фронта элюента отмечено
красителем).

Экспериментальные результаты, представленные на
рис. 7.8, опровергают первое предположение. Разделение

Рис. 7.8. Хроматограмма отдель-
ных зон судана-П, опровергаю-

щая иервоо предположение.

проводили в камере «Vario» KS на пластинке с силикаге-
лем, используя в качестве пробы раствор судана-П. Перед
подачей элюента на сорбент в течение 15 мин кондициони-
ровали два участка сорбента, расположенные слева: первый
участок — смесью этилацетата с бензолом (9 : 1), второй
участок — смесью этилацетата с метиловым спиртом (9 : 1).
Разделение на участках 1 и 5 проводили смесью этилаце-
тата с бензолом в соотношении 9 : 1, на участках 2 и 4 —
смесью этилацетата с метиловым спиртом (9 : 1), на цент-
ральном участке элюептом служил этилацетат. В отличие
от предыдущей хроматограммы (рис. 7.7) здесь не было
обнаружено разницы между величинами R'T красителя
па участках сорбента с предварительным насыщением
и без него независимо от полярности элюента но отноше-
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нию к этилацетату. Второе объяснение обсуждаемого явле-
ния подтверждается хроматограмыой на рис. 7.9. На пла-
стинку с силикагелем в точки, отмеченные крестиками,
наносили пробы судана-П. Левую часть пластинки пред-
варительно кондиционировали в течение 15 мин этилаце-
татом, правую часть пластинки не обрабатывали. Затем
к слою сорбента подводили этилацетат, содержащий 0,115%
судана-П. Элюент перемещался до тех пор, пока его фронт
на обоих краях пластинки не достигал отмеченного уровня.

Рис. 7.9. Хроматограмма от-
дельных зон судана-П, под-
тверждающая второе предпо-

ложение.

Истинный фронт растворителя соответствовал границе
области красного оттенка, на рисунке обозначенной штри-
ховой линией.

На левой стороне пластинки истинный фронт раствори-
теля достигал значения Rf, равного только 0,65 (Щ =
-- i?y -0,65). Фронт элюента (этилацетат, помеченный кра-
сителем) вытеснял этилацетаг, адсорбированный слоем сор-
бента в результате предварительного кондиционирования
из газовой фазы. Пробы судана-П, нанесенные па слой,
перемещались на величину i?y = 0,65, т. е. на величину
R't = 1, соответствующую чистому этилацетату. На правой
стороне пластинки элюент с красителем, так же как и все
пробы, перемещался вместе с фронтом (Rf = 1).

Заключение

За исключением распределительной хроматографии
(жидко-жидкостной хроматографии), кондиционирование
слоя сорбента парами элюента является нежелательным,
так как в некоторых случаях это приводит к сильному
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уменьшению длины пути разделения (Vb может дости-
гать 50% Vm). Тогда зоны разделенных веществ с Rf Э>
>̂ 0,5 приблизятся к фронту (R'f = 1), что означает отсут-

ствие разделения. В этом случае получаемая из хромато-
граммы как качественная, так и количественная инфор-
мация становится ненадежной. Использование сэндвич-
камеры с ненасыщенной газовой атмосферой в типично
адсорбционной хроматографии позволяет проводить раз-
деление в лучших условиях. Как известно, механизм рас-
деления на тонком слое силикагеля большей частью
является промежуточным между адсорбционным и распре-
делительным. Поэтому надо проводить или полное пред-
варительное насыщение или не проводить насыщения
вообще в зависимости от предполагаемого механизма разде-
ления. Кондиционирование не следует проводить в усло-
виях, при которых слой сорбента насыщается только
частично, или в условиях, приводящих к изменению сте-
пени насыщения в ходе разделения.

7.5. Использование данных ТСХ в НЭ/КХ.
Сравнение кондиционирования
us газовой и жидкой фаз

Разделение в сэндвич-камере с ненасыщенной атмосфе-
рой, очевидно, не подходит при использовании данных
ТСХ в ВЭЖХ. В ВЭЖХ пробу вводят в колонку только
после того, как стационарная и подвижная фазы придут
в равновесие. Применение U-камеры фирмы «Camag»
открывает сходный экспериментальный подход. В U-ка-
мере пробу вводят в поток элюента через специальный кла-
пан (номер по каталогу 28710).

В связи с этим необходимо определить экспериментально,
какое количество элюента следует пропустить через слой
сорбента для достижения равновесия между стационарной
и подвижной фазами, а также выяснить, может ли пред-
варительное насыщение из газовой фазы заменить насы-
щение жидкой фазой и в какой степени. В первой серии
экспериментов судан-Н, отмечающий положение R) = 1,
элюировали этилацетатом на ВЭТСХ-пластипке размером
50 X 50 мм с силикагелем фирмы «Merck». После нане-
сения первой пробы в центр пластинки через центральный
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капилляр со скоростью 1,4 с/мкл подавали подвижную
фазу. После ввода каждых 30 мкл подвижной фазы ско-
рость потока уменьшали и в капилляр для элюента вво-
дили очередную небольшую пробу объемом 0,3 мкл и затем
скорость потока подвижной фазы вновь увеличивали

500

зоо

100 -

60 120 мкл

Рис. 7.10. График зависимости г2 от количества элюента.

до 1,4 с/мкл. После ввода 120 мкл элюента разделение
прекращали, хроматограмму фотографировали и на уве-
личенных снимках измеряли радиусы концентрических
окружностей с точностью ±0,15 мм. Квадраты средних
значений радиусов, измеренных в различных направлениях
от центра (табл. 7.3), откладывали на оси ординат, а объем
введенной подвижной" фазы — на оси абсцисс (рис. 7.10).
В табл. 7.3 также представлены условия предварительного
динамического насыщения слоя.

Точки, соответствующие первой пробе эксперимента
под номером 61, проводившегося без предварительного
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Таблица 7.3

Влияние условий кондиционирования на величину
квадрата радиуса смоченной зоны (г2)

Объем
элюента, мкл

120
90
60
30

Без предваритель-
ного кондициони-

рования

эксперимент № 61

473
408
252
112,4

Предварительное кондиционирование
в течение 2 мин

этилацетат

•шспсримент ΛΓ» 62

564
410
256
115,6

этилацетат — ме-
тиловый спирт

(9 : 1)

эксперимент № 63

546
410
256
115,6

уравновешивания слоя, образуют кривую, все другие
графики представляют собой прямые линии, построенные
с высокой точностью. Прямая линия, построенная по зна-
чениям г2, найденным методом линейной регрессии, пере-
секает ось абсцисс в точке, соответствующей 7 мкл. Резуль-
таты эксперимента показали, что в данной хроматографи-
ческой системе равновесие устанавливается через 2 мин
при динамическом кондиционировании из газовой фазы
или при пропускании 30 мкл элюента.

Во второй серии экспериментов исследовались (мето-
дом линейной ТСХ) вещества, продвигающиеся с относи-
тельно неполярным растворителем до Rf ^ 0,6. Смесь
красителей ариабели красного и масляного желтого разде-
ляли на том же типе силикагеля и при тех же условиях,
как и в предыдущей серии экспериментов. Подачу порций
образца чередовали с подачей элюента порциями объемом
50 мкл. В экспериментах № 73 и № 76 разделение начи-
нали с введения пробы, в экспериментах № 74 и № 75
первоначально вводили 50 мкл элюента. Полученные
результаты, а также данные о перемещении ариабеля крас-
ного представлены в табл. 7.4 и на рис. 7.11.

В экспериментах № 73 и № 76 зависимость квадратов
радиусов смоченных областей от объема введенного элюента
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линейна, но это обусловлено разными причинами. В случае
использования неполярного чистого толуола в отсутствие
избирательной адсорбции равновесие устанавливалось
сразу же после того, как подвижная фаза смачивала сор-
бент. В эксперименте № 76 для приведения системы в рав-
новесие достаточно интенсивного динамического кондицио-
нирования парами элюента. Для достижения этой же

1200

800

400

50 150 250 мкл

Рис. 7.11. График зависимости г2 от количества элюента.

цели с помощью подвижной фазы требовалось несколько
более 150 мкл элюепта. На первый взгляд может пока-
заться удивительным, что уравновешивание из газовой
фазы является более эффективным. Это объясняется отно-
сительно высоким содержанием в газовой фазе метилового
спирта и проникновением его во все участки слоя.

В случае высокой избирательной адсорбции компонен-
тов элюента, присутствующего в незначительных количе-
ствах, следует проводить предварительное насыщение сор-
бента из газовой фазы. Можно также осуществлять уравно-
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Таблица 7.4

Влияние условий кондиционирования на величину квадрата
радиуса смоченной зоны (г2)

Збъем элюен-
та, мкл

250

200

150

100

50

Эксперимент

лг 73 № 7 4 Λ1 7 5

без предварительного кондиционирования

Jw 76

предварительное
кондициониро-
вание в течение

5 мин смесью то-
луол — метило-

вый спирт (95 : 5)

элюент

толуол

306

234

174

114,5
50,4

толуол -

676

676

529

309

- метиловый спирт (9 5 : 5)

600

4 8 4

289

1332
841

388

вешивание из жидкой подвижной фазы, но для этого необ-
ходим такой объем элюента, чтобы его фронт достигал
края слоя до установления равновесия. Кондициониро-
вание элюентом можно использовать в непрерывном раз-
делении. Все кривые, рассчитанные методом линейной
регрессии, пересекают ось абсцисс в точке с координатой,
существенно превышающей 8 мкл.

Эти выводы, полученные из нескольких экспериментов,
не следует рассматривать как общее правило, которое
охватывает любые условия разделения. Цель настоящей
главы — обратить внимание хроматографистов на неиз-
бежные (желательные или нежелательные) в тонкослой-
ной хроматографии взаимодействия между всеми тремя
фазами: сорбентом, элюентом и газовой фазой.
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Глава 8

ВОЗМОЖНОСТИ И ПРАКТИКА
КОЛИЧЕСТВЕННОЙ

ВЫСОКОЭФФЕКТИВНОЙ
ТОНКОСЛОЙНОЙ ХРОМАТОГРАФИИ

Ют. Б. Хезел

Hezel Ute В., Opton, Oberkochon, BDR

По сравнению с классической ТСХ ВЭТСХ является
значительно более быстрым методом, легче поддающимся
стандартизации. В настоящей главе детально рассмотрены
различные методы введения проб в ТСХ-систему и способы
прямого фотометрического детектирования ВЭТСХ-пла-
стинок (методы измерения отражения, пропускания, одно-
временного измерения пропускания и отражения, способы
детектирования, основанные на возбуждении и гашении
флуоресценции). Стандартное отклонение результатов этого
метода не превышает 2,5%. Эффективность ВЭТСХ про-
иллюстрирована на практических примерах. Одновременно
с этим изложены основные требования к оборудованию,
применяемому для количественного детектирования
ВЭТСХ-пластинок.

8.1. Введение

Начиная приблизительно с 1968 г. в продаже появились
установки для количественного детектирования ТС-хро-
матограмм методом прямого фотометрического сканирова-
ния. В результате длительного совершенствования этот
метод стал незаменимым инструментом в ежедневных мас-
совых анализах, проводимых в лабораториях фармацевти-
ческой и пищевой промышленности и клинической химии.

В газовой хроматографии перед анализом пробы необ-
ходимо перевести в газообразное состояние. Многие органи-
ческие вещества, особенно высокомолекулярные, разла-
гаются при высоких температурах, причем ряд веществ
превращается в легколетучие производные. Проведенные
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недавно расчеты показали, что из-за этих трудностей
90% всех органических веществ лучше анализировать мето-
дом жидкостной хроматографии, т. е. колоночной жидко-
стной или тонкослойной хроматографией. Решение многих
аналитических задач методами КЖХ и ТСХ основано
на одном и том же механизме разделения. Эти методы
в основном различаются способом перемещения элюента
(в КЖХ — под действием давления, в ТСХ — под дей-
ствием капиллярных сил) и формой стационарной фазы
(в КЖХ сорбент принимает форму колонки, в ТСХ —
тонкого слоя).

В то время как в КЖХ хроматографическая система
жестко связана с детектором, в ТСХ разделение проводят
в камере независимо от типа детектора. В связи с этим
ТСХ является более гибким методом для решения разно-
образных задач разделения и для разработки новых мето-
дик. Показания фотометрической детектирующей системы
в ТСХ обычно не зависят от состава элюента. Жидкостную
колоночную хроматографию целесообразно использовать
в лаборатории для однотипных анализов, тогда как ТСХ
с последующим фотометрическим детектированием —
в лабораториях, где имеют дело с самыми различными
задачами разделения. Для количественной оценки хрома-
тограмм пригоден только фотометрический метод *,
поскольку даже опытный оператор при визуальном опре-
делении допускает ошибку не менее 10%. Дополнительным
приемом при проведении количественного детектирования
является удаление пятна вещества вместе с сорбентом с под-
ложки. После этого проводят жидкостное извлечение
вещества из сорбента. Количественное определение погло-
щения или флуоресценции раствора осуществляют с помо-
щью фотометра [1]. Широкому распространению этого
метода мешает ряд препятствий.

а) Проведение всех операций требует относительно
больших затрат времени; так, например, детектирование
10 пятен занимает 2 ч . —

* Автор имеет в виду только оптические методы. Прецизион-
ное количественное детектирование можно проводить также элект-
рохимическими и исключительно чувствительными ядерно-физп-
ческпмп методами. — Прим. перев.
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Длительность анализа является важным фактором
с точки зрения экономической эффективности этого метода.
Кроме того, увеличение продолжительности анализа отри-
цательно влияет на результаты определения веществ,
которые при удалении с пластинки и элюировании под
действием света, кислорода или других факторов подвер-
гаются необратимым изменениям.

б) В ходе жидкостного экстрагирования не удается
полностью извлечь определяемое вещество из сорбента.
Получаемый раствор засоряется взвешенными частицами
сорбента, что приводит к возрастанию неспецифического
фонового поглощения.

Как правило, после разделения вещества прочно адсор-
бированы силикагелем и их можно экстрагировать только
достаточно большими количествами растворителей. В очень
редких случаях вещество удается извлечь полностью.
Кроме того, при элюировании в раствор всегда попадает
какая-то часть силикагеля, что вызывает рассеяние света
при проведении измерений. На фотоумножитель детекти-
рующей системы попадает меньшее количество света, что
приводит к кажущемуся возрастанию поглощения. Умень-
шив влияние фона, можно частично устранить два указан-
ных выше источника ошибок. Для этого одновременно изме-
ряют поглощение исследуемого и стандартного растворов
в аналогичных условиях для одной и той же ТСХ-системы.

в) Метод жидкостного извлечения можно использовать
лишь тогда, когда в хроматографической зоне (пятне)
присутствует достаточное количество вещества. Для более
полного извлечения исследуемого вещества необходимо
не менее 5 мл растворителя. Для того чтобы измерения
поглощения отличались чувствительностью, при экстра-
гировании, например, 5 мл растворителя в зоне должно
присутствовать 10—100 мкг вещества. При меньшем содер-
жании исследуемого вещества перед детектированием сле-
дует провести концентрирование раствора. Однако пред-
варительное концентрирование удлиняет анализ и вносит
дополнительные ошибки. Большие количества вещества
в хроматографической зоне перегружают сорбент (сорб-
ционпая емкость сорбента превышается), что приводит
к «образованию хвостов»— размыванию зоны в продоль-
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ном направлении. Это явление наблюдается даже в макро-
ТСХ-разделении на ТСХ-пластинках размером 20 X 20 см.

ВЭТСХ-плаетинки с закрепленным слоем непригодны
для использования в этом методе, так как перегрузка сор-
бента происходит при содержании вещества в зоне более
10 мкг. При прямых фотометрических измерениях в макро-
ТСХ для получения пиков одинаковой высоты достаточно

Таблица 8.1
Сравнение

Размер пластинок

Сорбент
Высота тарелки
Объем пробы, отбираемый

капилляром, приходя-
щиш я па одно пятно

Диаметр пятна
Диаметр рачде лепных

пятен
Длина пути разделения
Время разделения
Количество вещества в пят-

не при определении по
методу

абсорбции
фл>оресценцш1

Пределы обнаружения
абсорбция
флуоресценция

Число отдельных участков
сорбента на пластике

Число проб на одной плас-
тинке при определении
методом парных проб с
тремя стандартами

макро-ТСХ и ВЭТСХ

Маьро-ТСХ

20X20 см

Силикагель
30 мм
1 - 5 мкл

Около 3 — 6 мм
Около 0 —15 мм

10- 15 см
Около 30 - 200 мин

Около 0,05- 5&"hi
Около 1 -1000 ш

0,005- 0,05 мкг
0,1—1 HI

- 1 0

0,5> 10 - 3 - 2

ВЭТСХ

10 χ 10 см
10 χ 20 см
Силикагель
12 мм
Около ОД — 0,2 мкл

Около 1 —1,5 мм
Около 2 — 5 мм

3 — 6 см
Около 3 — 20 мин

Около 0,005 -0,5мкг
О к о л о ОД — 1 0 0 H I

0,0005 — 0,005 мкг
0,01—ОД ш
- 18 или ~ 36

0 , 5 А 1 8 - 3 - = 6 П Л И

0 , 5 v 3 6 — 3 - = 1 5
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одной десятой части вещества, содержащегося в зоне,
ρ ВЭТСХ — одной сотой (табл. 8.1).

В заключение можно сказать, что количественное опре-
деление пятен на ВЭТСХ-пластинках методом жидкостного
извлечения не является целесообразным. Возможности
фотометрического детектирования пятен веществ непо-
средственно на пластинке описаны в разд. 8.3—8.6.

;$и? SB. ^ ;#£•

т

Рис. 8.1. Сравнение макро-ТС- и ВОТС-хроматограмм многоком-
понентных смесей красителей.

Вверху макро-ТС-чроматограыма и стеклянный лшкро-капил т р внизу ВЭТО-
хроматограчпа и платино-"рвдневьш капилляр дл ι нанесения проб У ВЭТСХ-

плаотинки можно использовать обе стороны
12-069
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К недостаткам макро-ТСХ относятся большая дли-
тельность разделения и неудовлетворительное соотноше-
ние между числом определяемых веществ и числом стандар-
тов, поскольку на таких хроматограммах можно выделить
только 12 отдельных участков сорбента.

Использование ВЭТСХ (или нано-ТСХ) позволяет прео-
долеть эти недостатки.

В описанных ниже экспериментах разделение прово-
дили на ВЭТСХ-пластинках с закрепленным слоем фирмы
«Merck» (Дармштадт, ФРГ; пластинки размером 10 X 10
или 10 X 20 см с силикагелем 60 F-254 или без флуорес-
центного индикатора). Благодаря тщательному подбору
силикагеля удалось улучшить хроматографическое разре-
шение. При диаметре стартового пятна не более 1,5 мм
оптимальное хроматографическое разрешение было полу-
чено на длине пути элюепта 3—5 см. При элюировании
одним и тем же растворителем длительность разделения
методом ВЭТСХ по сравнению с макро-ТСХ сократилась
в 5—10 раз и составляла 4—20 мин. Сокращение времени
и длины пути разделения привело к уменьшению диффузии
пятен в боковых направлениях, в результате чего диаметр
пятна после разделения в редких случаях превышал 4,5 мм.
Это позволило разделить ТСХ-пластинку на участки шири-
ной 5 мм. Таким образом, пластинку размером 10 χ 10 см
удалось разделить на 18 участков, а пластинку размером
10 X 20 см — на 36 участков (рис. 8.1), что очень удобно
для стандартизации методик в массовых анализах (см.
разд. 8.4).

8.2. Методы понесения пробы

Шприцы емкостью 1 мкл и стеклянные микрокапил-
ляры, используемые в макро-ТСХ, непригодны в ВЭТСХ.
С их помощью нельзя получить зоны достаточно малого
диаметра, который в ВЭТСХ не должен превышать 2 мм.
Рипфан и Халпаап [2] использовали шприц емкостью
1 мкл, выпускаемый фирмой «Hamilton» (США) в сочета-
нии с микрометром типа «Agla», выпускаемым фирмой
«Hormuth -f Velter» (Гейдельберг, ФРГ). Йорк исполь-
зовал 10-микролитровый шприц фирмы «Hamilton» в соче-
тании с микрометром фирмы «Dasaga» (Гейдельберг, ФРГ).
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Медленно вращая винт микрометра, с помощьюдэтих
устройств наносят пробы объемом 500—2000 нл, что осо-
бенно важно для исследования растворов с очень низкой
концентрацией. Однако в этих устройствах трудно прово-
дить замену исследуемого раствора на стандартный.

В описываемых в данном разделе экспериментах исполь-
зовали платино-иридиевые капилляры, предложенные Кай-
зером (рис. 8.2) и выпускаемые фирмой «Antech», D-6702
(Бад Дюркхейм, ФРГ). Внутренний диаметр капилляров
приблизительно равен 0,15 мм, емкость 0,23 мкл. Калиб-
ровку капилляра проводили с помощью раствора краси-
телей фотометрическим методом. Для этого капилляры
несколько раз наполняли раствором и опорожняли на
фильтровальную бумагу. После извлечения красителей
из бумаги концентрацию полученного раствора определяли
фотометрически и по полученным результатам рассчиты-
вали емкость капилляра. Платино-иридиевый капилляр
с помощью платиновой проволоки соединяли со стек-
лянным стержнем. Первые эксперименты выполняли
вручную.

После нанесения пробы капилляр следует хранить
в жидкости, например в метиловом спирте. При погруже-
нии капилляр не должен ударяться о дно сосуда. Если
капилляр все же получит повреждения, их исправляют
с помощью платиновой проволоки, которую вставляют
в капилляр и затем вращают.

При нанесении пробы капилляр может засориться
частицами сорбента; в этом случае его прочищают тонкой
платиновой проволокой.

Чтобы капилляр не засорялся частицами сорбента, его
укрепляют в аппликаторе «Eva-Chrom-TLC» фирмы «Op-
ton» (США). С помощью ручки балансира капилляр в вер-
тикальном положении плавно опускают на слой сорбента.
При проведении массовых анализов с применением аппли-
катора в выборке из десяти опытов стандартное отклоне-
ние результатов составляло менее 2,5% (см. разд. 8.4).
Новый раствор или стандарт наносили из одного и того же
капилляра, дважды промывая его перед каждым нанесе-
нием. Для раствора Судана красного в бензоле остаточ-
ная ошибка составляла 4%. Если проводить двойную
промывку капилляра наносимым раствором, то остаточной
12*



Рис. 8.2. α — платино-иридиевый капилляр, прикрепленный пла-
тиновой проволокой к стеклянному стержню (данные Кайзера);
Ъ — устройство для нанесения проб в методе ВЭТСХ (платино-
иридпевый капилляр). Фирма «Antech» выпускает три вида ка-

пилляров емкостью 100, 200 и 500 нл.
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Рис. 8.3. Аппликатор «Eva-Crom-TLC» с платино-иридиевым
пилляром для нанесения проб в ВЭТСХ.

ка

ошибкой можно полностью пренебречь. В ходе экспери-
ментов использовали одинаковые объемы проб и стандарт-
ных растворов. Количество вещества в пятне регулировали
путем нанесения растворов различной концентрации.

8.3. Фотометрические методы [4 — 6\
полы честве нн ого детент ирован и я
в ВЭТСХ \2\

8.3.1. Измерения по методу пропускания
и отражения

В ходе фотометрических измерений апертуру скани-
рующего устройства настраивают с учетом диаметра опре-
деляемых пятен. По аналогии с фотометрией растворов
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Количественное детектирование в ТСХ проводят путем
намерения пропускания света, согласно закону Ламберта—
Бера: Е= ε-c-d, который выполняется в том случае, когда
образец не рассеивает свет. Слой сорбента сильно рассеи-
вает свет, следовательно, указанное условие в ТСХ
не выполняется. В связи с этим соотношение между погло-
щением Света и количеством вещества в пятне не является
линейным (рис. 8.4, нижняя кривая).

Для того чтобы количественно определить содержание
вещества в пятне, измеряют интенсивность рассеянного
или отраженного света. Чистый слой сорбента отражает
практически весь падающий свет, тогда как пятна, содер-
жащие анализируемые вещества, поглощают часть света.
Интенсивность отраженного света при этом уменьшается
в зависимости от количества вещества в пятне и длины
волны падающего света.

При измерениях по методу пропускания получают пики
с большей высотой, чем по методу отражения (рис. 8.5).
В методе пропускания свет проходит через слой сорбента.
Изменения толщины сорбента в значительно^ степени
влияют на интенсивность пропущенного света, что при-
водит к достаточно большим колебаниям нулевой линии.
Практическое значение имеет соотношение между вели-
чиной полезного сигнала и величиной фоновых помех;
в измерениях по методу отражения это соотношение всегда
больше (рис. 8.5). Именно поэтому при измерениях по
методу отражения предел обнаружения ниже, а воспро-
изводимость выше, чем в методе пропускания, и количе-
ственные измерения можно проводить в более широких
пределах.

Использование метода пропускания ограничено еще
и тем, что материал подложки (в общем случае — стекло)
и слой сорбента поглощают УФ-излучение. Поэтому изме-
рение пропускания света с длиной волны меньше 325 им
возможно только в методе гашения флуоресценции (недо-
статки последнего описаны ниже). Предположим, что
более 80% веществ, разделяемых методом ТСХ, погло-
щают только УФ-свет, тогда ясно, что в лабораторной
практике нельзя проводить измерения по методу пропу-
скания, особенно в УФ-области. В связи с этим часто
применяют опрыскивание пластинки растворами красите-
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Деление шкалы = Ski

90

10

Рис. 8.5. Сравнении интинсивыостсй отраженного и проходящего
света при сканировании пятна, содержащего 20 иг Судана крас-

ного; λ = 500 нм.

лей, что приводит к ухудшению воспроизводимости и допол-
нительным затратам времени. Измерения по методу отра-
жения можно проводить по всей области спектра от 196
до 2500 нм, т. е. и в области УФ-излучения, что имеет
большое практическое значение. При детектировании
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по методу отражения график зависимости между количе-
ством вещества в пятне и площадью соответствующего
пика, полученный при оптическом сканировании, имеет

j F, относительные
единицы

х(0, W
4,000.273,000*
2,000

151,000*
1,000

68,000*
4,000

281,000*
2,000

145,000*
1,000

65,000*

R 0,998

N 6,000
2,00069,357

Рис. 8.6. Результаты определения по методу отражения очень
маленьких количеств Судана красного (1—4 нг) при λ = 500 нм

в методе парных проб.
Калибровочная прямая и диаграмма настольной ЭВМ для расчета линий регрес-

сии и коэффициента корреляции Я.

вид слегка искривленной линии, проходящей через начало
координат (рис. 8.4, верхняя кривая). При анализе малых
количеств веществ эта зависимость имеет вид прямой линии,
проходящей через начало координат (рис. 8.6).

8.3.2. Выравнивание нулевой линии путем
одновременного измерения интенсивности
отражения и пропускания [7,8]

Предел обнаружения в фотометрических измерениях
зависит только от наличия пеоднородиостей в слое сор-
бента (шум, возникающий в электронных схемах, на него
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не влияет). Излучение видимой области спектра рассеи-
вается не в такой степени, как УФ-излучение, и поэтому
проникает в слой. В связи с этим при детектировании
в длинноволновой области спектра изменения толщины
слоя приводят к флуктуациям нулевой линии, которые
в макро-ТСХ больше по величине, чем в ВЭТСХ. Это
объясняется тем, что ВЭТСХ-слои более однородны по тол-
щине и благодаря большему рассеянию света поверхностью
сорбента в слой проникает меньшее количество света.
Несмотря на то что в методе ВЭТСХ дрейф нулевой линии
значительно ниже, даже в этом случае (рис. 8.7) при срав-
нении результатов детектирования по методу отражения
и пропускания можно заметить взаимосвязанные откло-
нения нулевой линии. В более толстых участках слоя про-
исходит более интенсивное диффузное отражение и через
слой проходит меньшее количество света. По этой причине
интенсивности отражения и пропускания складывают. Для
того чтобы выровнять нулевую линию, одновременно изме-
ряют интенсивность отражения и пропускания на одном
и том же участке слоя при одной и той же длине волны
(патент ФРГ 2047952, англ. патент 1328734, патент США
3746869, рис. 8.7). Это позволяет увеличить соотношение
между величиной полезного сигнала, высотой пика и усред-
ненной величиной флуктуации нулевой линии, что снижает
предел обнаружения.

8.3.3. Методы измерения интенсивности
поглощения УФ-излучения
и гашения флуоресценции

Метод измерения отражения и гашения флуоресценции
можно применить также для определения ТСХ-пятен
веществ, поглощающих УФ-излучение. Последний метод
можно рекомендовать для проявления пятен веществ,
поглощающих УФ-излучение. Однако с точки зрения
количественного детектирования метод гашения флуорес-
ценции имеет ряд недостатков и ограничений по сравне-
нию с методом отражения.

Флуоресцентный индикатор добавляют в слой по воз-
можности равномерно. При возбуждении индикатора
коротковолновым излучением возникает чаще всего зеленое
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свечение (рис. 8.8). Если хроматограмму облучать коротко-
волновым излучением, то па фоне ярко флуоресцирующего
сорбента, содержащего индикатор, проступают темные
пятна веществ. Эти вещества играют роль фильтров, погло-
щающих часть возбуждающего флуоресценцию излучения.
Поглощение снижает интенсивность флуоресценции инди-
катора в пятне. Следовательно, с точки зрения законов
физики в описываемом методе происходит не гашение,
а поглощение излучения с длиной волны, выбранной для

Рис. 8.8. Схематическое изображение механизма гашения флуо-
ресценции.

1 — зона шчцес1ва, 2 — сорбент с флуоресцирующим индикатором, ΐ — сте-
клянная подложка.

— — — возбуждающее излучение с длиной волны 254 нм (ртутная лаыпа).
испускаемое излучение

возбуждения флуоресценции. Поэтому метод гашения более
правильно было бы назвать методом ослабления флуорес-
ценции [9].

Как показано на рис. 8.9 (II и IV), при сканировании
по отражению излучения ртутного источника с длиной
волны 254 нм и по ослаблению флуоресценции при той же
длине волны получаются пики одинаковой высоты. Однако
по сравнению с методом отражения метод ослабления флуо-
ресценции характеризуется более высоким уровнем фона,
связанного с неоднородным распределением индикатора
в слое сорбента. Именно поэтому, несмотря на одинако-
вые высоты пиков, отношение высоты пиков к уровню
фона в методе отражения выше, чем в методе ослабления
флуоресценции. Даже при измерении отражения на
ВЭТСХ-пластинках с флуоресцентным индикатором фон
значительно больше электрических помех фотометра.
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Остаточные фоновые помехи можно отчасти объяснить
поглощением индикатором УФ-излучепия.

В принципе явление гашения флуоресценции можно
использовать при фотометрическом определении пятен
веществ, поглощающих в УФ-области. Для этого измеряют
интенсивность длинноволнового флуоресцентного излуче-
ния, прошедшего через подложку и слой сорбента. Однако,
как это следует из рис. 8.9 (III), в описываемом способе
наблюдается ухудшение соотношения полезного сигнала
к интенсивности фоновых помех.

В методе ослабления флуоресценции применяют фото-
метр, снабженный только одной ртутной лампой и фильт-
ром. Для возбуждения флуоресценции удобна спектральная
линия при 254 нм (или также излучение с длиной волны
281 — 313 нм). Таким образом, для измерения поглощения
в УФ-области, очень важной для анализа органических
веществ, пригодны только несколько длин воли выше
254 нм. Метод ослабления флуоресценции проигрывает
в селективности и чувствительности при определении
веществ, максимум поглощения которых находится
в УФ-области. Это связано с тем, что в описываемом методе
возбуждающее излучение обычно не подстраивают к мак-
симуму поглощения определяемого вещества. На рис. 8.9
(I, II) показано, как получить оптимальную высоту пика,
изменяя длину волны излучения спектрофотометра.

В измерениях по методу ослабления флуоресценции
часто пользуются монохроматором, который позволяет
измерять пропускание длинноволнового излучения флуо-
ресцентного индикатора (рис. 8.9, III).

Метод ослабления флуоресценции позволяет опреде-
лять только вещества с максимумом поглощения выше
240 нм. Максимум возбуждения флуоресцентного индика-
тора находится около 280 нм, ниже 240 пм трудно полу-
чить какое-либо возбуждение индикатора. Именно поэтому
вещества, поглощающие ниже 240 нм, не могут выступать
в качестве фильтра по отношению к флуоресцентному инди-
катору и их нельзя детектировать описываемым способом.
К таким веществам, например, относятся бензойная кис-
лота λ — 226 нм, глюкозиды дигиталиса λ = 225 нм,
фенобарбитал λ = 215 нм, сульфат атропина λ = 196 им.

В заключение можно констатировать, что количествен-
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ное детектирование, основанное на измерении интенсив-
ности отраженного света, дает лучшие результаты по срав-
нению с методами пропускания и ослабления флуоресцен-
ции. При проведении измерений этим методом имеется
возможность выбора оптимальной длины волны излучения.
Для количественной оценки хроматограмм, полученных
с помощью флуоресцентного индикатора, измерения также
лучше проводить по методу отражения.

8.3.4. Методы измерения интенсивности
флуоресценции

Прямое измерение интенсивности флуоресценции
веществ на тонком слое сорбента обладает рядом существен-
ных преимуществ по сравнению с методом ослабления флуо-
ресценции.

а) Повышенной селективностью, так как в смесях
веществ детектируют только флуоресцирующие вещества.
По сравнению с методами измерения интенсивности погло-
щения имеется более широкий выбор условий возбужде-
ния флуоресценции и детектирования флуоресцентного
излучения.

б) Более высокой чувствительностью (предел обнару-
жения ниже в 10—1000 раз).

в) Широким интервалом линейной зависимости между
количеством вещества в пятне и интенсивностью флуорес-
ценции. Аналогично фотометрии растворов между интен-
сивностью флуоресценции IF и количеством вещества
в пятне существует экспоненциальная зависимость:

где Ιολ — интенсивность возбуждающего излучения.
Эта формула является следствием закона Ламберта —

Бера и подтверждается опытами с родамином В (рис. 8.10).
Основное соотношение флуориметрии, являющееся линей-
ным приближением приведенной выше формулы,

справедливо для малых произведений е^с, т. е. для малых
количеств веществ в пятнах. Так, например, при измере-
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нии флуоресценции родамина В, количество которого
в зоне изменяется от 0,01 до 0,5 нг (рис. 8.11), получают
прямую калибровочную линию, проходящую через начало
координат. Чтобы снизить предел обнаружения, необхо-
димо, чтобы коэффициент пропорциональности Ιολελ был
как можно выгае. Используя квазинепрерывный ИСТОЧНИК

, ^относительные
единицы

400 l·

РИС. 8.10. Калибровочный график результатов измерений по ме-
тоду флуоресценции пятен родамина В, содержащих 2—100 нг
вещества: Я1ЮЗб = 540 нм (ртутная лампа); ληοι[ = 585 ни (фильтр

FL56).

излучения — ксеноновую лампу, подбирают оптимальную
величину ε λ. Как показывает опыт, лучше применять
не ксеноновую лампу с длиной волны излучения, близкой
к максимуму возбуждения вещества, а ртутную лампу
среднего давления с высокой интенсивностью излучения,
обеспечивающую высокие значения произведения /0>,ελ.

г) Результаты детектирования флуоресценции не зави-
сят от формы пятна [10].

Интенсивность флуоресцентного излучения измеряют
с помощью фотоумножителя. Так как получаемый сигнал
линейно зависит от количества флуоресцирующего веще-
ства в пятне, здесь не нужны дополнительные математи-
ческие преобразования, требующиеся после измерений
по методу поглощения. В описываемом способе пятно
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детектируют полностью независимо от конкретных осо-
бенностей распределения вещества по его площади. Коли-
чество вещества связывают с площадью пика, полученного
в ходе записи результатов сканирования.

2000 h

F, относительные
единицы

1000 г-

χ(ι) у ω

0,4 0,5

0,010
34,000*

0,020
65,000*
0,050

166,000*
0,100

407,000*

0,200
797,000*

0,500
1905,000»

К 1,000

6,000

В -0,633
А 3838,750

Рис. 8.11. Калибровочный график и диаграмма настольной ЭВМ
для расчета линий регрессии и коэффициента корреляции R при
сканировании пятен родамина В (0,01—0,5 нг); λΒ036 = 546 нм

(ртутная лампа); Яи с п = 585 нм (фильтр FL56).

Независимость результатов детектирования от формы
зоны является важным фактором при исследовании экстрак-
тов. В этих условиях становится возможным получение
дополнительной информации за счет сравнения пятен,
полученных при одномерном и двумерном разделении.

8.4. Воспроизводимость

Воспроизводимость прямого фотометрического детек-
тирования зависит от ряда факторов: а) воспроизводимости
операции нанесения пробы; б) воспроизводимости функ-
ционирования сканирующих устройств и в) воспроизво-

13-069
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димости величин Rf, получаемых на одной и той же ТСХ-
пластинке.

В настоящее время еще не разработаны методы пря-
мого определения воспроизводимости результатов нанесе-
ния пробы на тонкий слой сорбента. Приводимые ниже
данные получены с помощью платино-иридиевого капил-
ляра в сочетании с аппликатором «EVA-Chrom-TLC», опи-
санным в разд. 8.2.

Воспроизводимость функционирования фотометриче-
ской системы складывается из воспроизводимости работы
привода установки, фотоумножителя и интегратора, свя-

#15

время
21
40
60
81
99

118
136
156

Рис. 8.12. Диаграмма интегратора и настольной ЭВМ для под-
счета стандартного отклонения, а также хроматограмма повтор-
ного сканирования одного и того же пятна (80 нг вещества) (λ =
= 275 нм) по методу отражения для определения воспроизводи-

мости работы спектрофотометра «Opton» KM 3.

занного с ЭВМ. Рис. 8.12 иллюстрирует воспроизводи-
мость определения пятна, содержащего 80 нг кофеина,
которое сканировали (10 раз) на спектрофотометре «Opton»
КМ 3. Между отдельными измерениями пятно удаляли
из области детектирования, а затем снова вводили его
после возвращения системы детектирования в исходное

ID
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48419
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состояние. Следует отметить, что полная настройка скани-
рующей системы, очень важная для получения воспроиз-
водимых результатов, занимает менее 2 с па одно пятно.
Стандартное отклонение отдельных значений

s =

результатов определения детектирующей системы значи-
тельно меньше 1 %.

Воспроизводимость величин Rf в основном зависит
от толщины слоя сорбента вдоль пути разделения. Как
показывают предварительные исследования, это относится
в большей степени к макро-ТСХ, чем в ВЭТСХ. С другой
стороны, при искривлении фронта элюента величины Rf

изменяются. Чтобы исключить влияние этих факторов,
одновременно анализируют исследуемый и стандартный
растворы по методу парных проб, предложенному Фреем
[11] (рис. 8.13). Анализ обоих растворов проводят на раз-
ных половинках одной и той же пластинки.

Этот метод позволяет в известной степени усреднить
изменения хроматографических свойств пластинки. Если
проводить разделение определяемой и стандартной сме-
сей только на соседних участках сорбента, то усреднение
не произойдет. Метод Фрея успешно использовали на
ВЭТСХ-пластинках (рис. 8.13). С увеличением числа
отдельных участков на пластинке метод парных проб стал
пригоден и для использования в ВЭТСХ. Для проведения
количественного определения обычно рекомендуется 3 стан-
дартных раствора. Например, на макро-ТСХ-пластинке
можно выделить 10 участков сорбента, т. е. наносить
5 неизвестных и стандартных проб. На макро-ТСХ-пла-
стинке методом парных проб можно проанализировать
только 5 — 3 = 2 пробы. На ВЭТСХ-пластинке размером
10 X 10 см можно выделить 18 отдельных участков сор-
бента и, следовательно, определить 6 проб (0,5-18 — 3 =
= 6). На ВЭТСХ-пластинке размером 10 X 20 см при-
близительно с 36 отдельными участками сорбента удается
определить 15 проб (0,5-36 — 3 = 15). Этого числа проб
и стандартов достаточно для получения калибровочных
кривых применительно к каждой пластинке.

13*
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В заключение отметим, что при использовании метода
парных проб число проб, разделяемых на одной ВЭТСХ-
пластинке, с последующим количественным детектиро-
ванием по сравнению с макро-ТСХ увеличивается в 3—
7,5 раз. Если учесть, что продолжительность ВЭТСХ-раз-
деления в 5—10 раз меньше по сравнению с макро-ТСХ,

S 1 S 2 S 3 S , S2 53

Рис. 8.13. ВЭТС-хроматограмма на пластинке размером 10 X 10 см,
полученная методом парных проб (5Х — Ss — стандарты, Хг —

Xg —пробы).

то общее время хроматографического анализа сокращается
в 15—75 раз.

Рис. 8.14—8.16 иллюстрируют воспроизводимость фото-
метрического детектирования ВЭТС-хроматограмм (на слой
сорбента наносили 10 проб одного и того же раствора).

При массовых анализах получают стандартные откло-
нения менее 2,5%, их можно уменьшить применением
метода парных проб.
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cS'.-T. Предварительная качественна я оценка

Для идентификации веществ, детектированных по ме-
тоду отражения или флуоресценции, результаты сканиро-
вания ТС-хроматограмм следует записывать в виде гра-
фиков. Это, конечно, осуществимо и для веществ, погло-

1 деление -Skt

20

Фронт ραι
moopunirw

Рис. 8.17. Схема определения величин R
хроматограммы.

непосредственно из

Возможности и практика количественной ПЭТСХ 201

щающих только в УФ-области. Величины Rf находят
непосредственно из хроматограммы (рис. 8.17), определяя
максимумы поглощения в методе отражения и максимумы
возбуждения и испускания во флуоресцентных методах

Рис. 8.18. Спектр поглощения при детектировании ко методу
отражения, отнесенный к фоновому сигналу, возникающему при
сканировании пластинки без веществ; количество кофеина 80 нг;

λ = 195—300 нм.

(Рис. 8.18). Поскольку спектры веществ на хроматограм-
мах и в растворах могут отличаться, после разделения
на ТСХ-пластинке подчас необходимо проводить дополни-
тельное исследование веществ как в растворе, такивчистом
виде.
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8.6. Практические примеры

а) Количественное определение кофеина и фенацетина
(рис. 8.19). Элюирование проводили смесью бензол —
эфир — уксусная кислота (60 : 30 : 10). Длина пути раз-
деления составляла 3 см, время разделения — приблизи-

F, относительные
единицы

100 -

20
Рис. 8.19. Количественное определение кофеина и фенацетина;
детектирование по методу отражения; для кофеина (1) λ = 275 нм;

для фенацетина (2) λ = 250 нм.

тельно 5 мин. При детектировании измеряли интенсив-
ность отраженного света. Для кофеина длина волны харак-
теристического поглощения λ = 275 нм, для фенацетина
λ = 250 нм.

б) Количественное определение содержания сорбино-
вой кислоты в вине (рис. 8.20). Разделение проводили
в течение ~ 5 мин на участке сорбента длиной 4 см, элюи-
ровали смесью толуол — этилацетат — хлороформ —
муравьиная кислота в соотношении 25 : 13 : 10 : 2 [12].
При сканировании по методу отражения измеряли погло-
щение при λ = 262 нм.

В ходе анализа белое или красное вино наносили на слой
сорбента без специальной подготовки. При разделении
не удавалось полностью отделить бензойную кислоту, что

Рис. 8.20. Количественное определение сорбиновой кислоты; де-
тектирование по методу отражения; λ = 262 нм.

200

100

F, относительные
единицы

с, нг/'пятна

500 1000

Рис. 8.21. Количественное определение глюкозы (1) и сахарозы
(2); детектирование по методу одновременного отражения и про-

пускания; λ = 625 нм,
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не оказывало отрицательного влияния на результаты ана-
лиза, поскольку это соединение практически не поглощает
при 262 нм.

в) Количественное определение сахарозы и глюкозы
(рис. 8.21) проводили двукратным разделением в течение
40 мин. Длина пути однократного разделения составляла
6 см. В качестве злюента использовали смесь дихлорэтана,

F, относительные
единицы

40 -

Рис. 8.22. Количественное определенно сульфата хинина; детек-
тирование по методу флуоресценции; λΒ 0 36 = 365 нм (ртутная

лампа); λΗΟΠ = 460 нм (фильтр FL43).

уксусной кислоты, метилового спирта и воды в соотно-
шении 50 : 25 : 15 : 10 [3]. Для проявления пятен
пластинку опускали в раствор, содержащий 2 мл анилина,
10 мл 85%-ной фосфорной кислоты, 2 г дифениламина
и 10 мл метилового спирта. При проявлении путем опры-
скивания окраска получается более неравномерной, в связи
с чем увеличиваются фоновые помехи. В связи с неболь-
шими размерами ВЭТСХ-пластинок для их окрашивания
требуется относительно небольшое количество раствора.
При сканировании измеряли интенсивность отражения
или одновременно интенсивности отражения и пропуска-
ния при λ = 625 нм.

г) Определение хинина в горькой минеральной воде
(рис. 8.22) проводили приблизительно в течение 5 мин
на[]участке длиной 4 см, используя в качестве злюента
смесь бензол — диэтиловый эфир — дихлорметан — диэ-
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тиламин в соотношении 20 : 20 : 20 : 8 [13]. Измерение
флуоресценции осуществляли при длине волны возбуж-
дающего излучения 345 нм (ртутная лампа), выделяя
с помощью светофильтра FL43 длину волны флуоресцент-
ного излучения, равную 460 нм. Пятна проявляли погру-
жением пластинки в раствор, содержащий 95 мл диэтило-
вого эфира и 5 мл концентрированной серной кислоты,

д) Определение тиабензазола в цитрусовых (рис. 8.23)
проводили в течение приблизительно 5 мин на участке

t

400
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Рис. 8.23. Количественное определение тиабензазола; детектиро-
вание по методу флуоресценции; λΒ ΰ 3ό = 313 нм (ртутная лампа);

^исп = 355 нм (фильтр М365).

длиной 4 см. Элюентом служила смесь этилацетат — метил-
этилкетон — муравьиная кислота — вода в соотношении
50 : 30 : 10 : 10 [10J. Интенсивность флуоресценции изме-
ряли при длине волны возбуждающего излучения 313 нм
(ртутная лампа) и длине волны испускания 355 нм, выде-
ляемой фильтром М365 (рис. 8.23).

Тиабензазол, как известно, является исключительно
чувствительным к свету [10, 14], однако при условиях
эксперимента его фотохимического разложения не наблю-
далось [10]. Формы пятен чистого вещества и пробы заметно
отличались друг от друга, что приводило к искажению
результатов при измерениях по методу отражения. При
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измерениях по методу флуоресценции форма пятен
не влияла па получаемые результаты 110J.

е) Количественное определение афлатоксииов в экст-
ракте земляного ореха (рис. 8.25) проводили методом
двумерного разделения, поскольку в экстрактах содер-
жится много флуоресцирующих примесей, которые можно
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Рис. 8.24. Двумерная хроматограмма.
ρ — образец; Si — S 3 — стандартные смеси; А — D — компоненты.

отделить от афлатоксинов только двумерной хроматогра-
фией. Одномерное разделение афлатоксинов на ВЭТСХ-пла-
стинке описано ранее [2].

В качестве элюента при разделении в первом направ-
лении использовали смесь диэтилового эфира, метилового
спирта и воды в соотношении 96 : 4,5 : 1,5, а при разде-
лении во втором направлении — смесь хлороформа с аце-
тоном (90 : 10) [15]. В каждом направлении разделение
проводили на участке длиной 8 см в течение 20 мин.

Детектирование осуществляли при длине волны воз-
буждающего излучения 365 нм (ртутная лампа) и длине
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волны флуоресцентного излучения для афлатоксина Вх

и В 2 428 нм (выделена фильтром FL43) и для афлатокси-
нов Gj и (i2 450 нм (выделена тем же фильтром).

В большинстве случаев пробы афлатоксинов опреде-
ляли на одной пластинке со стандартами, разделенными
в одном направлении (рис. 8.24). Однако в этом случае
разность наклонов калибровочных графиков, соответ-
ствующих двумерному и одномерному разделению, дости-
гала 15%, что обусловлено воздействием второго элюента
при двумерном разделении на квантовый выход флуорес-
ценции определяемого вещества. Чтобы предотвратить
воздействие второго элюента, Белжаарс [15] предложил
так называемый «антидиагональный» метод, основанный
на элюировании определяемых и стандартных растворов
идентичными растворителями на одних и тех же пластин-
ках. Как показано на рис. 8.24, одну пробу и два стандарта
наносят в левом углу пластинки не по диагонали. Для
идентификации на участки сорбента, где проводят одно-
мерное разделение, дополнительно наносят два стандарта.
С помощью подобранного элюента примеси перемещают
в верхнюю часть пластинки (рис. 8.24). Для количествен-
ной оценки участки позади и впереди фронта афлатоксинов
при облучении УФ-светом следует отметить точками, кото-
рые помогают определить соответствующие участки сор-
бента на стадии сканирования фотометром. Количествен-
ные результаты представлены на рис. 8.25.

S.7. Τребования к оборудованию
для фотометрического детектирования
Τ С-хрома тограмм

Выбор условий проведения ВЭТСХ-анализа направ-
лен на получение оптимальных величин сигнала и воспро-
изводимости.

Оптимальная величина сигнала зависит от метода фото-
метрического детектирования, характеристик усилителя
фотометра, уровня шума в электронной схеме фотометра
и метода хроматографического разделения, включающего
в случае необходимости операцию опрыскивания пятен
разделенных веществ.

Оптимальная величина воспроизводимости зависит
от метода фотометрического детектирования, точности
функционирования механической системы сканирования,
уровня электрических шумов в электронной схеме фото-
метра, воспроизводимости нанесения пробы и хроматогра-
фического разделения, включая в случае необходимости
операцию проявления хроматограммы.

Исходя из этих условий, фотометр для сканирования
ТС-хроматограмм должен удовлетворять ряду требований.

а) В его конструкции следует предусмотреть возмож-
ность быстрого настраивания на проведение нужного метода
детектирования: в отраженном свете, в отраженном и про-
ходящем свете (одновременно), флуоресценции.

б) Фотометр должен иметь монохроматор для того,
чтобы оператор при решении очередной задачи мог выбрать
соответствующую длину волны излучения и выделить уча-
сток спектра излучения веществ, находящихся на пла-
стинке.

в) Механическая система фотометра должна быть точно
отлажена для получения воспроизводимого сканирования
проб.

г) Оптическая система должна быть тщательно отре-
гулирована, в электронных схемах с низким уровнем
шума следует предусмотреть значительное усиление изме-
ряемого сигнала.

д) Управление прибором должно быть простым и зани-
мать мало времени.

Все виды количественного детектирования ТС-хрома-
тограмм можно выполнять на спектрофотометре фирмы
«Opton» KM 3 (ФРГ), конструкция которого удовлетворяет
всем перечисленным требованиям * (рис. 8.26).

а) Простая система переключения позволяет перево-
дить прибор в один из трех режимов сканирования без
дополнительной настройки. Излучение вольфрамовой или
дейтериевой лампы проходит через монохроматор и фоку-
сируется апертурой на пятно пробы. Интенсивность отра-
женного света измеряют под углом 45° к плоскости пла-

* Универсальные спектрофотометры для сканирования ТС-
хроматограмм выпускает ряд фирм, в том числе «Camag» (Швей-
цария), «Shimadzu» (Япония), «Shoeffel» (США), «Kont» (Англия). —
Прим. пер ев.

14-069
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стинки фотоумножителем Для одновременного измерения
интенсивности отражения и пропускания второй фотоум-
ножитель укреплен со стороны подложки. Сигналы фото-
умножителей, регистрирующих прошедший и отраженный
свет, складываются. При измерениях интенсивности флуо-
ресценции для возбуждения излучения в общем случае

Рис 8 26 Внешний вид спектрофотометра фирмы «Opton» KM3
для массовых измерений отражения, пропускания, одновремен-
ного измерения интенсивности отражения и пропускания, а также

флуоресценции.
Справа натево, источник питания лампы, на станине подставка для вольфра-
мовой, дейтериевой и ртутной ламп, монохроматор, промежуточные оптические
устройства, оптическая головка со сканирующим устройством, индикатор-

ная ячейка, интегратор и регистратор.

используют ртутную лампу, выделяя с помощью монохро-
матора линии ртути выше 254 им. Между пятном и фото-
умножителем установлены фильтры с широкой или узкой
полосой пропускания, исключающие попадание в фото-
умножитель возбуждающего излучения. В спектрофото-
метре, помимо этих основных блоков, предназначенных
главным образом для проведения массовых анализов,
имеется ряд приспособлений для изменения оптической
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схемы в специальных случаях анализа. Для возбуждения
флуоресценции можно также применять ксеноновую лампу.
Схемы детектирования представлены в табл. 8.2.

б) В спектрофотометре фирмы «Opton» установлен квар-
цевый монохроматор в форме призмы с полосой пропускания
при 185—2500 нм, предназначенный'для измерений в У Ф-об-
ласти. Специальная водородная лампа с окошками из суп-
расила позволяет проводить измерения при длине волны
ниже 200 нм без увеличения светового потока (как, напри-
мер, в случае использования азотного источника) и без
помех. Воспроизводимость спектра в отношении длины
волны в видимой области излучения составляет менее
0,5 нм, а в УФ-области — менее 0,1 нм.

в) Столик для сканирования (рис. 8.27) хроматограмм
с максимальным размером 20 X 20 см перемещается на под-
шипниках. Хроматограмму можно перемещать вручную
в двух взаимно перпендикулярных направлениях (жиг/),
а в продольном направлении (у) — с помощью синхрон-
ного двигателя со скоростью 1—300 мм/мин. Воспроизво-
димость установки хроматограммы в обоих направлениях
равна 0,1 мм, что особенно важно при количественном
детектировании ВЭТС-хроматограмм. Столик для скани-
рования легко доступен со всех сторон, что облегчает уста-
новку любого участка хроматограммы в зоне определения.
Последнее обстоятельство особенно важно при двумерном
разделении. В направлении χ я у столик имеет такие раз-
меры, которые позволяют проводить быстрое и надежное
детектирование двумерных хроматограмм.

г) Контур апертуры (щели) проецируется на хромато-
грамму. Площадь проекции (измеряемая площадь) не зави-
сит от длины волны излучения. Длину апертуры можно сту-
пенчато изменять от 3,5 до 14 мм. Теоретическая величина
разрешения при сканировании изменяется от 0,01 до 2 мм.
Ширину апертуры можно изменять от 3,5 до 6 мм. Новый
спектрофотометр КМ 3 снабжен быстродействующей элек-
ронной схемой на транзисторах с низким уровнем шума,
и хотя сканирующий столик не защищен от воздействия
внешних источников света, это не сказывается на его
работе. Запас усиления превышает 104. Чувствительность
детектора настолько высока, что для измерения обычно
используют один каскад усиления. В связи с этим изме-

14*



Таблица 8.2

Аналитические возможности спектрофотометра фирмы «Opton»

Вид измерений

Количествен-
ные измере-
ния ТС-хро-
матограмм и
других проб,
рассеиваю-
щих свет

С флуоресцент-
ным индика-
тором или без
него

Спектр отраже-
ния

Измерение по-
глощения в
проходящем
свете

Область спектра, нм

185—800

325—800

185—2500

с исключением фо-
новой флуорес-
ценции или флу-
оресценции
пробы

185—800

185—800

185—2500

Схема детек-
тирования а

Отражение
М - Р

Одновре-
менное
отраже-
ние и про-
пускание
Μ —Ρ

Отражение
Р-М

Отражение
Μ — Ρ

Пропуска-
ние Μ — Ρ

Спектрофо-
тометр
PMQ-3

Принцип детектиро-
вания б

-©• О

Продолжение табл. 8.2

Вид измерений

Измерение ин-
тенсивности
флуоресцен-

ции

Область спектра, нм

Возбуждение ртут-

ной лампой при
длине волны

254 нм до длины
волны ксеноно-
вого источника;
излучение про-
ходит через эк-
ранирующие или
монохроматиче-
ские фильтры

Возбуждающее из-
лучение ртутной
лампы, начиная
от 313 нм, про-
шедшее через
монохроматор

Схема детек-
тирования а

Флуорес-

ценция
М - Р

Флуорес-

ценция
Ρ —Μ

Принцип детектиро-
вания б

Μ — Ρ (монохроматор — проба). Излучение источника первоначально
рассеивается монохроматором и падает вертикально на пробу. При измере-
нии интенсивности отражения и флуоресценции свет падает под углом 45°;
при измерении интенсивности пропускания свет падает перпендикулярно
плоскости пластинки. Ρ — Μ (проба — монохроматор). Схема облучения
меняется на обратную, т. е. полихромное излучение (в случае необходимости
можно использовать фильтры для выделения соответствующей области
спектра) падает на пробу под углом 45°. Свет, отраженный в вертикальном
направлении, проходит через монохроматор и направляется в детектор.

R
пампа /\ монохроматор с пгремен-

СО ной длиной волны
(У) деИтериебая лампа

(Ζ) ртутная лампа

(*) ксенонобаа лампа

1 ' ПрООп

/\ монокраматор

монохроматический фильтр

экранирующий фильтр

фотоумножитель

фатасопротивление
(ИК-Зетектор)
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ряемый сигнал может быть усилен в 20 раз. В отсутствие
деления сигнала на аналоговом выходе разбаланс в 1 В
вызывает отклонение стрелки на всю шкалу. Помимо реги-

Рис. 8.27. Сканирующее устройство спектрофотометра фирмы «Op-
ton» с ВЭТСХ-пласгинкой.

стратора с диаграммой, детектор может быть непосред-
ственно соединен с интегратором.

д) На индикаторном блоке удобно расположено
несколько элементов управления (рис. 8.28). Перед про-
ведением измерений автоматический блок усиления уста-
навливает нулевую линию на 100% шкалы или другой
приемлемой величины. Точность контроля составляет 0,1 %.
Автоматическое усиление также облегчает выделение
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Рис. 8.28. Внешний вид индикаторной ячейки спектрофотометра
фирмы «Opton» KM 3. На крышке ячейки установлены следующие

переключатели, считая слева сверху — вниз направо.
α — демпфирующий переключатель для гальванометра и аналогового выхода
(нормальное положение 1 соответствует 0,7 с); гальванометр для тонкой регули-
ровки траектории сканирования хроматограммы и установки соотношения
'Я : ^Т при одновременном измерении интенсивности отражения и пропускания:
б — переключатель для перевода установки в режим измерения отражения,
пропускания, одновременного измерения отражения и пропускания, измерения
флуоресценции; β — переключатель потенциометра для установки относитель-
ной точки автоматического блока усиления (в общем случае 100%); г — пере-
ключатель потенциометра для регулирования соотношения /д : ίχ· е — пере-

ключатель и потенциометр для преобразования данных.

спектра отражения (рис. 8.18). Количественные расчеты
проводят по записи на ленте регистратора, по ширине пика
на половине высоты или с помощью дискового интегратора.
Чтобы ускорить, облегчить и сделать более наглядным
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расчет площадей пиков, его следует выполнять на электрон-
ном интеграторе. Интегратор, связанный с установкой,
характеризуется изменяемыми диапазонами интегриро-
вания и поэтому обеспечивает отличную воспроизводимость
даже при больших скоростях сканирования (для ВЭТСХ
это обычно соответствует 30—120 мм/мин). Интегратор
корректирует дрейф нулевой линии и наложение пиков.
Работу интегратора можно программировать.

Измерения можно также выполнять с помощью модели
nMQII — предшественника электронного спектрофото-
метра КМ 3 [2]. Эта установка характеризуется такими же
аналитическими возможностями, но при ее использовании
управление всей системой становится менее удобным.

Автор благодарит мистера Шарфа за проведение экспе-
риментов. Особую признательность хочется выразить док-
тору Таушу за подробное обсуждение вопросов, изложен-
ных в этой главе.
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Глава 9

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ НОВЫХ
ВЫСОКОЭФФЕКТИВНЫХ СОРБЕНТОВ

В КОЛИЧЕСТВЕННОЙ ТСХ

Ж. Рипфан, X. Халпаап

Ripphan / . , Halpaap Η., Ε. Merck, Darmstadt, BDR

ВЭТСХ-пластинки для нано-ТСХ, покрытые слоем
силикагеля 60F-254, имеют размер пор, равный 60 А.
В обычных условиях хроматографического разделения
на этих пластинках высота тарелки составляет 0,012 мм.
Методики нанесения пробы и оценки результатов подобраны
специально с учетом малых размеров хроматографической
системы и более высокой эффективности пластинок фирмы
«Merck». Это позволяет количественно определить от 10 иг
до 100 нг исследуемых веществ, поглощающих в видимой
или УФ-областях спектра. Стандартные отклонения для
отдельных значений концентраций изменяются в пределах
1 —10% относит. Линии регрессии, соответствующие зави-
симости количества вещества от сигнала детектора, про-
ходят через начало координат. Коэффициенты корреляции
изменяются от 0,997 до 0,9999.

Установлено, что при коэффициенте разделения, пре-
вышающем 1,5, сканирование хроматограммы под пря-
мым углом к направлению движения элюента характери-
зуется существенными преимуществами: повышенной чув-
ствительностью детектирования при оптимальных длинах
волн, меньшим временем измерения большего числа пара-
метров и лучшей статистической обработкой результатов.

Исследования в области количественного детектирова-
ния веществ, разделенных на тонком слое сорбента, про-
водятся уже более 10 лет [1—3]. В результате были отра-
ботаны оптимальные методы нанесения проб, разделения
и оптического сканирования. В настоящее время методом
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денситометрии детектируют вещества со средней величиной
поглощения (предел обнаружения до 100 нг). Предел
обнаружения метода флуориметрии составляет 10 нг,
а величина относительного стандартного отклонения при-
близительно 2—10% [4—7]. Некоторое несовершенство
методик компенсируют использованием специальных прие-
мов. Например, изменение толщины слоя сорбента заметно
влияет на результаты количественного анализа, особенно
при измерениях по методу пропускания [4, 8, 9]. Если
есть возможность проводить детектирование и по отра-
жению, и по пропусканию, то предпочтение отдают методу
измерения интенсивности отраженного света или методу,
основанному на использовании одновременно обоих прие-
мов [10—15]. Ошибки, связанные с изменением толщины
слоя сорбента, можно также уменьшить проведением
двухлучевого сканирования по двум траекториям лучей
и сканирования вдоль одной траектории при двух чере-
дующихся длинах волн.

Следует отметить, что изменения толщины слоя сор-
бента необходимо учитывать только в случае, когда длина
пути разделения превышает несколько сантиметров. Умень-
шение длины пути разделения приводит к улучшению
результатов детектирования. Чтобы получить оптимальное
разделение, изменяют длину пути разделения в соответ-
ствии с размерами частиц сорбента: меньшим размерам
частиц соответствует меньшая длина пути разделения.

При использовании обычных высококачественных пла-
стинок с закрепленным слоем силикагеля 60 на длине пути
разделения ^ 100 мм оптимальная высота тарелки дости-
гает 0,040 мм. На ВЭТСХ-пластинках при анализе такого
же количества вещества на длине пути разделения 40 мм оп-
тимальная высота тарелки составляет 0,012 мм.

По сравнению с обычными ТСХ-пластинками уменьше-
ние размеров ВЭТСХ-пластинок с закрепленным слоем
не отражается на хроматографических характеристиках.
Уменьшение длины пути разделения приводит к сокраще-
нию времени разделения на ВЭТСХ-пластинках. Умень-
шение диаметра стартового пятна позволяет снизить пре-
дел обнаружения при детектировании. Разрешение на этих
пластинках в 1,6 раза выше, а соответствующее число тео-
ретических тарелок увеличивается в три раза.
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Уменьшение размеров частиц сорбента приводит к воз-
растанию интенсивности отраженного света, поскольку
измерение поглощения анализируемым веществом проводят
в условиях, в которых закон К^ белки — Мунка [16] выпол-
няется более строго, чем в классическом варианте ТСХ.

Рис. 9.1 Аппликатор для ТСХ.

На ВЭТСХ-пластинках пягна анализируемых веществ
имеют меньшую площадь; следовательно, помехи, возни-
кающие за счет неоднородной толщины слоя, снижаются,
благодаря чему отношение сигнал/шум увеличивается. Такие
характеристики, как высота тарелки, разрешение или
число разделений, в значительной степени зависят от вели-
чины пробы. Известно, что, чем меньше проба, тем лучше
разрешение.

Нанесение проб объемом до 100 нл проводят с помощью
простого устройства, состоящего из микрокапилляра из
стекла или металла или того и другого одновременно.

В ходе экспериментов авторы пришли к заключению,
что пробы объемом до 5 мкл лучше всего наносить имею-
щимся в продаже шприцем на 1 мкл, соединенным с микро-
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метром (рис. 9.2). В настоящее время методы быстрого
и экономичного автоматического нанесения малых проб
для массовых анализов еще только разрабатываются.
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Рис. 9.2. Устройство для нанесения на ТСХ-пластинку нано-
литровых проб.

В одной из таких разработок за основу взят имеющийся
в продаже автоматический пробоотборник, используемый
в газовой хроматографии. Диаметр стартового пятна Ъо

при нанесении проб малого объема не превышает 1 мм,
а диаметры пятен после разделения не превышают 1—3 мм
в зависимости от длины пути.

Для оценки качества слоя вначале необходимо оптими-
зировать продолжительную и не дающую точных резуль-
татов методику определения высоты тарелки и других
представляющих практический интерес параметров. Выход-

Рис. 9.3. Графики первой и второй производных изменения сиг-
нала детектора.

ной сигнал аналогового преобразователя спектрофотометра
(в данном случае PMQ II фирмы «Opton») поступает
в управляющую процессом детектирования ЭВМ (IBM/7).
ЭВМ записывает сигнал фотометра непосредственно или
через специальный преобразователь и корректирует его
применительно к дальнейшим расчетам с использованием
функции Кубелки — Муыка.
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9.1. Исходный сигнал,
первая и вторая производные

Как показано на рис. 9.3, график, характеризующий
первую производную, пересекает ось абсцисс в точке хг,
соответствующей максимуму пика. Линия, соответствую-
щая второй производной, пересекает ось абсцисс в точках
х'г и х"2, находящихся под точками перегиба; у'2 и у\ свя-
заны с наклоном касательных, проведенных к точкам
перегиба. Первую и вторую производные для каждой
точки кривой сигнала детектора рассчитывают в соответ-
ствующем приближении. Точки, в которых графики для
вторых производных пересекают ось абсцисс, находятся
под точками перегиба на каждой из двух сторон пика.
Величина первой производной и высота сигнала связаны
с положением касательных к точкам перегиба. Положе-
ние максимума пика во времени, т. е. длину пути Ъх

пятна х, определяют по точке, в которой первая производ-
ная пересекает ось абсцисс.

Нулевую линию определяют в соответствии с обычными
хроматографическими критериями. Ширину пика пред-
ставляют как разность координат двух точек пересечения
нулевой линии и касательных к точкам перегиба. Число
теоретических тарелок, высота тарелки и разрешение двух
соседних веществ рассчитываются по хроматограмме для
каждого вещества, исходя из ширины пика w и длины пути
разделения Zx, и выдаются ЭВМ на перфоленте.

ЭВМ менее чем за 2 мин выдает высоту тарелки практи-
чески для любого числа пятен на хроматограмме. Прибли-
женное стандартное отклонение высоты тарелки для десяти
проб, нанесенных на одну пластинку в виде линий,
составляет менее + 1 , 5 % . Такое же определение, выпол-
ненное вручную, занимает несколько часов, а получаемое
при этом стандартное отклонение превышает ± 1 0 % изме-
ряемых величин.

Описанный выше метод позволяет определить раздели-
тельную способность через высоту тарелки и другие пара-
метры, такие, как разрешение R, величины Rf, величины
к, коэффициенты скорости. Полученные параметры исполь-
зуют для оценки разделения веществ и для контроля каче-
ства пластинок с закрепленным слоем в целом.
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9.2. Количественные методы

В настоящем разделе описаны методы измерения интен-
сивности поглощения и отражения в видимой и УФ-обла-
стях спектра, а также способы оптимизации этих методов
и их недостатки.

Выбор оптимальной длины волны

Обычно в элюционных хроматографических методах,
например ГХ и КЖХ, количественное детектирование
разделенных веществ производят в порядке уменьшения
величин к.

Когда пятна двух следующих друг за другом веществ
находятся на ТС-хроматограмме в непосредственной бли-
зости или перекрываются, а сами вещества характери-
зуются близкими максимумами поглощения или флуорес-
ценции, целесообразно, чтобы направление сканирования
совпадало с продольной осью хроматограммы. Однако
при достаточно большом разрешении разделяемых веществ,
т. е. при R > 1 , 5 , хроматограммы лучше сканировать под
прямым углом к направлению перемещения элюата.

Проиллюстрируем подбор оптимальной длины волны
для сканирования при разделении на ВЭТСХ-пластинке
смеси 7 липофильных красителей (в количестве по 10 нг
каждого), используя в качестве элюента бензол. На рис. 9.5
представлены хроматограммы красителей: 1 — цереса фио-
летового BRN; 2 — цереса черного G; 4 — интенсивно
желтого 3G; 5 — органола голубого VIF; 6 — цереса крас-
ного G; 7 — цереса коричневого BRN, полученные скани-
рованием при длине волны 420 нм (нижняя кривая), 500 нм
(средняя кривая) и 580 нм (верхняя кривая).

Во многих случаях максимумы поглощения разных
веществ могут не совпадать. При сканировании в направ-
лении продольной оси хроматограммы всегда приходится
выбирать интервал длин волн, подходящий для количествен-
ной оценки одновременно всех разделенных веществ. Это
обусловлено тем, что на имеющемся оборудовании в ходе
измерений нельзя изменять длину волны излучения. Ска-
нирование в направлении, перпендикулярном продольной
оси хроматограммы, позволяет подобрать оптимальную
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длину волны для каждого вещества и таким образом добить-
ся максимальной чувствительности*.

Второе преимущество этого способа сканирования —
возможность точного определения интенсивности света,
отраженного участком поверхности слоя сорбента, не
содержащего вещества, в непосредственной близости от
пятна и сбоку от траектории движения разделяемой пробы.

При этом условии нулевой сигнал поддерживается
постоянным, что важно для точного определения нулевой
линии. Описываемый метод сравним только с методом
двухлучевого сканирования в направлении движения
элюата. Однако в последнем отсутствует возможность
оптимизации длины волны излучения, что ведет к повыше-
нию предела обнаружения.

Третье преимущество способа сканирования в направ-
лении, перпендикулярном продольной оси хроматограммы,
состоит в высокой скорости измерений. Как показано
на рис. 9.6, с помощью одного устройства можно опреде-
лить компоненты 35 проб на пластинке шириной 10 см.
При сканировании 70 проб голубых красителей на пла-
стинке шириной 20 см в указанном направлении ширина
полосы, в пределах которой происходит разделение пробы,
не превышала 2,5 мм. Детектирование проводили при
420 нм со скоростью 30 мм/мин при размерах апертуры
1,8 X 0,7 мм.

В качестве второго примера можно привести хромато-
грамму (запись на диаграммной ленте электронного интег-
ратора) и соответствующие линии регрессии, построенные
с учетом и без учета разброса значений сигнала, исполь-
зуемого при статистической обработке результатов
(рис. 9.7). Сканирование зон гидрокортизона с содержа-
нием вещества 20 и 50 нг проводили на ТСХ-пластинках
при длине волны 242 нм, размерах апертуры 2,0 X 0,7 мм
со скоростью 30 мм/мин. В качестве интегратора исполь-

* Представляются перспективными метод зигзагообразного ска-
нирования с двумя переменными длинами волн (см., например,
ffamamoto Η., Kurita Т., Suzuki / . , Hira R., Nakano K., Makabe # . ,
Shibata K., J. Chromatogr., 116, № 1, 1976, 21) и метод сканиро-
вания, положенный в основу установки фирмы «Kont»— Прим.
перев.
1/2 15-069
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зовали автоматический лабораторный минигратор фирмы
«Spectra-Physics».

Гидрокортизон определяли вместе с эстрогенами, причем
их зоны находились рядом. Гидрокортизону соответство-
вала оптимальная длина волны 242 нм, эстрогену — 225

J J

Рис. 9.5. Хроматограммы, полученные при сканировании ВЭТСХ-
пластинок, с разделенными на них смесями красителей при трех

длинах волн.

и 280 нм. При сканировании в направлении, перпендику-
лярном оси хроматограммы, предел обнаружения состав-
лял 8 X 10~10 г (0,8 нг), а в направлении вдоль оси хро-
матограммы — 1,3Jx 10"10 г, т. е. был приблизительно
в шесть раз меньше. На диаграмме легко заметить соответ-
ствующую разницу. Причина понижения предела обнару-
жения связана с понижением фоновых шумов (рис. 9.8).

Предел обнаружения рассчитывают по уравнению,
предложенному Кайзером [19]:

где / — величина сигнала; U — величина сигнала, полу-
чаемая при измерении в том же самом месте чистого слоя
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сорбента; / •— U — предел обнаружения; s0 — стандарт-
ное отклонение холостых определений в измеряемой точке

Аминокислоты обычно нельзя детектировать фотомет-
рическим методом. Поэтому до или после разделения
с помощью соответствующих химических реакций их пре-
вращают в поглощающие или флуоресцирующие вещества.

Под действием нингидрина аминокислоты переходят
в производные, поглощающие излучение видимой области
спектра. Соединения, флуоресцирующие в УФ-области,

i

Рис. 9.6. Хроматограмма 35 проб, нанесенных на участок сор-
бента длиной 10 см.

получают с помощью флуэсцина — смеси о-фталевого аль-
дегида и монотиогликоля в буферном растворе [17, 18].
Оба продукта имеют приблизительно одинаковые пре-
делы обнаружения, равные 0,1 нг. Для получения удов-
летворительной воспроизводимости результатов детектиро-
вания содержание вещества в зоне должно быть не менее
1 нг.

Фенилаланин можно детектировать после нанесения
непосредственно на пластинку разбавленной сыворотки
или плазмы капилляром емкостью 200 нл. Вместе с сыво-
роткой несколько раз вводят фенилаланин в патологиче-
ских пределах, соответствующих содержанию этой амино-

15*
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40

20

10

мВ-с

( л = 0 , 9 9 8 )

13

бремя
25
35
48
61
77
91

106
121
136
145
148

250 ID
2 PW

2000 55
5 BL

60 ΤΡ
1 SP

площадь
34438
41770
42270
40497
36607
17658
18725
17969
18808

3188 2
21419 3

2 9 3 3 4 9 Г

Рис. 9.7. Калибровочный график, хроматограмма и фрагмент
диаграммной ленты ЭВМ, полученные при сканировании зон гидро-
кортизона, содержащих по 20 и 50 нг вещества, в направлении,

перпендикулярном продольной оси хроматограммы.

кислоты при заболеваниях фенилкетонурией. При таком
высоком содержании фенилаланина легче использовать
ВЭТСХ-пластинки (рис. 9.9).

Для того чтобы установить, не нарушится ли линей-
ность калибровочного графика зависимости величины сиг-
нала от концентрации при увеличении количества пробы,
анализировали последовательно 20 пг — 10 нг родамина
В, который после облучения сильно флуоресцирует. Было

U

100 50 10 20/уг 10 нг

Рис. 9.8. Хроматограммы, полученные в результате детектиро-
вания зон гидрокортизона, содержащих по 10 нг вещества.

а — в направлении, перпендикулярном продольной оси хромотограммы;
б — в направлении, параллельном этой оси.

\ 7
Сыдоротка ΨΑ Сыворотка ΨΑ Сыворотка

Рис. 9.9. Хроматограмма определения фенилаланина в крови.
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РИС. 9.10. Фрагмент диаграммной ленты ЭВМ и соответствующая
хроматограмма, полученная при сканировании зон родамина В.

# 0
# 1
?(Ю irrto)

время
23
34
43
53
63
73
84
94

103
113
123
133
143
153
163
183

1 PW
50 SS
1 SP
ID
ID

1 PW
П- 50 SS

5 Si,
60 TP

1 SP
ruwuiadb
1230
3478
6831
1117
2982
6467
1381
2827
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1043
2899
6206

2934
6092

120 1
53335 Г

Рис. 9.11. Фрагмент диаграммной ленты ЭВМ и соответствующая
хроматограмма, полученная при сканировании зон родамина В.
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обнаружено, что 6% полученных значений соответство-
вали отклонению от линейности; их можно достоверно
отнести к неточностям, возникающим при нанесении проб.
В соответствии с рекомендациями применения статисти-
ческих методов эти значения исключались. Результаты,

# 6

2c -

время
r 8

27
38
44
47
53
57
59
67
72
76
86
92
95

106
112
117
127
133
137
147
151
153
157
167
182

ID
, 3,S/O 7 1 PW

30 Л
**П 5 Si.

60 IP
1 SP

площадь
19

1443
445
111 2
265 3

44 2
1503 2
196 3
685
434
142

1512 2
31 2

859 3
336 2

66 2
1464 3
619

56 2
276 3

1385 2
48 2

123 2
795 3
325
176

13358 7

Рис. 9.12. Фрагмент диаграммной ленты ЭВМ и соответствующая
хроматограмма, полученная при сканировании зон родамина В.

представленные на рис. 9.10—9.12, основаны на калибро-
вочной линии, проходящей через начало координат и пред-
ставляющей линейную зависимость с коэффициентом рег-
рессии, равным 0,9997 (рис. 9.13).

Как видно из табл. 9.1, результаты, полученные при
сканировании как вдоль, так и поперек хроматограммы,
характеризуются одинаковой воспроизводимостью и точ-

Новые высокоэффективные сорбенты 233

ностью, однако во втором случае предел обнаружения
значительно ниже. К тому же при сканировании в направ-
лении, перпендикулярном продольной оси хроматограммы,
время детектирования значительно меньше, поскольку
в этом случае апертуру настраивают только один раз
вместо четырнадцати, как это необходимо для других слу-

20

10

W0 пг

0,5

0,2

г= 0,9997

0,2 0,5 10 20 50 100-10"'° г

Рис. 9.13. Калибровочный график, построенный после сканиро-
вания ТС-хроматограмм (рис. 9.10—9.12) родамина В.

чаев. Как показали эксперименты, предел обнаружения
родамина В составлял 6-10"13 г.

Афлатоксины B l 5 B2, Gj и G2 разделяли на ВЭТСХ-пла-
стинке двукратно смесью хлороформ — ацетон (90 : 10).
Для построения калибровочной кривой использовали
пробы с содержанием вещества 200, 500 и 1000 пг. На пла-
стинке шириной 10 см размещали 24 пробы, что позволяло
проводить восьмикратное определение каждой пробы. Весь
цикл операций: нанесение проб, разделение, измерение

16-069
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и количественная оценка — занимал около одного часа.
Три из 24 полос представлены на рис. 9.14. Предел обна-
ружения афлатоксинов был равен 10 пг. Линия регрессии
проходила через начало координат; коэффициент корре-
ляции во всех случаях превышал 0,9987. Таким образом,

200/72 5ОО/7г \нг

Рис. 9.14 Хроматограммы смесей афлатоксинов (исследовано 24
образца).

Получены при длине волны возбуждающего иалучения 366 нм, детектируе-
мого излучения 460 нм, размерах апертуры 3,5 χ 0,7 мм и скорости сканиро-

вания 30 мм/мин.
Разделение проводили на ВЭТСХ-пластинках в JV-камере с насыщенной атмос-
ферой смесью хлороформ — ацетон (90 : 10 по объему) дважды на пути разде-

ления длиной 70 мм.

в исследованных пределах существовала линейная зави-
симость между интенсивностью флуоресценции и количе-
ством вещества в зоне.

Данные, приведенные в табл. 9.2 и рис. 9.14, относятся к
определению афлатоксинов. Из них следует, что анализ нано-
граммовых количеств веществ на ВЭТСХ-пластинках можно
осуществить с высокой точностью. На примере смесей кра-
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ю-

200 500 1000
Количество вещества в зоне, пг

Рис. 9.15. Калибровочный график для детектирования смесей
афлатоксинов и структура афлатоксина Gx.

сителей, содержащих микрограммовые количества веще-
ства, этого проиллюстрировать нельзя.

Стандартные отклонения для отдельных проб объемом
100 нл, содержащих 1000 пг вещества, заключены между
±1,5 и ± 3 , 6 % . Для проб объемом 20 нл с содержанием
вещества 200 пг стандартные отклонения изменяются
от ±3,5 до ±12,5%.

Можно ожидать, что проведение 24 измерений по 8 изме-
рений каждой зоны с одинаковым содержанием вещества
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позволяв! получить более высокий коэффициент корреля-
ции, чем в случае измерения 6 соседних полос с двукрат-
ным определением аналогичных зон. Характер калибро-
вочного графика, проходящего через начало координат,
практически сохраняется. Для достижения соответствую-
щей точности достаточно построить калибровочный гра-
фик по двум определениям для каждой концентрации, про-
веденным с необходимой точностью. Для аналитических
определений на ВЭТСХ-пластинки можно наносить от 18
до 20 проб.

Наши дальнейшие исследования будут направлены
на упрощение методик анализа, например с помощью
предварительной препаративной очистки непосредственно
на ВЭТСХ-пластинках, и на увеличение чувствительности
детектирования, возможно, с помощью химических реак-
ций на пластинке.

Вероятно, что в недалеком будущем пределы обнару-
жения некоторых классов соединений будут снижены
до фемтограммовых количеств (10~14), как это было посте-
пенно достигнуто в анализе веществ с радиоактивными
метками.
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Рис. П.1. Принципиальная схема одновременного кругового раз-
деления тремя элюеытами (трехмерного) в увеличенной

U-камере Института хроматографии.

а — нанесение пробы в виде круга, б — схема подачи трех элюентов с постоян-
ной и одинаковой объемной скоростью, в — состав элюента в зависимости

от направления движения на пластинке, 9 — готовая хроматограмма для
количественной и качественной оценки.



в

Рис. П.2. ВЭТС-хроматограмма смеси красителей, полученная од-
новременным разделением тремя элюентами.

А — толуол, Б — смесь толуола и диизопропилового эфира в соотношении
>0 50 (по объему), В — хлороформ (данные Института хроматографии)

В

Рис. П.З. Хроматограмма смеси красителей, аналогичная преды-
дущей, полученная при разделении следующими элюентами.

А — толуол, Б — смесь толуол — диизопропиловыи офир 50 50 (по объему),
В — смесь толуол — диизопропиловыи эфир 90 10 (по объему) и все смеси

указанных выше тпюентов (данные Института хроматографии).



Рис. П.4. Круговая хроматограмма, полученная на ВЭТСХ-плас-
тинках, одновременным применением трех элюентов, в данном
случае толуола, подаваемого в три точки пластинки (данные

Института хроматографии).

Рис. П.5. Хроматограмма, полученная при разделении смеси
красителей.

Резкое изменение величины R, (обведено овалом) происходит при добавлении
в хлороформ 1 % этилового спирта (данные Института хроматографии).
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Рис. П.6. Хроматограмма, показывающая возможности двумерно-
го разделения.

Время анализа 2 x 4 мин, размеры пластинки 50 X 50 мм, элюенты: А —
толуол, Б — хлороформ (данные Института хроматографии).

Рис. П.7. Линейная хроматограмма.
Липофильные красители наносили в количестве 30 нл=30 нг шприцем фирмы
^Hamilton» емкостью 1 мкл, соединенным с микрометром, Z± = 30 мм Пла-
стинку размером 10 X 10 см можно использовать дважды: длина пути пере-
мещения 30—40 мм позволяет проводить оптимизацию разделения во времени

(данные Халпаапа).
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Рис. П.8. Хроматограмма пробы красителей, иллюстрирующая
способность к наполнению ВЭТСХ-пластинок размерами
10 X 10 см; элюент—толуол, относительная влажность 40%

(данные Института хроматографии).

Рис. П.9. Линейная хроматограмма.
Пробу (1 мкл — 1 мкг) каждого из липофильных красителей наносили в виде
линии длиной 80 мм шприцем фирмы < Hamilton» емкостью 1 МРЧ, согмещенным
с автоматическим аппликатором Раздечительная мощность и точность опре-
деления величин J?J соответствует ВЭТ-слоям в качестве пробы использовали
краситель, в качестве элюента — толуол, относительная влажность 40%

(по данным Халпаапа)



Рис. П.10. Использование круговых хроматограмм позволяет улуч-
шить неблагоприятные условия в начале разделения.

Пробы наносили в виде пятен. Хроматограмча наглядно демонстрирует пони-
жение разделительной мощности вследствие перегрузки сорбента и как это
можно преодолеть в круговом методе (данные Института хроматографии).

Рис. П.И. Круговая хроматограмма.
Пробы липофильных красителей наносили эксцентрически в количестве 20 нл
(20 нг) шприцем (емкость 1 мкл) фирмы «Hamilton», соединенным с микромет-
ром; Zfa = 15 мм, ZJ = 20 мм Подобные системы являются примером идеаль-
ного использования площади разделения, на пластинке размерами 10 X
X 10 см в соответствующей камере для круговой ВЭТСХ одновременно разде-

ляют 40, проб (данные Халпаапа)
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Рис. П.12. Круговая хроматограмма, полученная на ВЭТСХ-
пластинке для нано-ТСХ с закрепленным слоем си-

ликагеля 60F-254.

Липофильные красители элюировали смесью гексан — хлороформ — аммиач-
ная вода в соотношении 70 30 на пути разделения Z* = 30 мм (данные

Халпаапа)

Рис. П.13. Круговая хроматограмма дансильных аминокислот.

Материал ТСХ-пластинки такой же каь и в предыдущем примере Элюент —
смесь диоксан — вода в соотношении 97 3, длина пути разделения Zf =

— 30 мм, детектирование проводили при 366 нм (данные Халпаапа)



Рис Π 14 \роматО1рамма ш е ш холеслерилеюарата, хлормадн-
нонациата холестерина, лпнхетослерона, прешанднола и кортнко-

стерона
1х1л д( ( из ВРЩРГТВ пзтго в ι η пшестве К)- 6 г Э иоент - слюсьхчорофоры - мети-
т п ь ш г п п р т в соотношении 9" Ч дчпгп ΠΤ,ΤΙΙ раз точепп ι 7^ = 20 ми \ролш
тощамлтл оГ] ш а т ы в а ш сиксыо хлорной к и с ю т ы и ыстиловою спирта всоотпо
ш р щ ш ι <1) чроматограми л п и р у т а л и в этот раствор высуишваяп при

120° С и гьишроватга при 36Ь им (данные Хаппаапа фирма <Мекк>)

Рис 11 1ϊ. Хрочаюграмыа, ана ю т ч н а я предыдущей Пробы на
носили в котгичеелве 500, 50, 30, 10 нг (данные Халпаапа, фирма

«Merck»),



Рис. П.16. ВЭТСХ-пластинки размером 50 X 50 мм в держате-
ле U-камеры фирмы «Camag» для точного качественного (л=1%
при 0,5Rf) и количественного ( ± 2 % и лучше — воспроизводи-
мость при 10 ~9 г) анализа (данные Института хроматографии).


