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Таҳлилнинг люминесцент усули 
 
Назарий асослари. Бир хил тур моддалар хона ҳароратида қиздирилмаса ҳам ўзларидан ёруғлик тарқатадилар. Бу ходиса совуқ нур сочиш ёки люминесценция деб аталади. Люминесценция лотинча lumen — нур ва -escent — кучсиз таъсир маъноларини англатади. Атомлар ва молекулаларнинг ёруғлик энергиясини ютиш хусусиятига кўра, улар ёруғлик энергиясини ўзларида йиғадилар. Бу атомнинг қўзғалишига сабаб бўлади. Қўзғалган атом ёки молекулалар ўзларининг ортиқча энергияларини ёки шу энергиянинг бир қисмини ёруғлик кўринишида нурлантиришлари мумкин. Ортиқча энергиянинг бошқа қисми моддадаги электронларни узишга - моддани ионлаштиришга, фотокимёвий реакцияларга, моддани қиздиришга сарфланиши мумкин. Люминесцент нурланиш ёруғлик таъсири тўхтагандан кейин нисбатан узоқ вақт давом этиши мумкин. Нурланиш давомийлиги турли люминесцент моддалар учун турличадир: сониянинг миллиардлар улушидан (алоҳида атом ва молекулалар учун) то соатлар ва ҳаттоки бир неча суткагача (кристаллофосфорлар учун) давом этиши мумкин. 
Люминесцент таҳлил усули жараён ҳолатидан келиб чиқиб, қўйидагича  синфланади.  
I. Нураланувчи модда табиатига қараб: 
а) атомлар люминесценцияси 
б) молекулалар люминесценцияси 
в) қаттиқ жисм люминесценцияси 
II. Люминесценция жараёни табиатига қараб: а) флуоресценция 
б) секинлашган флуоресценция 
в) фосфоренресценция 
III. Қўзғалиш энергияси манбаига қараб: 
1. Фотолюминесценция (флуоресценция) - ёруғлик ёки нурланиш энергиясини ютилиши натижасида ҳосил бўладиган нурланиш. 
2. Катодолюминесценция – юқори тезликда ҳаракатланаётган электронлар, бомбардимони натижасида ҳосил бўладиган нурланиш. 
3. Рентгенолюминесценция 
4. Радиолюминесценция 
5. Ионолюминесценция 
6. Альфа-люминесценция 
7. Электролюминесценция  
3. Хемилюминесценция - кимёвий жараёнлар натижасида ҳосил бўладиган нурланиш. 
4. Триболюминесценция - ишқаланиш натижасида ҳосил бўладиган люминесценция нурланиши. 
Люминесценция турлари қўзғалиш энергияси характери, нурланиш давомийлиги ва люминесценцияловчи модданинг кимёвий хусусиятлари билан аниқланади.  
Барча люминесценцияланувчи моддалар умумий люминифорлар номи билан аталади. Люминофор лотинча lumen — нур ва грекча phoros — ташувчи маъносини англатади. Қўзғалишига қараб улар фотолюминофорлар, рентгенолюминофорлар, радиолюминофорлар, катодолюминофорлар, электролюминофорларга фарқланади. Айрим люминофорларни аралаш тури ҳам учрайди(М, ZnS·Cu фото-, катодо- и электролюминофором ҳисобланади). Одатда неорганик нурланувчи моддалар люминифорлар деб, органик нурланувчи моддалар эса органолюминофорлар деб аталади. 
Агар флуоресценция ҳосил бўлишида кристаллар иштирок этса, бу тур нурланиш кристаллофосфор нурланиш деб аталади. 
Люминофорларни таҳлил учун ишлатилиши кўп қирралидир. Люминесценция рангига қараб турли моддаларни аниқлаш мумкин (сифат таҳлил), буни тоғ жинсларни таркибларга ажратишда, шиша, суртма мойлар сифатини аниқлашда, ифлосланишни аниқлашда, тиббиётда, қишлоқ хўжалигида ишлатилади. Масалан, сифати яхши ва бузилаётган дон ўзидан турлича нурланиш чиқаради. Кўпгина органик препаратларни ҳам бир-биридан ажратиш мумкин. 
Люминесцент микроскопияни метал қуймаларида дефектларни аниқлаш учун ишлатилади. Детал юзасига люминисценцияланувчи минерал мой сурилади. Бу мой детал ёриғларида ўрнашиб минерал мойни детал юзасидан олиб ташлаганда ҳам дарзларда орасида сақланиб қолади ва люминисценцияланади. 
 
Люминесценциянининг ҳосил бўлиши. 
Аналитик тажрибада таҳлил қилинаётган эритмалар ва кристаллофосфорларни ультрабинафша ёруғликда нурланиши - флуоресценция моддалар таҳлилида кенг қўлланилади. Оддий кўринишда люминесценцияни уйғониши ва нур сочишни қуйидаги схема чизма ҳолида кўрсатиш мумкин, бу ерда Н - 0, 1, 2, 3, 4 тебранувчи кичик қаватларга эга бўлган атом асосий ҳолати (нормал даражаси) В- 0,1, 2, 3, 4 тебранувчи кичик қаватларга мос келган атомнинг уйғониш (даражаси) ҳолати. 
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Юқорига йўналган ўқлар электронларни ёруғлик квантини ютганида ёки нурлангандаги ўтиш йўналишини кўрсатади, ўқлар узунлиги тўлқин частотасига тўғри пропорционал ёки тўлқин узунлигига тескари пропорционал. 
Н қаватдан В0, В1, В2, В3 ва В4 қаватларга ўтиш ёруғлик абсорбцияси (ютилиши) натижасида рўй беради. Сўнгра 10-9 - 10-8 сония вақт давомида электронлар тебраниши кичик қаватларида қайта тақсимланиб, электронларнинг эҳтимоллиги катта бўлган В0 қаватдан Н0, Н1, Н2, Н3 ва Н4 кичик қаватларга ўтиши натижасида ёруғлик квантларининг нурланиши рўй беради. 
Флуоресценция спектрининг тўлқин узунлиги ютилиш спектрига нисбатан каттароқдир. Электронларнинг нормал қаватдан уйғонган қаватга ва тескари қайтиб ўз қаватига ўтиши бошқа кичик қаватларда ҳам амалга ошиши мумкин. Натижада ютилиш спектрига нисбатан узунроқ тўлқинлар томонига сурилган кенг структурасиз флюуресценция спектри ҳосил бўлади. 
Стокс - Ломмель қонуни – флуоресценцияланиш нури спектрини  максимуми тушаётган нур спектри максимумига нисбатан доимо узун тулқинлар томон силжиган бўлади.  
Ултра-бинафша нурланишни ютиб, флуоресценцияланадиган моддалар турли рангда флуоресценцияланиши, мумкин. Масалан: кўк ёруғлик билан уйғонадиган моддалар оч бинафша ранг таратмасдан балки, яшил-сариқ қизил, яъни спектрнинг узун тўлқин қисмида жойлашган ёруғлик таратиши мумкин. Ютилиш спектрининг максимуми ва люминесценция спектрининг максимуми орасидаги масофа фарқи Стокс силжиши деб аталади. Стокс силжиши қанча катта бўлса, люминесцент усули билан моддаларни аниқлаш ишончлилиги шунча катта бўлади.  
Нурланиш ва ютилиш спектрлари кўп моддалар қатори учун бир-бирига акс ўхшашдир (Левшин қоидаси). 
 
I – ютилиш спектри 
II- қайтариш спектри 
 
Лекин, 	ютилиш 	ва 	нурланиш 	спектрларининг 	акс 	симметрияси 	мураккаб молекулаларда аён бўлиб, оддий молекулаларда кўринмайди. Люминесценция уйғотувчи ёруғлик интенсивлиги ва люминесценцион нурланиш интенсивлиги орасида алоқа бор. Люминесценциядаги уйғотувчи энергияни люминесценция нурланишига ўтиш қиймати Вэ энергетик чиқиш билан характерланади. Вэ- қиймати Ел люминесценция нурланиш энергиясининг Ев ютилган нурни уйғониш энергияси нисбатига тенгдир.  Ел 
Вэ =------- (1) 
 Ев Вэ модда учун қанча катта бўлса, аналитик услубнинг сезгирлиги шунча катта бўлади. 
С.И.Вавилов люминесценциянинг энергетик чиқишини уйғотувчи ёруғликнинг тўлқин узунлигига боғлиқлигини аниқлаган. Бу боғланиш график кўринишга эга ва қуйидагича таърифланади: люминесценцияни спектрининг қисқа тўлқинли қисмида уйғотилганда энергетик чиқиш катталиги уйғотувчи ёруғликнинг тўлқин узунлигига пропорционал ошади. 
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 Ёруғлик тўлқин узунлигининг маълум бир спектрал оралиқда ошишида чиқиш доимий (бир хил I) бўлади, нурланиш ва ютилиш спектрлари устма-уст тушган оралиқда эса кескин (II) камаяди. Энергетик чиқишнинг тўлқин узунлигига пропорционаллигини кўрсатувчи чизиқ бўлагини қуйидагича тенглама билан ифодалаш мумкин. 
 
 Вэ = аλв (2) 
 
                                  λв 
Шу вақтда Вэ =----------.Вк (3)                                  λл  
Вк – люминесценциянинг квант чиқиши 
(3.2) ва (3.3) тенгламаларни бирлаштириб ва люминесценция ланувчи моддани маълум тўлқин узунлиги нурланишини билган ҳолда қуйидаги тенгламани ҳосил қиламиз. 
Вк =L.λл = const (4) 
Демак, люминесценциянинг квант чиқиши Вк люминистенцияни уйғотувчи ёруғлик тўлқин узунлигининг маълум бир қийматгача ошгунча доимий бўлади ва люминесценция спектри ушбу модда спектрининг қандай бўлаги билан уйғотилаётганига боғлиқ бўлмайди. Агар молекулалар уйғотилиши катта квант энергиясига эга бўлган ультрабинафша нурланиш орқали ҳосил бўлса, ютилган квант энергиясининг ортиқча қисми (нурланган Квант энергиясига нисбатан) молекулалараро тебранишларга, яъни иссиқлик энергиясига сарф бўлади. 
Эгри чизиқ бўлаги, люминесценция энергетик чиқишининг кескин камайишини кўрсатади. Люминесценция чиқишини камайишига олиб келувчи жараёнлар люминесценциянинг сўниши дейилади. У қуйидаги ҳолларда содир бўлади. 
 
Люминисценциянинг сўниши 
Турли омиллар таъсирида модда чиқарадиган шуланинг интенсивлиги камаяди. Бундай ходисага люминисценциянинг сўниши дейилади. Эритмалар концентрациялари ошганда люминисценция олдин ошади, муайян қийматдан сўнг тўғри чизиқли ошиш кузатилади, катта концентрацияларда эса у кескин камаяди. Бундай ҳол люминисценциянинг концентрацион сўниши дейилади. Люминисценция сўниш икки турга ажралади: люминисценция сўнишининг биринчи турига ҳатто молекулалар қўзғатилмаган ҳолатда бўлганда ҳам унинг ички қайта гурухланиши киради. Бундай ҳолда люминисценциянинг сўниши шулаланишининг давомийлиги билан боғлиқ бўлмасдан, у кимёвий реакциялар натижасида шулаланувчи модданинг шулаланмайдиган моддага айланиши билан боғлиқ. Бунда ютилиш ва люминисценция спектрларининг ўзгаришини кўрилади. Люминисценциянинг иккинчи тур сўнишида ютилиш ва люминисценция спектрлари ўзгармайди. Иккинчи тур сўниш ташқи таъсирлар оқибатида янги модда ҳосил бўлиши билан юзага келади. Кўпчилик ҳолларда люминесценция сўнишининг сабаблари маълум эмас. Люминесценциянинг сўниши концентрациядан ташқари, ҳарорат, рН ва бошқалар таъсир қилиши мумкин. 
 
Концентрацион сўниш 
Люминесценциянинг энергетик чиқиши люминесценцияловчи модданинг кичик концентрацияларида унинг эритмадаги таркибига пропорционалдир ва бу миқдорий люминесцент таҳлил учун ишлатилиши мумкин. Лекин люминесцент модда концентрацияси ошиши билан нурланиш ёрқинлиги кучаймай аксинча сусаяди. Модданинг маълум бир концентрациясида люминесценцияни тўлиқ ўчиши кузатилади. Шундай қилиб, турли люминесцент моддалар учун концентрацион тўсиқ мавжуд бўлиб, бу тўсиқдан юқорида нурланиш кузатилмайди. Кўпчилик люминесцент моддалар учун концентрацион тўсиқ 1.10-4 . 1.10-3 мол концентрациялар оралиқида бўлади. 
Концентрация ошиши билан заррачалар орасидаги ўзаро таъсир ҳам оша боради. Бунинг натижасида нурланиш уйғонган молекулалар ортиқча энергияларини бошқа молекулаларга узатади. Молекулаларнинг энергетик қаватлари ўзгаради, бу қаватлар орасида нурланишсиз ўтишларга сабаб бўлади. Концентрацион сўниш тескари хусусиятга ҳам эгадир: эритмалар суюлтирилганда нурланишни қайтадан кузатиш мумкин. 
 Ҳарорат таъсирида сўниш. Ҳароратнинг ошиши органик молекулалар ва кристаллофосфорларда кузатиладиган люминесценциянинг интенсивлигини  камайтиради, чунки ҳарорат ошиши билан эритувчининг қовушқоқлиги камаяди, молекулаларнинг тебраниш энергияси ортади, молекулалар орасидаги боғланишлар сусаяди ва молекула нормал нурланмаган ҳолатга ўтиши мумкин. 
 Баъзи бир органик моддалар паст ҳароратдаги эритмаларда люминесценцияланмай, музлаш ҳарорати атрофида люминесценцияланади. Ҳарорат ўзгарганида уйғонган кристаллофосфорнинг нурланиши, электронларнинг кристалл панжара орасидан ўтишлари сабабли, бир неча максимумга эга бўлади. 
Люминесценцияни қўшимчалар таъсирида сўниши. Люминесценцияланувчи эритмаларга баъзи бир моддаларни қўшилиши натижасида люминесценцияни сўниши кузатилади. Бундай моддаларни люминесценцияни сўндирувчилар дейилади. Бундай моддаларда люминесценцияни сўндирилиш, яъни маҳсулотлар ҳосил бўлиши ва сўндирувчининг уйғонган молекуласининг энергияси узатилиши ҳисобига ҳосил бўлади. Сўниш кўп жиҳатдан эритувчига боғлиқ. Люминесценцияланувчи бирикмалар учун элементар йод, темир, мис, кумуш ионлари актив сўндирувчи бўлади. Кислороднинг сўндирувчилик хусусияти ароматик бирикмаларга нисбатан кучли намоён бўлади. Азот оксидини ҳам сўндириш кучи жиҳатидан кислород билан тенглаштириш мумкин. Азот, аргон ва баъзи бир бошқа инерт газлар люминесценцияга таъсир кўрсатмайди, балки энергияни иссиқликка ўтишини олдини олади. 
 
Флуориметрлар ва уларнинг тузилиши 
 
 
Анализатор ФЛЮОРАТ-02-3М 
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Сифат люминесцент таҳлили 
 
Неорганик ва органик моддаларни аниқлаш учун сифат таҳлилида хусусий люминесценцияланиш ишлатилади. Ультрабинафша ёруғликда эриган ҳолатда, неорганик бирикмалардаги Fe, Sn, Sb,Рb, Вi, Zn ва бошқа оғир металлар тузлари люминесценцияланади. Церий гурухига кирувчи лантаноидлар 3 разрядли самарий, европий, гадолиний, тербий ва дипрозий ионлари ёрқин люминесценцияланади. 
Органик молекулалар ҳам хусусий люминесценцияга эга. Масалан: вазелин мойи - оч бинафша ранг, парафин оч мовий, канифол оч кўк, қарағай муми сариқ товланувчи тўқ яшил, минерал мой оч кўк, тозаланган асфальт тўқ яшил ёки жигар ранг нур таратади. 
Кўпгина витаминлар, парафинлар, адреналин ва бир қатор канцероген моддалар хусусий люминесценцияланиш хусусиятига эгадир. 
Сифат таҳлилида реагентнинг аниқланувчи модда таъсирида люминесценция рангини ўзгартириши ёки люминесценцияни сўндиришда фойдаланиш мумкин. Кўплаб сувли эритмаларда люминесценцияланмайдиган катионлар органик реагент молекуласи билан бирикма ҳосил қилганида люминесценция нурланиши ёки люминесценцияни ранги ўзгариши кузатилади. Натрий иони цинкуранилацетат билан яшил сариқ люминесценция беради. Бериллий Морин билан ёрқин яшил рангли люминесценция ҳосил қилади. Кўп катионлар 8-оксихинолин билан ўзига яраша люминесценцияга эга-бирикма ҳосил қилади. 
Кўпгина моддалар кристал ҳолатда люминесценцияланишга эга эмас. Уларга бошқа элемент атомларини (активаторлар) қўшиб киргизилганда ўзига хос люминесценция ҳосил бўлади. 
Бундай моддалар кристаллофосфорлар деб аталади. Кристаллофосфор люминесценцияси интенсивлиги орқали изланувчи катионни аниқлаш усули ишлаб чиқилган. Кўпчилик элементлар кальций оксиди асосидаги характерли люминесценцияга эга бўлган кристаллофосфорлар ҳосил қилади. 
Кўпгина ҳолларда, моддаларни аниқлашда люминесценцияни оддий кузатиш билан чекланиш мумкин. Бир неча люминесценцияловчи моддалар аралашмаси бўлганда сифат таҳлили мураккаблашади. Бу ҳолда светофильтрлар ишлатилади ёки хроматографик ажратилади. 
 
 
 
 
 
 
СаО асосидаги кристаллофосфорлар люминисценцияланиш характеристикаси 
	Активатор 
	Люминесценция 
 ранги 
	Аниқланувчи минимум 
	Суюлтириш 
чегараси 

	Bi+3 
	Кўк бинафша 
	2 
	1:1х10-5 

	Pb+2 
	Оч ҳаво рангдан то бинафшагача 
	1 
	 1:1х10-5 

	TI+ 
	Сариқ яшил 
	2 
	1:1х10-5 

	Se+2 
	Қизил 
	4 
	1:1х10-5 

	Te+2 
	Қизил 
	4 
	1:1х10-5 
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Миқдорий люминесцент таҳлил 
 
Миқдорий аниқлашларда люминесценция интенсивлигини 
аниқланувчи модда концентрациясига боғлиқлигидан фойдаланилади. Миқдорий таҳлилнинг асосий шарти ютилган энергияни етарли даражада тўлиқ люминесцент нурланишга ўтишидир. Флуриметрик ўлчашлар визуал, ҳамда маҳсус асбоб – флуриметрлар ёрдамида амалга оширилади. 
 
Микро қўшилмаларни флуориметрик усул билан аниқлаш. 
 
Усул моддани таҳлилга тайёрлаш ва нурланиш интенсивлигини баҳолашдан иборатдир. Усул юқори сезгирликка эга бўлганлиги сабабли кимёвий ёки махсус тоза реагентлар қўлланилиши лозим. Кўп ҳолларда реагентлар қайта кристалланиш, хайдаш, экстракция, хроматография усуллари билан қўшимча тозаланади. Тоза моддаларни полиэтилен ёки кварц идишларда сақлаш тавсия этилади. Фойдаланиладиган сувнинг сифатига алоҳида эътибор берилиши керак. Кўп ҳолларда ультрабинафша ёруғликда уйғотилган люминесцион нурланиш интенсивлиги ва рангини визуал таққослаш люминесцент таҳлили учун етарлидир. 
Таҳлил қилинаётган эритма нурланиш интенсивлиги билан стандарт эритмалар интенсивлиги таққосланади. Бунинг учун ўрганилаётган модда эритмаси ва бир неча стандарт, таркиби аниқ эритмалар тайёрланади. 
Барча эритмаларга мос келувчи реагентлар қўшилади ва люминесцент бирикма ҳосил бўлиши лозим бўлган вақт ўтгандан сўнг, текширилаётган эритманинг люминесценция интенсивлигини эталон эритманики билан солиштирилади. Шундай қилиб олинган қисм текширилувчи эритмадан ёт модда миқдори аниқланади. Ёт модда миқдори Х фоизларда қуйидаги формула билан ҳисобланади. 
 
С.V1.100 
Х = --------------- (5) 
m. V2 
 
Бунда С - ёт модда концентрацияси, m - текширилувчи модда массаси,V1 - эритма хажми (текширилувчи модда эритилган),V2 - олинган аликвот қисм эритма хажми. 
Флуориметр ёрдамида нурланиш интенсивлигини ўлчашда градуирланган график ёки қўшимча қўшиш усулидан фойдаланилади. Агар текширилаётган эритмада ёт моддалар ёки юқори концентрациядаги тузлар орқали люминесценцияни ўчиши содир бўлмаса, градуирланган график ишлатилади. Графикни тузиш учун ёт модданинг аниқ концентрацияли қатор стандарт эритмаларининг люминесценция интенсивлиги ўлчанади. Градуирланган графикни тузишдаги мослама сезгирлиги люминесценцияланувчи эталон эритмалар ёки ойналар орқали белгиланади. Агар текширилувчи эритмада люминесценцияни қисман ўчирувчи ёт моддалар бўлса, қўшимча қўшиш усулидан фойдаланилади. Текширилувчи эритма тенг икки қисмга бўлинади. Улардан бирига текширилувчи компонентнинг маълум миқдорига люминесценцияланувчи комплекc ҳосил бўлиши учун етарли реагент қўшилади. Шу билан баробар, текширилувчи компонентсиз назорат тажрибаси қолган ҳамма реагентлари билан ўтказилади. Текширилувчи компонент миқдорини фоизларда қуйидаги формула ёрдамида ҳисобланади. 
 
▲С (Jх . J0)V1 .100 
Х = ------------- --------- (.6) m .(J▲с -Jх)V2 
 
Бунда 
 Jх -текширилувчи эритма люминесценциясининг нисбий интенсивлиги 
 J▲с - қўшимчали текширилувчи эритма люминесценцияси нинг нисбий интенсивлиги, 
 J0 - назорат учун олинган тажриба люминесценциясининг нисбий интенсивлиги, 
 ▲С - қўшимча массаси, 
 V1 -текширилувчи модда эритилган эритма хажми,  V2 -таҳлил учун олинган аликвот қисм эритма хажми  m -текширилувчи модда массаси. 
 
Люминесценцияланувчи индикаторларни қўллаб титрлаш 
 
Люминесценцияланувчи индикаиторларнинг оддий индикаторлардан фарқи шундаки, улар хира ва рангли эритмалар таҳлилида ишлатилса нур таъсиридан ва рНмуҳит ўзгариши асосида ранги аниқланади. Бунда оддий индикатор ўтиш ранги сезилмаса ҳам, люминесценцияланувчи индикаторнинг нурланиши эса яққол кўзга ташланади. Люминесценцияланувчи индикаторлар нейтралланиш, комплекс ҳосил қилиш, оксидланиш -қайтарилиш реакцияларида ҳам ишлатилиши мумкин. 
 
Люминесценцияланувчи индикаторлар 
 
	Индикатор 
	рН-ўтиши 
	Ранги 

	Салицил кислота 
	3,0-3.5 
	Рангсиз тўқ кўк 

	Флуорисцент 
	3,8-6,1 
	Рангсиз яшил 

	Дихлофлуоресцент 
	4.0-6,0 
	Рангсиз яшил 

	Акридин 
	4,8-5.0 
	Яшил оч пушти 

	Хроматроп кислота 
	6,0-7.0 
	Рангсиз кўк 

	Магний 8-оксихинолин 
	7.0-7,2 
	Рангсиз тилли сариқ 

	Кумар кислота 
	7,2-9.0 
	Рангсиз яшил 

	Акридин зарғалдоқ 
	8,4-10,4 
	Рангсиз сарғиш яшил 


 
 
Хемилюминесенция. Кимёвий реакция энергияси натижасида молекула ва атомларнинг шуланиш ходисасига хемилюминесценция дейилади. Кўпгина экзотермик реакцияларда иссиқлик энергияси билан бир қаторда ёруғлик энергияси ҳам ажралади. Бу ходисага хемилюминесцент аниқлашнинг негизига қўйилган. Ажраладиган энергия 170к Ж/мол дан бўлганда хемилюминесценция кузатилади. Хемилюминесцент реакцияни схематик тарзда қуйидагича тасвирлаш мумкин. 
А  +  В   →   C*  +  D,           C*   →  C + hy C*   →   C 
Ушбу реакция билан бир вақтда нурланишсиз йўқолиши яъни бўлиши ҳам мумкин  
Ҳаво таркибидаги NO ни аниқлашда О3 дан фойдаланилади. 
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Хемилюминесценциянинг интенсивлиги хемилюминесцент реакциянинг тезлигига 
(V) боғлиқ:  
                      dε (hy)                      dc 
J=η . V ёки -----------= 6,02 1023 η -----                           dr                             dr 
Бу тенгламада мутоносиблик коэффиценти η хемолюминесценциянинг квант 
унумини ташкил этади:                           η = N1/ No  
No – шуъланувчининг умумий молекулалар сони,  
η - мутоносиблик коэффиценти айрим биокимёвий реакциялар учун 1 га 
яқинлашади, кўпчилик бошқа ҳолларда у бир неча ўн фоиздан ошмайди.  
Хемилюмицент реакцияларнинг механизми жуда мураккаб, уларда комплексланиш, каталик ва радиал реацияларнинг аҳамияти катта. Хемилюминесцент реакциялардан оксидланиш-қайтарилиш, комплексланиш реакциялари ва қўзғотилган молекулаларни ўрганишда фойдаланилади. Бу усул 10-10 – 10-4 г/мл миқдордаги моддаларни 5 мл эритмадан аниқлаш имконини беради.  
Кимёвий люминесцент таҳлил- флуориметрия усули аниқланувчи модда учун етарли даражада сезгир ва танловчи фотометрик усуллар бўлмаганда қўлланилади. Металл ионлари уларнинг сувли эритмаларидаги флуоресценцияловчи комплекслар орқали ёки органик эритувчилар билан экстракция қилингандан кейин ҳамда кристаллофосфорлар нурланиши интенсивлиги ёрдамида аниқланади. 
Люминесцент усулининг сезгирлик чегараси фотометрик таҳлилга нисбатан пастроқдир. Аниқланиш чегараси 10-5 - 10-8 г/мл. Масалан: бериллийнинг Морин билан флуоресценцияловчи бирикмаси ҳаттоки 2х10-9г/мл, бериллийни ва 1·10-11 г уранни эритилган тузларда аниқлаш имкониятини беради. 
Ёруғлик ранги мухитга, яъни эритувчига боғлиқ бўлган кўплаб органик люминесценцияловчи индикаторлар маълум. 
 
Люминесцент хроматография 
 
Люминесцент хроматография хроматографик ва люминесцент усулларининг ўзаро бирга қўлланилишига асосланган. Бунда битта хроматограммада текширилувчи аралашмадаги қатор компонентларни бир универсал реагент қўллаб аниқлаш мумкин бўлади. Кўп моддалар тоза ҳолда люминесценцияланмаса ҳам адсорбцияланган ҳолатда хроматографик ҳолатда люминесценцияланиши мумкин. Масалан: целлюлоза қоғозида аминокислоталар люминисценцияланиш хусусиятига эга. 
 
Люминесцеция бўйича дори препаратларини аниқлаш 
Кўпгина дори препаратлари ўз структура тузилишида хроиофорлар (ароматик, конденсирланган ароматик, гетероциклик фрагментлар) сақлагани сабабли УБ ва кўринувчи нурларни интенсив ютиш хусусиятига эга. Шунинг учун уларни аниқлашда экспресс ва сезгирлиги юқори бўлган люминесцент методлардан фойдаланиш мумкин. Ўзига тегишли бўлган люминесценция бериши орқали турли синфга мансуб бўлган препаратларги аниқлаш мумкин (1 жадвал). 
Люминесцент таҳлил ўсимлик хомашёсидаги компонентларни -  кумарин ҳосилалари, кверцетин ва бошқа флавоноидларни, шунингдек, дори препаратлари аралашмаларини миқдорий аниқлашда кенг қўлланилади. 
Фармацевтик таҳлил амалиётида флюресценциядан дори препаратларини идентификациялаш ва миқдорини аниқлашда фойдаланилади. 
Идентификация. Флюриметрик усул органик табиатли дори препаратларининг кенг доирасини идентификациялаш учун тавсия этилади. Бунинг учун модданинг молекуляр, протон ёки анион шаклига, шунингдек, турли реакция маҳсулотларининг эмиссиясига мос бўлган ўзига тегишли люминесценциядан фойдаланилади. Бу тестда нафақат флюресценция тўлқин узунлигининг максимал баландлиги, балки унинг қўзғалиши натижасида ҳосил бўлган спектр, квант чиқишлар ёки яшаш даврининг қиёсий аҳамиятидан ҳам фойдаланиш мумкин. 
Тизимли тадқиқот натижалари кўп сонли кумаринлар ва флавоноллар ҳосилаларини спектрал - люминесцент хоссаларига кўра бу синф бирикмаларини гуруҳий идентификация қилишда нафақат флюресценция спектрларининг λмахи, балки Стокс силжишларига мос бўлган баландлик бўйича аниқлаш тавсия  
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қилинган. Оксифлавонлар таҳлилида 77 К да музлатилган эталон эритмаларнинг фосфоресценция давомийлиги ва тўлқин узунлиги бўйича идентификациялаш кўрсатилган. 
Кумаринларнинг юқори интенсивликдаги флюресценцияси бу бирикмаларнинг хоссасидан хроматограммани очиш ва миқдорий таҳлил ўтказиш имконини беради.  
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Флюресценция спектрлари ва 96%ли этил спиртидаги кумарин ҳосилаларини флюресценцияси 
 
 
 
Кумарин ҳосилаларининг абсорбция ва флюресценция максимумлари 
[image: ] 
 
Лантонидларнинг сенсибилланган люминесценциясидан фойдаланиб дори препаратларини аниқлаш  
Лиганд сифатида иштирок этувчи Ln(lll) комплекс бирикмаси биологик фаол бирикмаларнинг люминесценциясини аниқлашда кенг қўлланилади. Жараённинг эффекти комплекс ҳосил бўлишига жавобгар бўлган функционал гуруҳларни энергия кўчириши билан аниқланади. Ушбу шарт сенсибилизатор сифатидаги Ln(lll) ион люминесцентлардан фойдаланиладиган органик лигандлар доирасини қисқартиради. 
Сенсибилланган люминесцент лантонидлар биосуюқликдаги дори препаратлари ва дозаланган дори шаклларини кенг доирасини аниқашда ишлатилади. Бу люминесцент методнинг спектрофотометрик, электрокимёвий ва радиоизотоплар билан таққослагандаги бир қатор афзалликлари билан боғлиқ: 
· юқори сезгирлик, қайтарилувчанлик ва селективлик; 
· люминесцент мониторингнинг оддий автоматизацияси; 
· фон нурланишини элиминацияси, (биоматрицалардан ажратмаган ҳолда дори препаратларини аниқлаш имконияти); 
· бир қанча характеристикаларни ўлчаш: квант чиқишлар, полярлилик, тебранишларнинг сўниши (яшаш даври); 
· кинетик усулларда, шунингдек, ЮССХ ва капиляр электрофорезда детектлаш учун фойдаланиш имконияти. 
Биологик фаол бирикмаларнинг сенсибилланган люминесцент лантонидлар ёрдамида аниқлашнинг асосий афзаллиги аниқланувчи компонентни биоматрицадан ажратишнинг зарур эмаслиги. Таҳлил қилинувчи объектдан намуна тайёрлашни талаб қилувчи маълум усуллар мавжуд, хусусан: 
· оқсилларни ажратиш (сутда окситетрацеклинни аниқлаш); 
· анестезин ва новокаиннинг п-аминобензой кислотагача, никотинамидни никотин кислотасигача, метилантранилатни, шунингдек, фтал эфирининг антранил кислотагача ишқорий гидролизида; 
· қиздириш, масалан, глюкозани 1750 С да альдегид ҳосил бўлгунча қиздириш, глюкозани ионлар билан бевосита аниқлаш имконини беради; 
· органик эритувчи ёки қаттиқ матрицага сорбциялаш орқали аниқланувчи компонентни экстракциялаш. 
Ln(lll) иони билан комплекс ҳосил қилиш хусусиятига эга бўлган турли синф дори препаратларини  лантонидларнинг сенсибилланган люминесценсияси ёрдамида аниқлаш мумкин: 
1) бензой ва салицил кислота ҳосилалари; 
2) ностероид яллиғланишга қарши препаратлар - антранил ва пропион кислота ҳосилалари; 
3) бромазепам, 3- гидрокси алмашинган бензидиазепин ва унинг метаболитлари; 
4) хинолон ва фторхиналонлар, кето- ва карбоксил гуруҳлари лантонид ионлари билан комплекс бирикма ҳосил қилиш хусусиятига эга: ломефлоксацин, энрофлоксацин, норфлоксацин, эноксацин, пефлоксацин, ципрофлоксацин, старфлоксацин, моксифлоксацин, офлоксацин, тровафлоксацин, прулифлоксацин, пазуфлоксацин, гатифлоксацин, леволоксацин, данофлоксацин; 
5) тетрациклин қатори антибиотиклари: тетрациклин, окситетрациклин, метациклин, демеклоциклин, хлортетрациклин ва доксициклин; 
6) бошқа гуруҳ антибиотиклари - цефалоспоринлар, аминогликозидлар, пенициллинлар; 
7) турли синф препаратлари: теофиллин, сальбутамол, цинхофен, стероид гормонлар, пелентан, катехоламинлар, фенилсалицилат, фуросемид, куркумин, циклопирокс. 
Дори препаратларини аниқлашда кенг қўлланиладиган хемилюминесценция билан биргаликда протон-инжекцион таҳлил топилган. Бу ципрофлоксацин, руфлоксацин, грепафлоксацин, тозуфлоксацин, левофлоксацин, пазуфлоксацин каби дориларни аниқлаш чегарасини камайтиришга имкон беради. Бу усул қўзғалган ҳолатдаги (SO2*) реакция маҳсулоти сифатида ҳосил бўлган церий (IV) сульфат ионини оксидланишига асосланган. Натижада триплет даражасидаги лигандга фторхинолонга (FQ) SO2* дан энергия узатилиши содир бўлади. 
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Хемилюминесцент таҳлил ёрдамида аниқлаш мураккаб бўлмаган асбоб талаб қилади ва юқори сезгирлиги билан ажралиб туради. 
Лантонид ионларини аввалги ва кейинги (пред- ва пост-) колонкали детекторлашда фойдаланиш капилляр электрофорез ва ЮССХда илк маротаба таклиф этилган. Эффектив усуллар билан лантонидларнинг сенсибилланган люминесценцияли бирикмасини аниқлашда нафақат сезгирликни, балки селективликни оширишга имкон беради. Аввалги (пред-) колонкали дериватизациялаш ҳолатларида лантонид тузи бевосита элюирловчи фазага қўшилади ва ажралишдан олдин колонкада лантонид иони ва органик лиганд ўртасида ўзаро таъсир содир бўлади. Бу ўзаро таъсир pH > 7,0 да содир бўлади. Бунда лантонид гидроксид чўкмаси ҳосил бўлиш хавфи пайдо бўлади, ва колонка ифлосланиши мумкин. Лантонид иони сақловчи постколонкали реагентга ўтказиш учун қўшимча қурилма (2-насос) талаб қилишига қарамасдан постколонкали дериватизация кенг қўлланилади. 
Қаттиқ фазали детекторловчи тизим яъни альтернатив пред- ва постколонка модификациялари уларнинг камчиликларини бартараф этади. Бу ҳолатда қаттиқ фазада лантонид иони билан иммобилланган, силикагель билан ковалент боғ ҳосил қилган ЭДТА ҳосил бўлади. 
Қуйидаги дори препаратларини: Блеомицин А2 ва налидикс кислота, оротат кислота, глютатион, L-цистеин, стероидлар, салицил кислота, катехоламинлар, флумекуин, флуфенам ва нифлум кислоталарни биргаликда аниқлашда сенсибилланган люминесцент бирикма ёки вақтга кўра рухсат этилган ЮССХ люминесценсияси ва капилляр электрофорез қўлланилади. 
Аниқлаш селективлигини ошириш учун салицил кислота ва дифлунизал бирга келганда спетрофлуориметрдан фойдаланилади. 
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Вақт/дақиқа 
5*10-6 моль/л флуфенам ва нифлум кислота сақлаган қон зардоби 
хроматограммаси(2);   285 нмда УБ-детекциялаш(а) ва вақтга кўра рухсат этилган ЮССХ люминесценсияси (б) Tb (lll) ионидан фойдаланиб (λқўзғ=340  λэмис=545 нм).  
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Спектрлар: а) люминесценция; б) иккиламчи ишлаб чиқарилган комплекс люминесценцияси Tb (lll) - ЭДТА-Диф(....),Tb (lll) - ЭДТА-СК (----) ва бирга учраганда 
"Vallium" таблеткаларида диазепамни люминесцент усул билан аниқлаш 
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2 мг атрофида диазепамга мос келадиган майдаланган таблетка кукуни тортилиб, 100 мл калий гидроксиднинг метанолли эритмасида эритилади. Тайёрланган эритма аралаштириб, фильтрланади. 
1 мл фильтрат ҳажми 100 млли ўлчов колбасига солиниб, худди шу эритувчи билан белгисигача етказилади. Ҳажми 10 мл бўлган колбаларга олинган эритмадан 5.0 мл, 7.0 мл, 10.0 мл солиб калий гидроксиднинг метанолли эритмаси билан белгисигача етказилади. Iлюм λэмис =454нм да қайд қилинади (λқўзғ=380нм).   
Диазепам миқдори градуирланган график ёрдамида аниқланади. 
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Мелоксикам таблеткаларини унинг сафранин-Т иони билан ҳосил қилган 
ассоциатини люминесцент усулда аниқлаш 
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20 та таблетка олиниб, кукун ҳолигача майдаланади. Оғирлиги 20 мг мелоксикамга мос келувчи кукун тортилиб, ҳажми 100 мл бўлган ўлчов колбасига ўтказилади ва 50 мл этанол билан диспергирланади. Колба 5 дақиқа давомида аралаштирилиб, белгисигача эритувчи билан етказилади ва фильтрланади. 
Фильтратнинг зарурий аликвота қисми ҳажми 60мл бўлган бўлувчи воронкага ўтказилади. 5 мл буфер эритма (рН 8.0) ва 3 мл сафранин - Т сувли эритмаси қўшилади. Бўлувчи воронкадаги таркиб аралаштирилади, сўнг 10 мл, 5 мл ва 5 мл қисм хлороформ билан экстракция қилинади. Хлороформли экстракт сувсиз натрий сульфат устида қуритилади, қуруқ қоғоз фильтр орқали ҳажми 25 мл бўлган ўлчов колбасига ўтказилади ва хлороформ билан белгисигача етказилади. 
Тайёрланган эритмадан 1 мл аликвот қисм ҳажми 10 мл бўлган ўлчов колбасига ўтказилади ва хлороформ билан белгисигача етказилади. Текширилувчи эритма Iлюм и λэмис =582нм да (λқўзғ=520нм)  ўлчанади, назорат эритувчиси сифатида хлороформдан фойдаланилади. 
 
Парацетамол таблеткасидаги ёт аралашма 4-аминофенолни люминесцент усулда аниқлаш 
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4-аминофенол - парацетамол субстанциясининг асосий ёт аралашмаси ҳисобланади.  Фармакопеяга мувофиқ бу ёт аралашманинг рухсат этилган миқдори 50 ррm деб белгиланган. Дори препаратидаги 4-аминофенолнинг миқдорини ишончли усулда аниқлашда юқори сезгирликка эга бўлган люминесцент усулдан фойдаланилади. 
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20 та таблетка олиниб, кукун ҳолигача майдаланади. Оғирлиги 500 мг парацетамолга мос келувчи кукунга 100 мл метанол - сув аралашмаси (50%) қўшилади. Эритма 15 дақиқа давомида ультраовоз ёрдамида диспергирланади, тиниқ суюқлик ҳосил бўлгунча 3000 ай/дақ. тезликда 20 дақиқа давомида центрифугаланади. 
Текширилувчи эритма Iлюм и λэмис =370нм да (λқўзғ=300нм)  ўлчанади, назорат эритувчиси сифатида хлороформдан фойдаланилади. 
 
 
 
 
 
 
 
 Электрофорез – электролитда эриган ёки дисперсияланган зарядланган зарраларнинг ташқи электр майдони таъсирида ҳаракатланиш қобилиятига асосланган таҳлил усулидир.  
Зарядланган зарраларнинг физик-кимёвий ҳассалларининг (ўлчами, шакли, заряд катталиги) фарқланиши, шунингдек, электролитик муҳит омилларининг (электр майдони кучланганлиги, муҳитнинг табиати, электролитнинг қовушқоқлиги, рН, муҳитнинг ҳарорати, шунингдек, электрофорезнинг давомийлиги) таъсири зарралар кўчиш тезлигининг фарқланиши, демак-ки, уларнинг ажралишини таъминлайди.  
Қаттиқ ташувчиларда электрофорез ўтказилганда ҳаракатчанликка ва ажратишнинг самарасига қуйидагилар қўшимча таъсир ўтказади: адсорбция, ташувчи моддасининг бир жинсли эмаслиги ва унинг ион алмашув ҳоссалари, ғовакларнинг катталиги, электроосмос ва капилляр эффект. 
Электрофоретик ҳаракатчанлик мазкур модда учун хос бўлган катталикдир. Абсолют ва нисбий электрофоретик ҳаракатчанлик фарқланади. Ташқи электр майдони таъсирида шаклланадиган абсолют электрофоретик ҳаракатчанлик секундда сантиметрда ўлчанади. Нисбий электрофоретик ҳаракатчанлик тадқиқ этилаётган модда ҳаракатчанлигининг стандарт сифатида қабул қилинган бошқа модда ҳаракатчанлигига нисбатидан иборат. 
Барча электрофоретик усуллар иккита асосий категорияга ажратилиши мумкин: эркин эритмадаги электрофорез, уни шунингдек, ҳаракатчан чегарали ёки фронтал электрофорез деб ҳам аташади; ва тутиб турувчи муҳитдаги электрофорез, шунингдек, зонал электрофорез деб аталади.  
 
Фронтал электрофорез 
Ушбу усулда электролит эритмаси ва бевосита эритмага жойланган таҳлил этилаётган компонентлар электр токи таъсирига учрайди. Ушбу усул ташувчи эффекти (адсорбция, электроосмос, муҳитнинг бир жинсли эмаслиги) бўлмаган ҳолатларда электрофоретик ҳаракатчанликни тўғридан-тўғри аниқлаш усули ҳисобланади, аммо ҳал қилиш қобилияти пастлиги туфайли таҳлил этилаётган аралашманинг тоза компонентларини ажратиш учун яроқсиздир. Усулдан молекуляр оғирлиги нисбатан баланд, диффуз қобилияти паст моддалар учун фойдаланиш мумкин. 
Зонал электрофорез. Ушбу усулда ҳаракатсиз ташувчи ишлатилади, унинг юзаси ёки ҳажми бўйлаб ионлар кўчади, бунда электролит зич матрицада барқарорлашуви компонетлар ажраганидан сўнг конвенкцияни ва зоналар аралашувини олдини олиш имконини беради.  
 
Муҳитга ва ўтказиш усулига боғлиқ равишда зонал электрофорез бир неча вариантга эга. Тутиб турувчи зич муҳитнинг (қоғоз, силикагель, целлюлоза ацетати пленкалари, крахмал асосидаги геллар, агарозалар, полиамидлар ёки аралаш геллар) хусусияти ҳаракатчанликни ўзгартирувчи кўпчилик қўшимча омилларни киритади. Агар муҳит электр нейтрал бўлмаса, унда таҳлил этилаётган компонентларнинг ҳаракатчанлигига электроосмотик оқим қўшимча таъсир кўрсатади. Масалан, капилляр электрофорезда электроосмотик оқим эритма ва капиллярнинг ички девори ўртасида қўш қатлам ҳосил бўлиши эвазига вужудга келади. Эриган кварцнинг ички девори диссоциацияланган силанол гуруҳлар мавжудлиги туфайли манфий зарядланган. Ушбу манфий зарядланган қатлам эритмадаги мусбат ионларни тортиб олади, натижада манфий зарядланган катод тарафига ҳаракат қилувчи мусбат зарядланган суюқлик гардиши ҳосил бўлади.  
Электроосмотик оқим рН га кучли даражада боғлиқ. У фақат рН қиймати 4 дан катта бўлгандагина мавжуд бўлади. рН қиймати қанча катта бўлса, эффект шунчалик яққол кўринади. Электроосмотик оқим кимёвий модификация ёки капиллярнинг ички деворини мусбат зарядланган амфолитлар билан қоплаш эвазига камайтирилиши мумкин. 
Электроосмотик оқим профили, параболик профилга эга гидродинамик оқимга нисбатан жуда яссидир. Натижада электроосмотик оқим чўққилар ажралишига олиб келмайди.  
Жоул эффекти таъсирида муҳитнинг қизиши тутиб турувчи муҳитдан суюқликни бироз буғланишига олиб келиши мумкин, бунинг оқибатида, ўзаро капилляр таъсирлар туфайли эритма пластинканинг четидан марказига кўчади. 
Демак, кўчиш тезлиги 4 та асосий омилга боғлиқ: зарядланган зарранинг ҳаракатчанлиги, электроосмотик оқим, буғланиш тезлиги ва майдоннинг кучланганлиги. Такрорлаш мумкин бўлган натижаларга еришиш учун электрофорезнинг муайян шароитларини (кучланиш, ҳарорат ва ҳ.) ўрнатиш ва назорат қилиш ҳамда белгиланган квалификациядаги реактивлардан фойдаланиш зарур. 
Электрофорез усулларининг турли-туманлиги электрофоретик муҳитни барқарорлаштиришнинг ҳар хил усуллари (глицерин, гликоллар, сахароза, полиаминополикарбон кислоталар қўшиб зичлик градиенти ўрнатилиши) кўплиги ва турли хусусиятли ташувчилар ҳамда улардан фойдаланишнинг хилма-хиллиги (крахмал блокдаги электрофорез, юпқа қатламда, колонкада, гель пленкаси ёки пластинасида, қувурчаларда ёки қоғозда) билан белгиланади.  
 
ЙИРИК ҒОВАКЛИ ТАШУВЧИЛАРДА ЭЛЕКТРОФОРЕЗ 
 
Йирик ғовакли ташувчилар сифатида фильтрловчи қоғоз, крахмал, целлюлоза, кукунсимон пластмасса, агар - агар, ацетилцеллюлоза, шиша кукуни қўланади.  
Блокдаги электрофорез. Ташувчи сифатида буфер эритма билан тўлдирилган электродли иккита идиш билан бириктирилган лотокка қўйиладиган, блок сифатида шакллантирилган крахмал ишлатилади.  
Тадқиқ этилаётган препаратнинг эритмаси қуруқ крахмал билан аралаштирилади ва блокнинг ўртасидаги бажарилган тор кўндаланг траншеяга киритилади.  
Электрофорез тугаганидан сўнг блок кўндаланг бўлакларга қирқилади ва уларнинг ҳар биридан тадқиқ этиладиган модда ажратилиб, миқдори аниқланади. Усулдан молекуляр оғирлиги 30 000 дан катта бўлган моддаларни ажратиш учун фойдаланилади, чунки молекуляр оғирлиги пастроқ моддалар крахмал доналари ичига кириб, адсорбцияланади.  
Колонкалардаги электрофорез. Колонкани буферда суспензияланган ташувчи билан тўлдирилади. Манфий зарядланган моддаларнинг фракцияланувчи аралашмасини (кўпчилик биологик моддалар учун шу ҳол юз беради) колонкани тепасидан, мусбат зарядланганини эса пастдан киритилади. Электрофорездан сўнг фракциялар буфер эритмани кетма-кет элюирлаш билан тўпланади. 
 
Оқимли қурилмалардаги электрофорез. 
Оқимли қурилма кюветаси ташувчи билан тўлдирилган бўш девордан иборатдир. Электр майдони кўндаланг йўналишда берилади. Кюветада буфер эритманинг юқоридан пастга йўналган бир текис оқими вужудга келтирилади. Кюветанинг тепасига бир хил жойга узлуксиз фракцияланувчи эритманинг ингичка оқими бериб туриади. Электр ва гравитация майдонларининг биргаликдаги таъсири натижасида бошлангич аралашма ярим доира шаклида компонентларга ажралади. Кювета тубидан фракцияларни пробиркалар сериясига тўпланади.  
Ушбу усулнинг қоғоздаги тури вертикал электрофорез номи остида маълум.  
Қоғоздаги электрофорез. Фракцияланиши лозим бўлган модда ўтказувчан суюқлик шимдирилган фильтрловчи қоғознинг тўртбурчак бўлагига, четидан камида 1 см ва бир биридан камида 2,5 см масофада суртилади. Қоғоз қуритилади, камерага жойланади, учлари ўтказувчан суюқлик солинган кюветага ботирилади. Қоғоз суюқликни шимиб олганидан сўнг электр токи уланади. Электрофорез якунланганидан сўнг қоғоз ҳаво оқимида қуритилади ва натижалар мақолалардаги кўрсатмаларга мувофиқ баҳоланади.  
Электрофорез учун таркибида камида 96% альфа – целлюлоза бўлган хроматографик қоғознинг эхши турлари мос келади. Қоғозни дастлаб мос келувчи эритувчилар билан хроматографик тозаланади. Қоғоз ўрнига ацетатцеллюлоза бўлаклари ишлатилиши мумкин. 
 
МАЙДА ҒОВАКЛИ ТАШУВЧИЛАРДАГИ ЭЛЕКТРОФОРЕЗ 
 
Майда ғовакли ташувчиларда моддаларнинг зоналарга бўлиниши нафақат уларнинг электр зарядига мувофиқ, балки молекуляр оғирлиги ва молекулалар шаклига боғлиқ равишда ҳам содир бўлади. Юпқа қатламдаги электрофорез силикагель, агар, агароза, крахмал, полиакриламид гель, сефадекс, целлюлоза, кизельгур, алюминий оксиди, алебастрнинг қалинлиги 1-2 мм бўлган маҳкамланган қатламида ўтказилади. Ўтказувчан суюқликни ташувчи қатламига киритилади ёки шакллангандан сўнг гелнинг устига сепилади. Тадқиқ этилаётган модданинг эритмаси қатлам устига суртилади ёки қатламда қирқилган тешиклар ичига киритилади. Электрофоретик жараённи қоғозда электрофорез қилиш учун мўлжалланган қурилмаларда ўтказиш мумкин. 
Крахмал гелдаги электрофорез. Гелни гидролизланган крахмалдан тайёрланади. Иссиқ гел кюветага чуқурлиги 5-6 мм қилиб қуйилади, қотган гелда бир қатор тор (0,3-0,7 мм) тирқишлар қолдирадиган махсус қопқоқ билан ёпилади. Тирқишларга фильтрловчи қоғознинг тадқиқ этилаётган модда биан намланган бўлакчалари киритилади ва горизонтал ёки вертикал қурилмаларда бир ўлчамли ёки икки ўлчамли электрофорез ўтказилади. Горизонтал вариантнинг устунлиги – бажаришнинг осонлигида бўлса, вертикал усулда устунлик сифатида ҳал қилувчи куч катта бўлади. 
Полиакриламид гелдаги электрофорез. Полиакриламид гель (ПАГ) акриламиднинг ва богловчи агент, кўп ҳолларда N, N1-метиленбисакриламиднинг сополимерланишидан иборат синтетик маҳсулотдир. Винил гуруҳларнинг полимерланиши натижасида юзага келувчи ўсиб бораётган қўшни полиакриламид занжирлар ўртасида кўндаланг алоқалар ҳосил бўлиши туфайли бундай гель уч ўлчамли тўр тузилмасига эга. Крахмалнинг табиий полимеридан фарқли равишда синтетик гель шаффоф, кимёвий жиҳатдан барқарор, инерт, рН ва ҳарорат ўзгаришларига чидамли, кўпчилик эритувчиларда эримайдиган бўлади ва ниҳоят, унда амалда адсорбция ва электроосмос ходисалари юз бермайди. 
ПАГ ни акриламид, богловчи агент ва катализатор эритиладиган буферда тайёрланади. Акриламиднинг концентрацияси 2 дан 50% гача бўлган гель ҳосил қилиш мумкин. Гель концентрациясини ошиб бориши унинг ғоваклигини камайтиради. 
Буфер системаси ва гелнинг таркиби ажратилаётган модданинг ҳоссалари билавн аниқланади. Акриламиднинг (с) концентрациясини фракциядаги моддаларнинг ўртача молекуляр оғирлигини  (М. м.) ҳисобга олиб танланади. 
 
Электрофорез вертикал ёки горизонтал турдаги қурилмаларда бажарилади. Электрофорез жараенида конвектив оқимлар юзага келмаслиги учун кювета қизиб кетмаслигини кузатиб туриш зарур.  
Диск - электрофорез моҳиятан ПАГ даги электрофорезнинг бир туридир. Бу усул қуйидаги иккита физикавий ҳодиса ишлатилиши эвазига юқори ҳал қилувчи хусусиятга эга: 
1) таҳлил этилаётган модданинг тор бошланғич зонада концентрацияланиши эффекти (чексизлик 10"ми"), Кольрауш чегарасида ионлар ҳаракати тезлигининг автоматик тенгланиши билан белгиланади; 
2) молекуляр элак эффекти, яъни моддани молекуляр оғирлигининг қиймати ва молекулалар шакли бўйича ажралиши. Диск - электрофорез одатда ғоваклиги икки хил бўлган гель солинган тор шиша қувурчаларда ўтказилади. Электрофорез давомида устки, ғоваклиги нисбатан катта гелда аралашма концентрацияланса, пистки ғоваклиги майда гелда у ажралади.  
Устки ва пастки гелларни турли буфер эритмаларда тайёрланади, улар ўз навбатида электрод идишлардаги буфердан фарқланади.  
Тажрибани ўтказиш тартиби: шиша қувурчалар кетма-кет реактивлар аралашмаси билан тўлдирилади, улардан дастлаб майда ғовакли, сўнг йирик ғовакли гель полимерланади, шундан кейин қувурчалар электрод камералар билан уланади, улар буфер эритма билан қувурчаларнинг юқори ва пастки чегаралари кириб турадиган қилиб тўлдирилади. Буфер остига юқоридан таҳлил этилаётган намуна киритилади. Электрофорездан сўнг гель қувурчалардан чиқарилади, фиксацияланади ва тадқиқ этилаётган моддалар аниқланади. 
Изотахофорез моҳиятан узлукли буфер системаси ишлатиладиган ПАГ даги электрофорез тури бўлиб, бунда етакчи ион юқори, охирги эса паст ҳаракатчанликка эга булиб бу усулнинг юқори ҳал этувчи қобилиятини таъминлайди.  
 
ЗОНАЛ ЭЛЕКТРОФОРЕЗНИНГ КОМБИНАЦИЯЛАНГАН УСУЛЛАРИ 
 
Иммуноэлектрофорез преципитация реакцияси билан биргаликдаги электрофорездан иборатдир. Дастлаб гелнинг юпқа қатламида оқсилларнинг электрофорези амалга оширилади. Гелдаги электрофорездан сўнг оқсиллар ҳаракатланган йўналишда тегишли аксилзардоб билан тўлдириладиган ён ботиқлар ҳосил қилинади.  
Сўнг пластинкалар 1-2 суткага нам камераларга жойланади, у ерда диффузия натижасида антигенлар антителолар билан ўзаро таъсирга киришиб, эгилган преципитация зоналарини ҳосил қилишади. Усул ёрдамида индивидуал оқислларни аниқлаш мумкин. 
Пептид карталар усули қоғозли ва юпқа қатламли хроматографиянинг юқори вольтли электрофорез билан бирлашмасидан иборат. Ташувчи сифатида силикагель ёки целлюлоза кукуни ишлатилади.  
Дастлаб хроматография ўтказилади, бунинг учун намунани қоғоз ёки пластинканинг битта тарафига яқин нуқтага суркаб, сўнг 90 градус бурчак остида юқори вольтли электрофорез ўтказилади. Ушбу усулдан паст молекуляр бирикмаларнинг аралашмасини ажратиш учун фойдаланилади.  
 
АЖРАТИЛГАН МОДДАЛАРНИ АНИҚЛАШ ВА ҚАЙД ҚИЛИШ УСУЛИ 
 
Усулнинг вариантига боғлиқ равишда электрофорез натижалари ҳар хил усулда баҳоланади: 
· ҳужжатлаштириш (фотосуратга олиш ёки расм чизиш); 
· электрофоретик ҳаракатчанликнинг абсолют ёки нисбий қийматини аниқлаш; - денситометрия; 
· фракцияларнинг уларга хос бўлган кимёвий, физик-кимёвий ёки биологик кўрсаткичларини аниқлаш. 
Электрофореграммаларни бўяш учун қуйидаги бўёқлар энг кўп қўлланади:  оқсилар учун - амидошварц 10 В, кумаси, кўк бромфенол, азокармин В;  липидлар ва липопротеидлар учун – ёғли бўёвчи 0, қора судан;  моносахаридлар учун - водородли -анилинли – фталатли реактив;  
юкори молекулали ёғ кислоталари учун – метил кизил ва бромтимол кукидан иборат 
бўёвчи. 
 
 
 
 
ФАЗАВИЙ ЭРУВЧАНЛИК УСУЛИ 
 
Фазавий эрувчанлик усули деб эрувчанлик қийматини аниқ ўлчашлар йўли билан модданинг тозалигини миқдорий аниқлашга айтилади. Таҳлилни ушбу усул билан амалий бажариш, доимий ҳарорат ва босимда мувозанат шароитида эритувчида тадқиқ этилаётган модданинг эрувчанлик қийматини аниқлашдан иборатдир. Шу мақсадда Намунанинг ошиб борувчи миқдорини бир хил сиғимга жойланган эритувчининг доимий миқдорига қўшиб борилади. Модда ва эритувчидан иборат системаларни узоқ муддат давомида доимий ҳароратда тебрантириб мувозанат ҳолига келтирилади. Сўнг ҳар бир системадаги эриган модданинг миқдори аниқланади. 
Ординаталар ўқи бўйича бирлик эритувчи оғирлигида эриган модданинг оғирлигини, абсциссалар ўқи бўйлаб эса бирлик эритувчи оғирлигига қўшилган модданинг оғирлигини (эритма таркиби) белгилаб диаграмма қурилади  
 Берилган ҳароратда эритувчининг муайян миқдорида тоза модданинг муайян миқдори эрийди. Олинган эритма муайян модда билан тўйинган бўлади, аммо худди шу эритма бошқа, хаттоки тадқиқ этилаётган моддага кимёвий таркиб ва физикавий ҳоссалари жиҳатидан яқин бўлган бошқа моддаларга нисбатан тўйинмаган ҳолда қолади.  
Ҳар бир системада олинган эрувчанликнинг тенг қийматлари материалнинг тоза ёки ёт моддалардан ҳоли эканлигини билдиради. Тадқиқ этилаётган модданинг процент таркиби тегишли компонентларнинг эрувчанлик қийматига тенг ҳолат истисно ҳисобланади. Ҳар бир система учун эрувчанлик қийматларидан фарқ бир ёки бир нечта аралашма борлигини кўрсатади. 
Фазавий эрувчанлик усули барқарор ҳақиқий эритма ҳосил қилувчи барча турдаги бирикмаларга мос келади.  
Эритувчилар. Фазавий эрувчанлик усулига мос келувчи тегишли эритувчини танлашда қуйидаги мезонлардан фойдаланилади. 
1. Эритувчининг учувчанлиги, уни вакуум шароитида  1 кгс/кв. см да буғлантиришга имкон бериши, аммо таҳлил жараёнида йўқотишлар юз берадиган даражада учувчан бўлмаслиги лозим. Одатда қайнаш нуқтаси + 60 дан + 150 град. С гача бўлган эритувчилар мос келади.  
2. Эритувчи намунага номақбул таъсир этмаслиги лозим. Намуна парчаланишига олиб келадиган ёки у билан реакцияга киришадиган эритувчиларни ишлатиш мумкин эмас. Сольват ёки тузларни ҳосил қилувчи эритувчилардан фойдаланиш мумкин эмас, чунки бундай бирикмалар қуритилганда кристаллар ёрилиши ва бунинг оқибатида қуритилган қолдиқларинг оғирлиги ўзгариши мумкин. 
3. Эритувчининг тозалик даражаси ва таркиби маълум бўлиши лозим. Эритувчидаги аралашмаларнинг қолдиқ миқдорлари эрувчанликка сезиларли даражада таъсир этиши мумкин. 
4. Синалаётган модданинг танланган эритувчида оптимал эрувчанлиги деб 1 грамм эритувчида 5 дан 25 мг гача ораликдаги эрувчанлиги ҳисобланади. 
 
Асбоблар. Берилган ҳароратни +/-0,1 град. С чегарада тутиб туришга қодир термостат ишлатилади. Ишга қулай бўлиши учун +25 дан +30 град. С гача ҳарорат танланади. Термостат секундига 100-120 тебранишни таъминлайдиган ва ампулаларни тутишга мўлжалланган мосламали вибратор билан жиҳозланади. Бунинг ўрнига термостат тахминан 25 айл/минут тезликка эга ва ва ампулаларни тутишга мўлжалланган мосламали горизонтал қурилма билан жиҳозланиши хам мумкин.  
Таҳлилда ишлатиладиган идишлар (сиғимлар). Сиғими 15 мл бўлган ҳар қандай ампулалардан фойдаланилади. Герметиклиги ва бошқа жиҳатлардан мос келишини ҳисобга олиб ҳар қандай бошқа сиғимлардан фойдаланиш мумкин  
Эритувчи лиофилизацияга яроқли колбачаларда ёки тегишли сиғимдаги бюксларда буғлантирилади. 
Тарози. Ўлчашнинг +/- 10 мкг чегарасида аниқлигини таъминлайдиган тарози ва ўлчаш усули қўлланади. 
 
Усуллар. Қуйида баён этилган усуллар умум қабул қилинган ҳисобланади. Аммо айрим ҳолатларда бошқа шартларни (эритувчининг ҳажми ва ҳ.) ҳам маъқул деб топиш мумкин  
Системанинг таркиби. Камида 7 дона яхшилаб ювилган ва белги қўйилган ампулаларнинг оғирлиги аниқ тортилади ва уларнинг ҳар бирида тадқиқ этилаётган модданинг ошиб борувчи миқдорлари аниқ ўлчанади. Модданинг оғирлиги шундай танланадики, биринчи ампулада танланган эритувчи ҳажмида эриши мумки н бўлганидан камроқ модда бўлсин, иккинчи ва кейинги ампулаларда эса кўрсатилган эрувчанлик қийматидан сал кўп бўлсин. Ҳар бир ампулага пипетка билан 5 мл эритувчи солинади, зарур бўлса, қуруқ муз-ацетон аралашмасида совутилади ва икки оқимли газ горелкаси билан пайвандланади. Шишаниг барча парчаларини сақлаб қолиш учун эҳтиёт чоралари кўрилади. Ампулаларга уларнинг ичидаги таркиб билан хона ҳароратигача совуши учун вақт берилади ва ҳар бир ампулани алоҳида, унга тегишли шиша парчалари билан тарозида тортилади. 
Системанинг бир грамм эритувчига туғри келадиган миллиграммдаги модда ҳисобида таркиби ҳар бир ампула учун қуйидаги формула бўйича ҳисобланади: 
1000(W2 - W1) / (W3 - W2),  
бу ерда W1 – бўш ампуланинг массаси;  W2 – тадқиқ этилаётган ампуланинг массаси;  
W3 – тадқиқ этилаётган ампуланинг модда, эритувчи ва шиша парчалари билан биргаликдаги массаси. Мувозанат.  
Мувозанатга етишгунча талаб этиладиган вақт моддага, аралаштириш усулига (тебраниш ёки айлантириш) ва ҳароратга боғлиқ бўлади. Одатда вибрация усули билан (27 сутка) мувозанат, ротация усулига нисбатан (7-14 сутка) тезроқ ўрнатилади. 
Мувозанатга етилганлигига қуйидаги усул билан ишонч ҳосил қилиш мумкин. Ампулаларнинг бирида, айнан шу сериядаги охиридан битта аввалгисида, термостат ҳароратига нисбатан 10 град. С га баландроқ ҳароратга қизитиб, ўта тўйинган эритма ҳосил қилинади, бунда ампуладаги қаттиқ модда тўлиқ эриб кетмаслиги учун эҳтиёт чораси кўрилади. Шундан сўнг «ўта тўйинган» ампула билан худди бошқалари каби йўл тутилади. Агар мазкур ампула учун олинган эрувчанлик қиймати графикдаги бошқа қийматлар билан бир чизиқда ётса, бу мувозанатга етишилганини кўрсатади. Аммо «тўйинган» ампуладаги эрувчанлик қиймати, эрувчанликнинг бошқа қйматлари ётган тўғри чизиқдан ташқарида бўлса, бу бошқа ампулаларда мувозанат ҳолатига етишилмаганини англатмайди, чунки қатор ҳолатларда бу вазият айрим моддаларнинг ўта тўйинган эритмалар ҳосил қилишга мойиллигига боғлиқ бўлиши мумкин. Бундай ҳолларда мувозанат ҳолатига етиш учун, вақтнинг турли бўлакларини танлаган ҳолда мувозанат ҳолатига етиш учун фазавий эрувчанлик усули билан  қатор аниқлашлар киритилади: шу тариқа эрувчанлик эгри чизиғи оғишининг доимий қийматлари олинганига ишонч ҳосил қилиш мумкин. 
Эритманинг таркиби. Мувозанат ҳолатига етишилгнидан сўнг ампулалар вертикал ҳолда термостатдаги устунга жойланади ва эримаган модда чўкишигача кутилади. Буғланиш ҳисобига эритувчи йўқолишини олдини олиш учун барча эхтиёт чораларига риоя қилган ҳолда ампулалари очилади ҳамда ҳар бир ампуладан пипетка билан 2 мл дан олинади. Пипетка учига фильтр бўлиб хизмат қиладиган бир парча момиқ ёки бошқа мос материал жойлаш лозим.  
Момиқ олиб ташланади, шаффоф эритма ҳар бир ампуладан белгиланган, аввалдан вазни ўлчанган қутича ёки бюксга ўтказилади ҳамда ҳар бир сиғим эритма билан бирга тарозида тортилади: шу тариқа эритманинг оғирлиги аниқланади. Қутичаларни қуруқ музацетон аралашмасида совутилади, сўнг эритмани вакуумда буғлатилади. Секин-аста вакуум-қуритиш шкафи ҳарорати 50-80 град.С гача ошириб борилади, қолдиқнинг оғирлиги муқим ҳолга келгунча қуритилади. Эритманинг таркиби бир грамм эритувчига туғри келадиган миллиграммдаги модда ҳисобидан қуйидаги формула билан ҳисоблаб топилади: 
1000(F3 - F1) / (F2 - F3), 
 
Турли омилларнинг электрофоретик ҳаракатчанликка таъсири 
Зарранинг заряди, ўлчами, электролитнинг қовушқоқлиги ва кучланиш градиентининг таъсири 
Зарядланган зарранинг электрофоретик ҳаракатчанлиги заряд қийматига тўғри ва зарранинг молекуляр оғирлиги билан бевосита боғлиқ зарранинг ўлчамига тескари пропорционалдир. Модомики пептидлар ва электрофорез усули билан таҳлил қилиниши мумкин бўлган бошқа биоогик фаол моддалар адеал сферик шаклга эга бўлмагани ва Стокс қонунига бўйсунмагани туфайли уларнинг электрофоретик ҳаракатчанлиги (u0) қуйидаги формула билан энг мақбул усулда тавсифланади: 
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бу ерда     
v   –   зарранинг тезлиги; 
E  –   электролитга берилган кучланиш градиенти; 
A  –   одатда 4 дан 6 гача бўлган оралиқдаги шакл коэффициенти, ҳаракатчанликнинг радиус квадратига нисбатан тескари боғлиқлигини кўрсатади. Молекуляр масса терминларида эса бу ҳаракатчанликнинг молекуляр масса бирлигининг 2/3 бирлигига нисбатан тескари боғлиқлигини англатади; Q – зарранинг заряди; r – зарранинг радиуси; η – электролитнинг қовушқоқлиги. 
 
рН катталигининг таъсири 
Электрофоретик ҳаракатчанлик модданинг ионлашув даражасига тъсир этувчи эритманинг рН катталигига боғлиқдир. Мисол сифатида расмда глициннинг рН катталигига боғлиқ ҳаракатчанлиги келтирилган. 
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Нисбий ҳаракатчанлик 
Катод йўналишида ←0→ анод йўналишида 
 
рН катталигига боғлиқ глициннинг ҳаракатчанлиги Расм – рН катталигига боғлиқ глициннинг ҳаракатчанлиги 
 
pKa катталигининг 2,2 ва 9,9 қийматлари графикнинг бурилиш нуқталарига мос тушади. Тегишли функционал гуруҳлар pH = pKa қийматларда 50 % га ионлашгани туфайли бу нуқталардаги электрофоретик ҳаракатчанлик тегишлича pH нинг ўта паст ва ўта юқори қийматларида мавжуд тўлиқ ионлашган катион ва анион учун кузатиладиган қийматнинг ярмини ташкил қилади. Ҳар доим pH қийматларининг оралиқ диапазонида мавжуд цвиттер-ион электр жиҳатидан нейтрал бўлиб, нолга тенг ҳаракатчанлика эга. 
Ион кучи ва ҳароратнинг таъсири 
Қўлланилаётган электролитнинг ион кучи ортиши билан электрофоретик ҳаракатчанлик камайиб боради. Ион кучи µ қуйидагича аниқланади: 
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бу ерда 
Ci  –   ионлрнинг концентрацияси, моль/л; Zi  –  ионнинг валентлиги. 
Ҳам анион, ҳам катион бир валентли бўлган буферли эритмалар учун ион кучи молярликка тенгдир. 
Электрофорез учун ишлатиладиган электролитларнинг ион кучи одатда 0,01 до 0,10 оралиқда танланади ва намунанинг таркибига боғлиқ бўлади, чунки буфер сиғими компонентларнинг зоналари жойлашган сатҳ бўйича pH нинг доимий қиймати ушлаб турилиши учун етарлича катта бўлиши лозим.  
Ҳарорат ҳаракатчанликка билвосита таъсир этади, чунки қўлланилаётган электролитнинг η қовушқоқлиги ҳароратга боғлиқ катталикдир. Сувнинг қовушқоқлиги ҳароратнинг 0 дан 5 °С гача бўлган оралиғида ҳароратнинг ҳар 1 °C ўзгаришида тахминан 3 % га, хона ҳароратида эса сал паст тезликда камайиб боради. Шу сабабли элетролит ҳарорати ортиб бориши билан ҳаракатчанлик ҳам ошиб боради. 
 
Карамлар оиласи вакилларида кемпферол ҳосилаларини таҳлил қилишда КЭ дан фойдаланиш 
 
Буйракнинг оғир касалликлари (гломерулонефрит, пиелонефрит, нефросклероз ва б.)га йўлдош бўлган оғир симптом – азотемияни даволашда Lespedeza capitata дан олинадиган ўсимлик таркибли «Леспефлан», «Леспенефрил» препаратлари қўлланади. Бу каби даво таъсирини белгиловчи табиий бирикмалар синфлари ўртасида флавоноидлар катта ўрин тутади. Шу сабабли гипоазотемик таъсир кўрсатувчи янги ўсимликларни излаб топиш, уларнинг кимёвий таркибини ўрганиш долзарб муаммо ҳисобланади. 
Бу масалаларни ҳал қилишда екма турп – Raphanus sativus L. Ва кенгбарг торол– Lepidium latifolium L. (сем. Brassicaceae) эътиборни тортади. Азотемия ва буйрак-тош касаллигини, шунингдек, сийдик чиқариш йўларининг бошқа касалликларини даволашда, ушбу ўсимликлардан халқ табобатида фойдаланиш тўғрисида маълумотлар мавжуд. Бундай фармакологик фаолликни ушбу ўсимликларнинг ерусти қисмида катта миқдорда флавоноидлар,  жумладан,  кемпферол ҳосилалари (кемпферол гликозидлари: леспедин, астрагалин ва б.) мавжудлиги билан боғлашади. Адабиётларда екма турп флавоноидларини ВЭЖХ-МС усули билан таҳлил қилиш тўғрисида маълумотлар мавжуд, аммо кенгбарг торол да бирикмаларнинг ушбу гуруҳи аниқлангани хусусида маълумот йўқ. Шу сабабли екма турп ва кенгбарг торол нинг ерусти қисмларида кемпферол ҳосилаларини (кемпферол, астрагалин) ушбу кўрсаткич бўйича ДУХ сифатини нормалаштириш мақсадида таҳлил қилиш учун КЭ дан фойдаланиш имкониятларини ўрганиш долзарб хисобланади. 
Ўсимлик хом-ашёсида флавоноидлар асосан гликозидланган кўринишда сақланишини ҳисобга олиб, борат электролити концентрациясини (рН 9,2) танлашда 50 мМ даражаси мўлжал қилиб олинди, чунки дастлабки синовларнинг натижалари бўйича у таҳлил этилаётган хом-ашёда мавжуд бўлиши мумкин астрагалин ва рутинни энг яхши тарзда ажралишини таъминлайди . Шу билан бирга, 50 мМ даражада концентрацияланган электролит таҳлилнинг анча узоқ  (тахминан 30 минут) кечишини таъминлайди, бу эса, ўз навбатида, номақбул. 
 
Компонентларни кўчиш вақтини қисқартириш учун қўлланадиган омиллардан бири таҳлил ҳароратидир.  
Ҳароратни ошиши кўчиш вақти камайишига олиб келади, чунки бунда эритманинг қовушқоқлиги камаяди.  
Намунанинг ҳар бир компоненти учун тақсимот коэффициентининг ҳароратга боғлиқлиги фарқлангани туфайли, ажралишнинг селективлиги ҳам, қатор ҳолларда, ошиб бориб, ўзгариши мумкин . Ишда тажрибанинг 50 0С дан фойдаланилди. Дастлаб  СО аралашманинг эритмаси таҳлил қилинди . Бунда чўққилар характеристикаси таҳлил учун мақбул, яъни 100000 т.т., ҳар иккала чўққининг ассиметрияси  1,13 га тенг эди.  
Шундан кейин мазкур моддалрни экма турп барглари ва кенг барг торол ўтида мавжудлиги аниқланди. Қуритилиб, янчилган хом-ашёдан флавоноидлар экстракцияси 70% ли этил спирти билан,  Ginkgo вiloba экстракти (шунингдек, таркибида кемпферол ҳосилалари бор) асосида БФҚда флавонолгликозидлар миқдорини аниқлаш усули билан амалга оширилди, аммо гидролизловчи компонент қўшилмади . Олинган ажратмаларнинг ЭФГ си  расмларда келтирилган. 
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1-расм – кемпферол ва астрагалин СО аралашмаси эритмасининг ЭФГ 
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2-расм – Кенгбарг торол ўти ажратмасининг ЭФГ 
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3-расм – екма турп барглари ажратмасининг ЭФГ 
 
Натижада фақат кенгбарг торол ўтини ажратмасида астрагалин таниб олинди, эркин ҳолдаги кемпферол эса таҳлил қилинаётган объектларнинг биронтасида ҳам аниқланмади.  
Бу, ўрганилаётган хом-ашёнинг турлари таркибида кемпферол гликозидлар, шунингдек, балки, бошқа ҳосилалар кўринишида мавжудлигидан далолат беради. Ушбу тахминни текшириш учун хом-ашёда мавжуд флавоноидлар гликозидларини кислотали гидролизини ўтказиш мақсадга мувофиқ эди. Метил спирти ўрнига этил спиртидан фойдаланиб Ginkgo biloba экстракти асосида биологик  фаол қўшимчаларда флавонолгликозидларни аниқлаш усули асос сифатида олинди .Кенгбарг торол  ўти ва экма турп барглари кислотали гидролизатларининг ЭФГси расмларда келтирилган. 
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4-расм –кенгбарг торол ўтидан олинган кислотали гидролизат ЭФГ  
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5-расм – екма турп баргларидан  олинган кислотали гидролизат ЭФГ 
 
ЭФГ дан келиб чиқишича (3- ва 4-расмлар), ҳам кенгбарг торол, ҳам екма турп ажратмаларида гидролиз натижасида кемпферол асосий чўққилардан бири ҳисобланади. Астрагалиннинг гидролизгача ва кемпферол ҳосилаларининг (кемпферолга ҳисоблаганда) гидролиздан сўнг миқдори астрагалин ва кемпферолнинг СО эритмалари бўйича аниқланди. Олинган натижалар 30-жадвалда келтирилган. 
Кенгбарг торол ўти ва екма турп баргларида астрагалин ва кемпферол гликозидлари суммасини (кемпферолга ҳисоблаганда) миқдорий аниқлаш натижалари, n=6, P=95% 
Шундай қилиб, кенгбарг торол ўти ва екма турп баргларида кемпферол ҳосилаларини аниқлашда КЭдан фойдаланиш имконияти кўрсатиб берилган. Кенгбарг торол ўтида, шунингдек, ушбу ўсимликнинг таъсир қилувчи компонентлари сифатида астралгинни аниқлаш имкони мавжуд. Ўсимлик хом-ашёсининг ҳар икки турида кемпферол ҳосилаларининг жами миқдорини аниқлашни эса кемпферолга қайта ҳисоблаб гидролизлашдан сўнг амалга ошириш мақсадга мувофиқ. Юқорида айтилганлар НД ишлаб чиқишда ва нефропротектор фаолликка эга ДУХ сифатида ушбу турларни жорий қилишда кенгбарг торол ўти ва экма турп барглари сифатини назорат қилиш учун танланган ёндашувлардан фойдаланиш имконини беради. 
 
 
 
	Объект 
	Аниқланди, % 
	
	

	 
 
	Астрагалин (гидролизгача), % 
	кемпферол 
гликозидлари йиғиндиси, 
кемпферолга ҳисоблаганда 
(гидролиздан сўнг), 
% 
	

	Кенгбаргли торол ўти  
	0,050±0,002 
	0,550±0,023 
	

	Экма турп барглари  
	– 
	0,76±0,03 
	

	 
	
	


 
Экма сули ўтида витексин-2``-О-рамнозидни миқдорий аниқлаш учун ВЭЖХ ва КЭ дан фойдаланиш 
 
Ҳозирги пайтда сутпишар даврида терилган экма сули ўти ДХ олишнинг истиқболли манбаси ҳисообланади. ДХ Давлат реестрига хом ашёнинг ушбу туридан олинадиган сули настойкаси киритилган. 
Экма сули ўти учун БФМ нинг кенг кўламини тўплаш хосдир, хом-ашёнинг ушбу тури учун хос бўлган  флавоноид С-гликозидларини улардан асосийлари сирасига киритиш мумкин (изовитексин, витексин-2``-О-рамнозид, изовертизин-2``-О-рамнозид, изовитексин-2``-О-арабинозид, изоориентин-2``-О-арабинозид ва б.) . Ушбу бирикмалар яққол ифодаланган антиоксидант фаолликка эга бўлиб, экма сули ўтининг биологик фаоллигини белгиловчи моддалар сифатида кўрилиши мумкин. Шунга боғлиқ равишда, флавоноидларининг С-гликозидлари хом-ашё сифатини баҳолаш учун ишлатилиши мумкин. 
ФС да изовитексин-2``-О-арабинозид ушбу хом-ашё учун асосий маркер компоненти чифатида қабул қилинган. Хом-ашёни идентификациялаш ТСХ усули билан, Rf қийматлари бўйича, СО махсус флавоноид бирикмаларидан фойдаланмасдин амалга оширилиши мумкин (изовитексин-2``-О-арабинозид, изоориентин-2``-О-арабинозид, трицин). Флавоноидлар йиғиндисини изовитексин-2-О-арабинозидга қайта ҳисоблаб миқдорини аниқлаш учун тўғридан-тўғри СФ ишлатилади. Флавоноидлар йиғиндиси миқдорини (камида 1,3% бўлиши керак) ҳисоб-китобини ютишнинг нисбий кўрсаткичи бўйича бажаришади. Шу мақсадда флавоноидлар С-гликозидлари йиғиндисини ажратмасдан, дастлаб хлороформ билан тозаланган хом-ашёнинг спиртли ажратмасидан фойдаланишади  [66]. Бундай ёндашув шубҳасиз сезиларли тизимий хатони таъминлайди.  
Бугунги кунда адабиётда экма сули ўти флавоноидларининг С-гликозидлари таҳлили учун ВЭЖХ дан фойдаланиш баён этилган, аммо шу билан бирга ушбу мақсад учун КЭ дан фойдаланиш тўғрисида маълумот йўқ.  
Шунга боғлиқ равишда мазкур ишда экма сули ўтидаги таъсир қилувчи моддаларни таҳлил қилишда КЭ дан фойдаланиш имкони ўрганилди. Олинаётган натижаларни тасдиқлаш учун ВЭЖХ усулидан фойдаланилди.  
Ушбу хом-ашёни таҳлил қилиш учун маркер компонент сифатида витексин-2``-Орамнозид  танланди, чунки баъзи адабиётлардаги малумотларга кўра у хом-ашёда асосийлардан бири ҳисобланади . 
[image: ] 
 витексин-2``-О-рамнозиднинг структуравий формуласи  
 
Етакчи базавий электролит сифатида рН 9,2 борат буфер эритмаси олинди. 2.3бўлимда келтирилган маълумотлар асосида танланган электролит концентрациясининг витексин-2``-О-рамнозид чўққиси характеристикасига таъсири баҳоланди . 
 
31-жадвал – рН 9,2, n=6, P=95% борат электролити концентрациясига боғлиқ равишда витексин-2``-О-рамнозид чўққисининг характеристикалари. 
 
 
	Электролит концентрацияси, мМ 
	пика витексин-2``-О-рамнозид
	 

	 
 
	Чукки 
майдони, mAUc 
	 
% 
	т
ыс. 
т.т. 
	Асимметр
ия, As 

	10 
	0,304±0,018 
	5
,9 
	4 84 
	0,96 

	25 
	0,474±0,024 
	5
,1 
	2 58 
	1,00 

	50 
	0,646±0,022 
	3
,4 
	1 87 
	1,01 


 
Жадвалда келтирилган маълумотлар электролит концентрацияси ортиб бориши билан витексин-2``-О-рамнозид чўққиси майдони сезиларли ошиб боришидан далолат беради, бунда уни аниқлашнинг нисбий хатолиги камаяди.  
Ушбу омил энг муҳим ҳисобланади, чунки бу ҳолда миқдорий аниқлаш аниқлигини ошириш мумкин бўлади.  
Юқорида баён этилганларни ҳисобга олиб, хом-ашё тарбидаги витексин-2``-Орамнозид таҳлил қилинганда, етакчи электролит сифатида рН 9,2 ва концентрацияси 50 мМ борат буфер эритмаси олинди.  
ВЭЖХ таҳлилга асос қилиб, бироз модификациялар билан да келтирилган хроматографиялаш шартлари олинди.  
ФС га мувофиқ, флавоноидларни хом-ашёдан экстракциялаш 70% этил спирти билан, хом-ашё – экстрагентнинг 1:100  нисбатида 1,5 соат мобайнида бир марта қиздириш билан амалга оширилади . Аммо қатор манбалар  хом-ашёдан флавоноидлар йиғиндисини экстракциялаш учун спиртнинг пастроқ концентрациясидан (40-50%) ва хом-ашё – экстрагентнинг 1:10  нисбатидан фойдаланишни тавсия қилишади. Хом-ашё – экстрагент нисбатини пасайтириш зарурати, шунингдек, СФ га нисбатан КЭ усулининг камроқ таъсирчанлиги билан белгиланади (мазкур ишда оптик йўл узунлиги  50 мкмни ташкил қилди). Шу сабабли ушбу тадқиқотда хом-ашё – экстрагентнинг 3:50 нисбати таҳлил этилаётган хом-ашёда  витексин-2``-О-рамнозидни аниқлаш учун энг мақбул деб топилди  
Концентрацияси 50 мМ ва рН 9,2 борат электролити шароитларида витексин-2``-Орамнозид СО эритмасининг ЭФГ, шунингдек, экма сули ўтидан ажратиб олиш ЭФГ 45- ва 46-расмларда келтирилган.  
46-расмни таҳлил қилиш шуни кўрсатадики, бу шароитларда витексин-2``-Орамнозид чўққиси намунанинг тегишли компонентларида тўлиқ ажраган, бу эса таҳлилнинг танланган шартларидан уни хом-ашёдаги миқдорини аниқлаш учун фойдаланиш имконини беради.  
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6 расм– витексин-2``-О-рамнозид СО эритмасининг ЭФГ (1-чўққи) 
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7 расм Экма сули ўтидан ажратиб олиш ЭФГ (1-чўққи – витексин-2``-О-рамнозид) Параллел тарзда СО эритмалари ва ажратмалар ВЭЖХ-усул шароитларида таҳлил қилинди. ВЭЖХ таҳлил натижалари бўйича экма сули  ўтидан ажратма хроматограммаси расмда келтирилган. 
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8-расм Экма сули ўтидан ажратиб олиш хроматограммаси (1-чўққи – витексин-2``О-рамнозид) 
 
Ҳам ЭФГ, ҳам хроматограммалар таҳлили шуни кўрсатадики, турли тўлқин узунликларида витексин-2``-О-рамнозид чўққиси устун бўлиб, уни ушбу хом-ашё учун маркерли компонент деб ҳисоблаш мумкин. Экма сули ўтида витексин-2``-О-рамнозид миқдори, қуруқ хом-ашёга ҳисоблаганда, СО бўйича ҳисоб-китоб қилинди . Иккита усул билан экма сули ўтида витексин-2``-О-рамнозид миқдорини аниқлаш натижалари жадвалда келтирилган. 
Экма сули ўтида витексин-2``-О-рамнозидни миқдорий аниқлаш натижалари, КЭ ва ВЭЖХ усуллари билан олинган, n=6, P=95%. 
Маълумотларни солиштириш, ВЭЖХ ва КЭ усуллари билан экма сули ўтининг таҳлил қилинаётган намунасида витексин-2``-О-рамнозид миқдори бўйича таққослама натижалар олиш мумкинлигини кўрсатади, бу эса уларнинг ҳаққонийлигидан далолат беради. Шуни ҳам таъкидлаш лозимки, хом-ашёда витексин-2``-О-рамнозид устун бўлишига қарамасдан, олинган натижалар флавоноидлар йиғиндиси бўйича нормалаштирилаётгандан анча паст (камида 1,3%) бўлиб чиқди. Бу хом-ашёнинг йўлдош компонентларини СФ усули билан сули флавоноидларини аниқлашга муҳим таъсири борлигидан далолат бериши мумкин. Ўз навбатида, КЭ ва ВЭЖХ усуллари билан намуналарни тайёрлашнинг шартлари ва хом-ашёдаги витексин-2``-О-рамнозидни таҳлил қилиш экма сули ўти сифатини баҳолаш усулларини такомиллаштириш асосига қўйилиши мумкин. 
 
Қалампирмунчоқ барглари флавоноидларини аниқлаш учун КЭ дан фойдаланиш 
 
Қалампирмунчоқ (Mentha ×piperita L.) инсонлар тарафидан азалдан қўлланиб келинаётган доривор ўсимликдир. Анъанавий равишда қалампирмунчоқ барглари таркибида эфир мойлари бор ЛРСлар сирасига киритилади, аммо, шунга қарамасдан, умумий фармакологик таъсирига фенолли бирикмалар  - флавоноидлар ва фенолокислоталар ҳам каттагина ҳисса қўшадилар. Бугунга келиб қалампирмунчоқ баргларида қатор фенолли бирикмалар - эриоцитрин, нарирутин, гесперидин, диосмин, лютеолин ва апигенин гликозидлари; фенолокислоталар –розмарин, кофе, хлороген аниқланган. Кўриниб турганидек, қалампирмунчоқ барглари флавоноидлари асосан гликозидлар шаклида ифодаланган.  
Турли-туманлиги, шунингдек, улардан қатор СО га тижорий жиҳатдан етишиб бўлмаслиги сабабли индивидуал флавоноидли гликозидларни миқдорий аниқлаш анча қийин кечади. Бу ҳолда гликозидларни агликонларгача гидролизлаш қалампирмунчоқ баргларида флавоноидларни миқдорий аниқлашнинг муқобил варианти бўлиши мумкин. 
 
 
Биологик фаол бирикмаларни ўрганишни рентгендифракцион методлари 
1. Кириш. 
Ўтган аср бошида турли моддаларни тузилишини ўрганувчи кўплаб физик – кимёвий методлар ичида рентгеноструктур тахлил ўзининг пайдо бўлиши вақти учун алоҳида жой олади. Бу шунга боғлиқки, ҳамма спектрал методлар, хаттоки энг мураккаб ва замонавий, шунингдек икки ўлчамли ЯМР ёки ИҚ спекроскопия, молекулани тузилишини аниқлаш билвосита усули усули ҳисобланади. Ўрганилаётган модда тузилиши ҳақида хулоса, уларда асосий бир неча билвосита белгилар, характеристик белгилар, ютилиши ёки молекуляр фрпгментлари мавжуд бўлади. Бундан қўриниб турибдики, бундай методлар ўзида тажрибада олинган маълумотлар хато изоҳлашга эхтимоллигига олиб келади, молекулада ноодатий элементлар структураларида шартли мавжуд бўлиши алоҳида сигналлар тўсилиши ёки кучсизлиги ва бошкалар. 
Молекуляр ва кристалл структураларни аниқлаш рентгендифракцион методлар бевосита усулларига алоқадор бўлади. Шундай қилиб,  рентгендифракцион тажрибанинг натижаси сигналлар тўпламини йиғишдан иборат эмас, у ўрганувчи томонидан интерпретация қилишни талаб этади, кристаллдаги атомнинг координаталари ҳақиқий молекула расми, уларнинг геометрик параметрлар сонини аниқлашга асосланган. Бундан қўриниб турибдики, рентгендифракцион таҳлил қўпинча кимёвий бирикмалар кимёвий формуласи ва фазовий тузилишини аниқлаганда сўнгги ҳақиқий босқич сифатида кўрилади.  
Ўрганилаётган объектдан қатъий – назар ҳамма рентгендифракцион методларни икки бўлиш мумкин: монокристал метод ва поликристал ёки кукунсимон метод. Улар ускуналари, математик ускуналари ва қўлланиш соҳаси бўйича бир – биридан фарқ қилади. Гарчи оҳирги 10 йилда шу ва бошқа усуллар молекуляр ва кристал структурани аниқлашда бир – бири билан кесишмоқда. Рентгендифракцион методнинг икки гуруҳиям монокристаллар билан боғлиқ, уларнинг фарқи монокристалларнинг ўлчами ва миқдорида. Монокристаллар усулида ўлчами 0,1 – 0,7 мм ли фақат битта монокристал ишлатилади. Поликристаллик усулда эса жуда кўп миқдордаги, лекин жуда майда микронга тенг кристаллардан фойдаланилади. Бу бир – биридан фарқ қилувчи методлар қўллаш соҳаси бўйича маълумотлар беришга асосланган. 
Замонавий рентгендифракцион методи ҳар хил бирикмаларнинг молекуляр ва кристал структураларни оддий газлардан ( паст ҳароратда кристаллизация қилинган) жуда юқори макромолекулали оқсиллар ва нуклеин кислоталаргача ўрганиш имконини беради. Оддий молекулалар учун (ёки энди уларни кичкина молекула деб номланади) бу борада босиливчи кўпчилик биологик актив бирикмаларга боғлиқ, жуда аниқ геометрик параметрларни, таутомер таркиби аниқлаш ва ҳаттоки фазода жойлашувини кўриш ҳам сонли характеристикалари бўлинмаган электрон жуфтини олиш, ковалент кимёвий боғланишларни тўпланган электрон зичлигини бахолаш, хам уларни йўналувчанлиги (масалан, циклопропанда банан боғланишларни кўриш) кўриб чиқилади. Шунинг учун рентгеноструктур таҳлил бугунги кунда молекула ва кристаллар тузилишини ўрганувчи энг кучли тадқиқот хисобланади. 
Биринчи навбатда, биз рентгендифракцион методни бир неча физик асосларини қўриб чиқамиз, монокристал ва кукун наъмуналарни ўрганиш алоҳида йўллари ҳам методларни қўлланиш соҳалари, шунингдек, рентгеноструктур тадқиқотлар биологик фаол бирикмаларни наъмуналари тузилишлари, улар ҳақида қизиқарли ва муҳим маълумотлар олиш имкониятига кўра тузилишини аниқлаш.  Рентгендифракцион метод назарий ва физик асоси жиддий усуллар, шу билан бирга усулларни молекуляр ва кристал структуралар тахлили масаласини ўз олдига қўямиз. Бу бўлимнинг асосий мақсади, бу метод ҳақида умумий тушунча бериш ва кимёвий масалаларни ечиш учун уларни принципиал қўлланишини кўрсатади.  
2. Қисқача тарихи 
Рентгеноструктур тахлил тарихи 1912 йилда немис олмими Макс Лауэ, кейинроқ П. Книппинг ва В. Фридрих томонидан кристалларда рентген нури дифракцияси ходисасини аниқлашиданбошланган. Шундан бир неча ой ўтгандан сўнг В.Л. Брэгг томонидан ZnS ва NaCl кристаллари тадқиқотлари бўйича дифракцион суратлар симметрияси кристаллар симметриясига мос келиши аниқланди. Вульф Брегг формуласидаги кристал текис атоми рентген нурлари акс этиши энди маълум оддий қонун топишга шароит яратади. Қонун нима учун В.Л. Брэгг ва Г.В. Вульф бир бирига боғлиқ бўлмаган ҳолда ўрнатган. Ушбу вазиятда кристал структурасини рентгендифракцион маълумотлар бўйича ўрганишдан бошланган.  
20 йилдан ортиқ вақт мобайнида наъмуналарни кристаллар тузилишини ўрганиб чиқиш учун ўтказилган методлар ва хатоликлари, қачонки умумий мулоҳазалар ва билвосита маълумотлар тузилишини топишга хам дифракцион рентген нурларни тажрибавий ўлчанган интенсивлигини солиштириш, ҳамда тафлифлардан мослари хисоблаб чиқилади. Рентгеноструктур таҳлил янги эраси 1935 йилда А.Л. Паттерсон бирнчи эффектли метод кристал тузилишни расшифровка қилиш, кристал моделни қандайдир априор вазифалар талаб этмайди. Кўпроқ ёки камроқ аниқ кристалда фақат оғир металлар холатини аниқлашга имкон беради. Лекин бу қадам сифатида ривотлантирувчи янги босқич бўлган. 1952 йилда В.Г. Захариазен, В. Кокрен  ва Д. Сейр бир вақтда ва бир бирига боғлиқ бўлмаган ҳолда кристаллар тузилиши расшифровкасини принципиал бошқа статистик йўллари таклиф этган, кристалда оғир атоми мажбурий имкониятини тлаб этмайди. Охирги йилларда айниқса ушбу методни рентгеноструктур тахлил асосини кўп олимлар кенг ривожлантирди. Х.А. Хауптман ва Д. Карле кристал тузилиши расшифровкалари усулини ривожлантириш борасидаги улкан хиссалари учун 1985 йилда Нобел мукофоти берилган. Қизиқарлиси, Нобел мукофоти Д. Ходжкин 20 йил олдин 1964 йилда аниқ кристал тузилишлар (витамин В – 12, пенициллин ва бошқалар) аниқлаганли учун тақдирланган. 
3. Нима учун кристаллар?  
Хозироқ айтиб ўтиш лозимки, рентгендифракцион метод фақат кристалл наъмуналар текшируви учун қўлланади, кўп саналган уринишлар суюқ, ойнасимон ва суюқ кристал холатдаги моддалар ўрганиш рентген нурлар дифракциясидан қандайдир билинадиган муваффақият келтирмагунга  фойдаланилади. 
Кимёвий бирикмаларни молекуляр ва кристал тузилишларини шундай ажойиб кристаллар юқори аниқлик билан аниқлашга имкон яратади. Асосий фарқ моддани кристалл ҳолатларини бошқа агрегат ҳолатлардан (газ, суюқлик, шишасимон) полимердан ёки суюқ кристаллардан уч ўлчамли бўлиши даврийлиги жой олиши. Бир ва бир хил элементар кристалл хажми элементар ячейка номли қатъий матеметик кристаллар йўналишлари координатлари ҳаммаси бўйича қайтарилади. Шундай қилиб кристалл хар қандай размер тўлиқ идентифик ғишт бир – бирига боғлиқ бўлмаган кристал чуқур томонида ёки яқинида уларнинг юқорилигини мураккаб қўрсатади (1-расм). Бу ўрганиш кристаллар тузилиши бир элементар ячейкалар тўзилишини ўрганишга хамма кристал тузилишини тўлиқ тасвирлайди. Эритма умумий хажми бир вақтнинг ўзида тузилиши ҳақида маълумотларнинг бўлиши керак. Модда эритмасини тўлиқ тузилишини бир вақда ўрганиш учунлиги айтамиз. Ва яна эритма ҳажми кўпроқ бўлса шунча кўпроқ маълумотлар бўлиши керак.  
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1 – Расм. 15 – краун 5 хлорхромат литий комплекси кристалл тузилиши фрагменти [5]. Водород атомлари расм яққол бўлиши учун пасайтирилди. Оқ линия билан кристалл элементар ячейкаси кўрсатилган. 
Бундан ташқари, молекулалар беҳисоб кўп, кристалда элементар ячейкаларда жойлашиши тасодифий эмас, бир – бирига ҳамда элемент симметрияси билан боғлиқ. Масалан, юқоридаги 1 – расмда 15 – краун 5 хлорхромат литий комплекси сувли таркиби 3:2:2 кристалл элементар ячейка бундан бир – бирига боўлиқ марказий симметрияси иккита комплекс сақлайди (2-расм). Натижада изланиш давомида кристаллар хамма элементар ячейкаларини эмас тузилишини аниқ кераклигини кўрсатади фақат унинг симметрик қисмлари, модомики, ячейкалар қолган қисми ундан математик ўзгаришлар ёрдамида қурилади, мос келувчи элемент симмерия мавжудлигини. 
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2 – Расм. 15 – краун 5 хлорхромат литий комплекси кристалл элементар ячейкаси [5]. Водород атомлари расм яққол бўлиши учун пасайтирилди. 
Шундай қилиб, кристаллар юқори симметриклиги уларни тузилиш изланиш масалани осонлаштиради. Биргаликда кўпроқ модда хажми факат унинг кичик қисмлари тузилишини аниқлаши керак, хажм юзлаб кубик ангестрем да ўлчанади, бор йўғи бир неча юзлаб гача қисқартирилиш натижаси ҳисобланади, кўплаб ва ўнлаб миқдори номаълум катталик, тажрибадан топиш керак. Гап элементар ячейкалар 6 параметри ҳақида кетяпти ва N атомни 3N координатаси, унинг қисмлари асиметрикликда жойлашиши.  
Таъкидлаш керакки, қоида сифатида, кристалл симметрия доимо молекула симметрия доимо молекула симметриясидан катта у қурилгандан кристалларда ҳатто энг ассиметрик молекула доимо симметрия элементлари бор. Шунинг учун молекулалар молекулалар ни молекуляр ва кристалл структураларини аниқлаш қийинлик билан хар доим ўтказилмайди. Молекула хеч қандай элементлар симметрик эмас. Рентгенструктур тадқиқотлар маълумотларидан бири кўрилиб турибдики, молекулалар ячейкаларида кристаллар ўз ўртасида симметриялар маркази каби, симметрия ўқи ва симметрия қиялиги 
(4 – расм).   
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3 – Расм. Рентгеноструктур текшириш маълумотлари бўйича хинолин хосиласи молекуляр тузилиши [6]. 
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4 – Расм. Хинолин хосиласи кристалл элементар ячейкаси. Водород атомлари расм яққол бўлиши учун катталаштирилган. 
4. Нима учун рентген нурланиш? 
Молекуляр ва кристалл структуралар рентгенодифракцион текширишда элементларни 2 – калити рентген нурланиши аниқ фойдаланилган. Бир томондан бу кристалларни даврий  ва симметрик структуралари билан чамбарчас боғлиқ. Бошқа томондан эса рентген нурланиш хусусияти бўлиши шарт бўлади. 
Физикада нур дифракцияси пайдо бўлиши нурланиш турли турлари яхши таниш. Маълумки, дифракция хар қандай тузилишда, нурланиш тўлқин узунлиги, қайтарилувчи элементлар ўртасида масофа солиштирма бўлганда содир бўлади. Бу тамойилга кўра хусусан, кўп оптик асбобларда дифракцион панжаралар ишлайди. Шу нуқтаи назардан қараганда кристалл уч ўлчамли даврийлик борлиги туфайли идеал дифракцион панжараларни деярли ўзи табиийликка эга бўлади. Фақат нурланишни йиғиб олиш қолади. Кристалл панжаралар тўлқин узунлиги узеллар ўртасидаги масофа ўлчовдош бўлади. Энг мос келувчи рентген нурланиш мавжуд бўлиши олинган молибден (тўлқин 
узунлиги 0,71 	Ᾰ) ёки м уч ўлчамли даврийлик имконияти дискрет дифракцион кўриниш пайдо бўлишига олиб келади, нур бор бўлиши кристалл яссилиги аниқлагандан акси бўлади (5- расм). Бундайлар ҳар бири учун унинг вазияти ва интенсивлигини аксини аниқлаш мумкин. Аслида айни шу маълумотлар кристалларни элементар ячейкалари параметрлари билан биргаликда бўлади ва рентгенодифракцион тажрибалар ўтказиш йўли билан олинади.  
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5 – Расм. Олинган кристалдан дифракцион расм фрагменти ССD детектор ёрдамида суратга туширилган. Оқ доғлар турли хил системалардан яссиликда тасвирланган рентген нурлари холатидида кўрсатади. 
Рентген нурланиш бошқа ўзига хос хусусияти унинг дифракциясини кристалда электрон зичликни тақсимлашидан хосил бўлади. Нур акси интенсивлиги / унинг F ... структур амплитудаси квадрати тўғри пропорционал, ўз навбатида кристалда атом координатларидан боғлиқ ва электрон зичлик тақсимланишига тўғридан -  тўғри боғлиқ 
(1- 	3 
тенгламалар).
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Бу ерда, fi – атомлар тарқалиш қобилияти; x,y,z – кристаллда атомларни координатлари. 
Бундан қўриш мумкинки, кристалда атом координатлари аниқланаётганда кристалда электрон зичлик тақсимланишидан дифракцион рентген нурланиш интенсивлиги тўғридан – тўғри боғлиқ. Шундай қилиб, таҳлил интенсивлиги молекулада нисбатан атом жойлашуви молекулалар бир – бирига тўғридан – тўғри маълумотлар олишга имкон яратади. Ва кристаллар симметрияси фақат элементар ячейкалар ассиметриқ қисмларида атом координатларини аниқлаш мумкин бўлади ва керак бўлади. 
5. Монокристалларни рентгеноструктур текшириш 
Моддани молекуляр ва кристалл тузилишини аниқлаш асосий усули монокристалл рентгенодифракцион текшириш хисобланади. Метод номидан кўриниб турибдики уни қўлланилиши калити ўрганилаётган моддани кристалл олиш хисобланади. Жараён бир вақтда хам оддий хам қийин. Унга кўпроқ синтетик билимидан қила олиш қобилияти, шунингдек омади, иши юришишига боғлиқ. Кристалл ўсиши жараёни шунчалик кўп омилли, уни қандайдир оддий ва тушунарли қоидалар билан тўплаб олиб бориш амалда мумкин эмас. Энг тўғри ёндашув моддани турли эритувчилардаги тўйинган эритмасини секин буғлатиш монокристалл рентгеноструктур текшириш учун яроқли бўлади. Эритувчини тўғри  танлай олганда мос келувчи кристалл олинади. Лекин баъзан қочишга тўғри келади, хар қандай жуда кутилмаган, фокуслар, нитрат кислотадан кристаллар ўстириш, моддани сублимацияси ёки эриш зонаси. Лекин агар ҳар қандай  услуб кристалл олишга муваффақ бўлинади, шунда дадил уларни ренгеноструктур ўрганишда текшириб кўриш мумкин. 
Монокристалл рентгеноструктур текшириш бир неча босқичларни ўз ичига олади:  
· Кристаллни танлаш ва сифатини текшириш; 
· Рентгендифракцион тажрибани ўтказиш; 
· Кристалл тузилиши расшифровкаси ва аниқлик киритиш;  Молекуляр ва кристалл структуралар таҳлили. 
Энг аввало, олинган кристаллар рентгеноструктур текшириш учун яроқлилигини аниқлаш керак. Биринчи навбатда, шу кристаллни ўлчами ва ташқи кўринишига тўхталиб ўтилади. Агар молекулада “оғир” атомлар (даврий жадвал тўртинчи ва охирги даврлар элементлар) кристаллари ва 0,05 мм гача размердан кичигидан фойдаланиш мумкин. Агар катта ўлчамдаги кристаллар олинса, улардан доимо микроскоп остида қисмларини керакли размергача кесиб олиш мумкин.  
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6 – Расм. Рентгеноструктур текшириш учун яроқли кристалл наъмунаси.  
Кейинги навбатда кристалларни шакли ва тозалига эътибор қаратиш лозим. Яхши кристалл ўзида аниқ геометрик шаклга эга бўлади (масалан: параллипипед, икосаэдр, призма ва б.). Хамма бўлаклари текис ва ялтитироқ бўлиши керак. Кристалл ичида ёриқ, декектли бошқа бўлаклар кўринмаслиги керак. Уларнинг мавжуд бўлиши олинган наъмуна ўзида икки ва ундан кўпроқ ёпишган кристалл ўзида кўрсатади, жиддий равишда қийинлаштиради, баъзида текшириб бўлмайди. Охирги хулоса шуки  дифракцион  расмлар приборда рентгенодифракцион текшириш учун кристалл мос келиши керак. Амалиётда идеал тоза, аниқ чегеранган кристалллар кам. (6 – расм) Одатда кристалларда қандайдир ёриқ ёки ёпишган бошқа майда кристаллар қолади. Бироқ бу замонавий аппаратларда дифракцион текширишга тўсқинлик қилмайди. Бундай холларда наъмуна массаси ўзида монокристалл наъмоён қилади, дифракцион расмда ёрқин ва интенсивроқ беради. Кичкина ёпишган кристаллар дифрасия фонига халақит берувчи сифатида қабул қилинади. 
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7 – Расм. Монокристалларни текшириш учун замонавий рентген дифрактометр CCD детектор билан жихозланган Oxford Diffraction фирмасидан Xcalibur. 
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8 – Расм. Рентгенострукткр текшириш маълумотлари бўйича тиотразолин компоненти молекуляр структураси [7]. Водородсиз  атомлар эллипсоидлар кўринишида, атомларни иссиқлик тебраниши қайтариш  хусусияти  кўрсатилган.  
[image: ] 
9 – Расм. Рентгенострукткр текшириш маълумотлари бўйича монастрол кимёвий формуласи ва фазовий тузилиши [11]. 
[image: ] 
10 – Расм. Рентгенострукткр текшириш маълумотлари бўйича пролин аналоги аминонитрил фазовий тузилиши [12]. 
[image: ] 
11 – Расм. Рентгенострукткр текшириш маълумотлари бўйича тиотриазолин тузилиши [16]. 
[image: ] 
12 – Расм. Тиотриазолин кристаллида моноклининик полиморф модидификация қатлам жойлашуви. 
 
 
 
[image: ] 
13 – Расм. Тиотриазолин ромбик модификацияси кристалл тузилиши фрагменти. 
 
[image: ] 
14 – Расм. Чапда – Брегга – Брентано геометрик схемаси (В – рентген трубка; ВI IIV – тушувчи ва қайтувчи нурларни ажратиш системаси; Р – наъмуна; D – хисоблагич). Ўнгда - Siemens  D500 кукун дифрактометрли гониометри (11 – трубкали кожух; 12,12а,14 – ажратувчи тирқиш системаси; 13 – наъмуна қисқичи; 15 – хисоблагич, 16 – гониометр корпуси).  
[image: ] 
15 – Расм. 2-[(5-метил-1Н-1,2,4-триазол-3-ил)сульфанил] сирка кислота кукун рентгенограммаси [19]. 
  

[image: ] 
16 – Расм. Оланзапин иккита наъмунаси рентгенограммалари.  
[image: ] 
17 – Расм. Тиотриазолин рентгенограммаси аниқлаш натижалари. Экспериментал рентгенограмма – доиралар билан, белгиланганлар – текис чизиқ билан кўрсатилган. Юқори қатор штрихи ромбик фазалар чизиғи, пастки – моноклиник холатини кўрсатади. Пастки эгрилик эксспериментал ва белгмланган рентгенограмма ўриасида турли хилликни кўрсатади.   
[image: ] 
18 – Расм. 3 – бромобензофенон аниқлаштирилган рентгенограммаси. 
  
19
 – 
Расм. 3 
– 
бромобензофенон структурасида молекулалар тўплами.
 

20 – Расм. Кукун рентгенограмма бўйича ламотриджин аниқ структура натижалари. 
[image: ] 
21 – Расм. Ламотриджин структурасида молекулалар тўплами. 
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