ТАҲЛИЛНИНГ ХРОМАТОГРАФИК УСУЛЛАРИ. УЛАРНИНГ 
ТУРЛАРИ, ТАСНИФЛАНИШИ ВА ҚЎЛЛАНИШ ИМКОНИЯТЛАРИ. ЮСЮҚХ ВА 
ЮССХ УСУЛЛАРИНИНГ ҚЎЛЛАНИЛИШИ 
 
Режа:  
1. Моддаларни хроматографик усулда ажралишининг физик-кимёвий асослари.  
 а) текширилувчи модда билан сорбент ва  қўзғалувчи фаза ўртасида содир бўладиган таъсир кучлари, ўзаро ионли кучлар, кординацион кучлар, дипол таъсири, водород боғланиш,  хелат компелексларни ҳосил бўлиши, дисперсс кучлар. 
 б) хроматографик жараённи, сорбентларни ва эритувчилар системасини танлаш. 
2.Юқори самарали суюқлик хроматографик усулни асосий принциплар 
3. Юқори самарали суюқлик хроматографик усулни назарий асослари 
4. Юқори самарали суюқлик хроматографик усулда қўлланиладиган қўзғалмас ва қўзғалувчан фазалар. 
5. Сифат таҳлил усуллари 
6. Миқдорий таҳлил усуллари 
7. Мицеляр юпқа қават хроматографияси (мюқх) 
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Хроматографик ажратиш жараёнининг физик-кимёвий асослари 
 
Хроматография қилинаётган моддага сорбент ёки эритувчилар аралашмаси томонидан битта ёки бир неча куч таъсир қилиш мумкин. 
1. Ионли кучларнинг ўзаро самарали таъсири. 
Бундай кучлар кучли нордон ёки кучли асосли ёки ион алмашувчи сорбентлар билан хроматография қилинаётганда ўз таъсирини кўрсатади. Бундай ўзаро таъсир бирикмаларни анион ёки катион шаклида - органик кислоталарни ишқорий Al2O3 да ёки органик асосларни силикагелда хроматография қилинганда кузатилади. Ионли кучлар таъсирини камайтириш учун юқори диэлектрик ўтказувчан катта дипол холатли (сув, поляр органик эритувчи), молекулалари ионларини зарядини камайтириб ионларни қўзғалувчанлигини оширувчи эритувчилар аралашмасини қўллаш мақсадга мувофиқдир. Бу аралаш маларни камчиликлари уларни юқори хроматографик фаоллиги ва ушбу вазият таъсирида молукулада поляр группалари активлиги сабабли моддалар яхши аралашмаслигидадир. Шу боисдан кўп холларда ионлар ҳосил бўлишини камайтирадиган сорбент ва эритувчилар аралашмаси қўлланади. 
2.Координацион кучлар таъсири.  
Ўзаро координацион кучлар, электрон зарядли атоми бўлган (Al, Si, Ca, Mq, Fe ва бошқалар) сорбент ва бўлинмаган электрон жуфтли функционал группа ёки атомлар (галогенлар, -O-, -N-, -S-, С=С) орасида кузатилади. Координацион кучлар таъсири хроматография қилинаётган модда адсорбент юзаси билан боғланган эритувчи молекуласини сиқиб чиқаришга қодир бўлганда юзага келади. Функционал группаларнинг координацион кучлари таъсири қуйидаги қатордаги тартибда камайиб боради. 
NR2>C=N>CONH2>OR>OH>C=O>COOH>SR>NO2>C=C> галогенлар. 
Ушбу қатор фақат сорбент юзаси ва баъзи бир функционал группаларни ўзаро таъсир кучларини ташкил қилувчи кучлардан бири ҳисобланган координацион кучлар учун аҳамиятлидир. Якуний куч, бошқача қилиб айтганда функционал группаларни адсорбцияланиш хусусияти шу группани ва адсорбцион марказни ҳамма ўзаро таъсир кучлари йиғиндисидан иборат. 
Бу қаторда амин группа сорбент юзасидан сувни сиқиб чиқара олади, лекин нитрогруппа ёки галогенларни сиқиб чиқара олмайди. Координацион боғларни ҳосил бўлиши ва уларни мустахкамлиги  хроматография қилинаётган модда молекуласида функционал группаларни мавжудлигига, шунингдек сорбент таркибида тегишли металл атоми бўлишига ҳам боғлиқ. Шундай қилиб бундай боғларни ҳосил қилиш хусусиятига эга қаттиқ сорбентларда хроматография қилиш функционал группалари билан фарқланадиган изомерларни ажратишда қўл келади. 
3.Диполларни ўзаро таъсири. 
Диполлар таъсири - ўртача қувватли таъсирлардандир. Бундай ўзаро таъсирни молекулада барқарор дипол мавжуд бўлганда, молекулада нитрил, амид, лактам, карбонил, карбоксил, гидроксил, нитрогруппалар, айрим холларда галогенлар бўлганда назарда тутиш керак. Координацион кучлар барқарор кучли диполли бирикмалар спиртлар, кетонлар, галогенга алмашган углеводородлар, эфирлар аралашмаларда ёки яққол дипол хусусиятли қўзғолмас фазада хроматография қилинаётганда муҳим ўрин тутади. Баъзи бир жиҳатдан бундай кучлар алюминий оксиди ва силикагелда хроматография қилинганда намоён бўлади. 
4.Водород боғлари таъсири. 
Водород боғлари таъсири - моддаларни хроматографик хоссаларини белгиловчи асосий ҳисобланади. Водород боғлари протон сифатида ажралиш хусусиятига эга бўлган актив водороди бор ва бўш жуфт электрони бўлган алмашинувчилар орасида вужудга келади (Льюис асоси). 
Х-Н + D ---> Х-Н.....D 
Н-донори, Н.акцептори водород боғи 
D - Льюис асоси, Х эса-О, N, F, Cl, S баъзан С атомлари бўлиши мумкин. 
Бунда водород қанчалик кучсиз боғланган бўлса (кислоталик хусусиятлари қанчалик кучли бўлса) ва Льюис асоси ҳам шунчалик мустаҳкамдир. Бундай кучлар ўртача кучдаги ўзаро таъсир кучларга киради. Чунки сарфланадиган максимал энергия 10 ккал/мол дан ошмайди. 
Водород донори ёки акцептори ўрнида, эритувчи ёки қўзғалмас фаза бўлиши мумкин. Кимёвий бирикмаларда боғларни енгил вужудга келиши нуқтаи назаридан 5 гурухга бўлиш мумкин, улардаги моддалар боғларни мустаҳкамлиги камайиб бориши бўйича қуйидаги тартибларда жойлашган. 
а) водород донорлари СНCl3>CH2Cl2>CH2Cl-CH2Cl 
б) водород акцепторлари алкилгидразинлар >NН2>азобирикмалар> нитриллар> 
оддий эфирлар>кетонлар > мураккаб эфирлар> нитробирикмалар>араматик углеводородлар  >олефинлар. 
в) бир вақтнинг ўзида водород донор ва акцептори бўла олиш хусусиятига эга группаларни сақловчи бирикмалар: ОН>Н2>кислоталар>феноллар> оқсиллар>спиртлар>имидлар>амидлар>гидразин ҳосилалари> бирламчи ва иккиламчи аминлар. 
г) молекуласида юқорида кўрсатилган группаларни камида иккитасини сақловчи бир-биридан анча молекулалараро водород боғлари ёрдамида мустахкам бўшлиқ панжараларни юзага келтирувчи масофада бўлган бирикмалар: кўп асосли органик кислоталар, спиртлар, аминлар ва бошқа полифункционал гурухлар сақлаган моддалар. 
д) водород боўларни юзага келишида иштирок этмайдиган моддалар CS2 (сероуглерод), тўрт хлорли углерод, циклогексан, алифатик ёғ қатори углеводородлари. 
5. Хелат комплексининг ҳосил бўлиши. 
Металл атомида бўш гидроксил группаси бўлган сорбентларга хосдир. Бу турдаги боғларни ички молекуляр боғларни ҳосил қилувчи моддалар юзага келтиради.  Бундай боғлар нафақат алюминий оксидини ишлатганда,  балки темир оксиди ёки магний гидроксидини ишлатганда айниқса α –амино спиртлар, α -оксиальдегидлар ёки кетонлар, О.аминофеноль, α -оксибензой кислоталарни хроматография қилганда ҳосил бўлади. Субстрат хоссаларига қараб қайд этилган бирикмалар ё хелат (бунда сорбент ва модданинг ўзаро таъсири кучаяди) ёки ички молекуляр водород боғлари хосил қилади (модда билан сорбентнинг ўзаро таъсири камаяди). Шу сабабли юқорида қайд этилган бирикмаларни алюминий оксидида хроматография қилганда изомерларга қараганда Rf  қиймати -кичкина бўлади, қоғоз ёки силикагелда эса бунинг акси кузатилади. 
6. Дисперсион (Вандер-Вальс) кучлари. 
Дисперсион (Вандер-Вальс) кучлари - энг кучсиз ўзаро таъсир кучларидир, аммо улар молекуладаги углеводородли қисмларининг гидрофоб ўзаро таъсирига масъулдирлар ёки хроматография қилинаётган модда ва эритувчи бир-бири билан учрашганда намаён бўлади. Айнан шу кучлар гамологларни ажралишига масъулдирлар, чунки углеводород занжири қанчалик узун бўлса шунчалик эритувчи билан унинг ўзаро таъсири самарали бўлади. 
 Баъзи молекулалардаги функционал группалар бир вақтнинг ўзида бир неча тур боғларда қатнаши мумкин. 1-жадвалда функционал группаларни қатнашиши хусусиятига эга бўлган боғларнинг турлари ҳақида, бу ўзаро таъсирнинг ярим миқдорини баҳолаш билан биргаликда маълумотлар келтирилган.  Хроматография қилинаётган модданинг ва сорбент ҳамда эритманинг у ёки бу ўзаро таъсирга берилувчанлик хусусияти билан бахоланади. 
1-жадвалда кўриниб турибдики,  СН2 группасига фақат дисперсион ўзаро таъсир кучлар хосдир. Шундай қилиб, -СН2 группасининг сони билан фарқ қиладиган моддаларни ажратишда фақат дисперсион кучларга эга сорбентлар танланади. 2-жадвалда такидланганидек, бундай ажратиш учун парафин мойи билан қопланган сорбентлар кукунли полиэтилен, целлюлоза ва дезактивланган силикагел қўл келади. Алюминий оксиди ва активланган силикагел бунга тўғри келмайди. 
 
Хроматографик системани танлаш 
Сорбент ва эритувчилар системасини дастлабки мўлжалини белгилаш учун Штал хроматография қилаётган модданинг икки қутблилигини тахмин қилган холда уни ажратилишини таминлайдиган активликка эга сорбент ва икки қутбли эритувчи системаларини танлаш учун чизма тавсия қилди. 
 
Сорбентни танлаш 
Сорбентни танлашда аниқланаётган моддалар молекулаларидаги функционал гурухлар сони ва уларнинг хоссалари асосий омилдир. Одатда модда ва сорбентнинг ўзаро таъсир кучи функционал группалар сони ва адсорбцион активлиги ошган сари кўпаяди. Баъзи бир функционал группаларни адсорбцион активлигни таҳлил қилиб Брокман ва 
Волперс уларни қутблилиги ортиши бўйича қуйидагича қаторга жойлаштирилади. Cl<H<O-CH3 <NO2<N(CH3)2<COO-CH3<OAs<NH2<OH<CONH2<COOH 
Ушбу қатор фақат информатив хусусиятига эга, чунки унинг тартиби сорбент ва эритувчилар системаси хоссаларига шунингдек электрон зичлиги, функционал группаларга таъсир 
қилувчи молекуланинг қисмларига боғлиқдир. Шу сабабли моддаларни хроматографик ажратиш имкониятларини уларни кимевий тузилишидан келиб чиқиб аниқланади. Қуйидаги қоидаларга риоя қилиш керак бўлади. 
1. Занжирда углерод атомлари сони ёки уларни жойлашиши билан фарқ қилинадиган моддалар дисперсион ўзаро таъсирга эга бўлган сорбентлар ёрдамида ажратилади (углеводородлар ёки силикон мойи билан шимдирилган ва баъзан кам актив сорбентларда). 
2. Икки боғ ва уч боғлари бўлган моддаларни қаттиқ координацион боғлар ҳосил қиладиган сорбентларда ажратилади (активланган алюминий оксиди, силикагел, гипс (СаSO4). Улар айниқса кумуш нитрати шимдирилган силикагелда яхши ажратилади, чунки кумуш ионлари олефин ва ацетиленлар билан жуда бар қарор комплекс ҳосил қилади. 
Кумуш нитрат сақлаган силикагелда иккиламчи ва учламчи углерод-углерод боғли молекулада кучли қутбли  гурухлар бўлганда ҳам ажратилишига таъсир қилади. 
3. Функционал гурухларни жойлашиши ва бўшлиқдаги таҳ- 
миний жойлашуви билан фарқ қилувчи моддалар актив сорбентларда кам актив 
сорбентларга қараганда яхшироқ ажратилади. 
4. Битта функционал гурухларни, аммо табиати ҳар хил моддалар ҳамма турдаги сорбентларда яхши ажратилади. 
5. Кўп сонли қутбли гурухларга эга моддаларни ажратиш учун олдин уларни алоҳида гурухларини бир бирига таъсирини тадбиқ этиб, сўнг таққослаш керак. Қутбли группаларни сони кўпайган сари актив сорбентнинг сезгирлиги кейинги келадиган гурухга нисбатан камаяди. Шу боисдан силикагел ва алюминий оксидида хроматография қилишда функционал гурухларни қутблилигини пасайтириш зарур. Қутбли гурухларни модификация қилиш кутган натижаларни бермаса, у холда функционал гурухлар ва уларни хусусиятларига жуда сезгир бўлган, тақсимловчи хроматографияни қўллаш тавсия этилади. Бир неча қутбли гурухларга эга молекулали моддаларни ажратиш учун кучли активган силикагел, кизелгур, силон ва парафин формамид шимдирилган кизелгур ишлатиш мумкин. 
Эритувчилар системасини танлаш 
Амалиётда маълумки  эритувчилар системаси моддаларни бир-биридан ажратиш хусусияти Rfmax - 0,5 атрофида бўлса, энг юқори самарали ҳисобланиб, старт томонга ҳам фронт томонга ҳам у пасая боради. Шунинг учун мазкур аниқланувчи моддалар аралашмасини Rf қиймати 0,5га нисбатан симметрик жойлашадиган эритувчилар системасини танлаш керак.Турли эритувчилар моддалар аралашмасини турли даражада ажратиш хусусиятига эга. Баъзи бир муаллифлар эритувчиларни шу хусусияти асосида уларни элюотроп қаторига жойлаштирдилар. Бу қаторлар бир-бирига ўхшаш, лекин бутунлай бир-бирига мос келмайди. Эритувчиларни бу элюотроп қаторида жойлашиш тартиби фақат саноқли холларда хақиқатга тўғри келади ва улар аниқлаган моддаларга таллуқлидир. Масалан: Траппенинг маълумотларига қараганда диэтил эфири хлороформга нисбатан, кўпроқ хроматографик активликга эга, бошқа муаллифларнинг таъкидлашича, бунинг аксидир. Стрейн тузган элюотропик қатор бутунлай фарқ қилади, унда эфир ва ацетон бензолдан олдин жойлашгандир. 
Бундай фарқларнинг сабаби эритувчининг ажратиш хусусияти хроматография қилинаётган модда билан эритувчи орасидаги ўзаро таъсир кучлари йиғиндиси билан белгиланади. Дисперсион ўзаро таъсир кучлари ва диполлар ассоциацияси ошиб кетган холларда эритувчиларни модда билан ўзаро таъсир кучига пропорционал бўлган диэлектрик ўтказувчанлик яхши кўрсаткич ҳисобланади. Водород боғлари ҳосил бўлиши мумкин бўлган холларда эритувчанлик қанчалик кучли донор ёки акцепторликни намоён этиши керак. Координацион боғлар вужудга келиши мумкин бўлган холларда ҳам бу кўрсаткичдан фойдаланиш мумкин. Шундай қилиб танланаётган эритувчини унинг қандай ўзаро таъсирларга қодирлигини билиш зарур. 
3- жадвалдан кўриниб турибдики, ҳар бир эритувчига маълум тур ўзаро таъсирлар кўпроқ тааллуқлидир. Масалан: гексаннинг хроматография қилинаётган модда билан ўзаро таъсири фақат дисперсион кучлар ёрдамида амалга ошади. 
Хлороформ ажратилаётган модда билан водород акцепторига эга бўлса, уни дисперсион кучлар ва водород боғлар билан боғлаш хусусиятига эга бўлиши хисобига диполлар ассоциацияси орқали ўзаро таъсирини кўрсатади. Диэтил эфири ҳам шундай хусусиятга эга, лекин эфир ажралаётган модда донор бўлса, барқарор водород боғлар ҳосил қилиши мумкин. Бу мисоллардан кўриниб турибдики универсал элюотроп қаторини тузиш харакатлари зое кетади, турли эритувчилар системасини ажратиш хусусиятини баҳолаётганда барча ўзаро таъсирларни ва уларни кучини назарда тутиш керак. 
Бирон бир ажратиш хусуситига эга системасини олишнинг энг содда усули бу иккита ҳар хил қутбли эритувчиларни бир-бири билан турли нисбатда аралаштиришдир. 
Юқори қутбли эритувчини концентрациясини 1-4 % га кўпайтирганда системанинг ажратиш хусусияти тўғри эмас, балки деярли экспотенциал ошади ёки бошқача қилиб айтганда қутблироқ эритувчини оз қўшганлигимизда унинг ажратиш хусусияти жуда тез ошади. Экспотенциал эгри чизиқнинг дастлабки кўтарилиши иккала эритувчининг қутблилиги ҳар хил бўлишига қараб шунчалик яққол бўлади. 
Иккита турли қутбли эритувчиларни аралаштириб ҳар хил ажратиш хусусиятига эга система тайёрлаш мумкин. Аммо хроматография қилинаётган модданинг Rf-кўрсаткичи 0,5 га тенг бўлган ҳамма эритувчилар системаси ҳам бу турдаги моддаларни яхши ажратавермайди. Шу сабабли баъзи холларда бир неча системаларни қўллаб кўриб, компонентларни максимал ажратишга эришган системани танлаш керак. Бундай системалар жумласига хлороформ, эфир ва этанолнинг бензолдаги 5% эритмаси, бўлиши мумкин. Буларда хлороформ водород донори, эфир водород акцептори, учинчи система эса донор ва акцепторлик хусусиятига эга. Бу системаларни ажратиш хусусиятини ҳар хиллигини кам қутбли ва ўрта қутбли моддаларни бир-биридан ажратаётганда кузатиш мумкин. 
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Хроматографиялаш. 
Еритувчини пластинкага қандай ё`налишдан тушушидан қатий назар 3 хил элуирлаш фарқланади. Юқорига қараб чиқувчи, пастга қараб тушувчи ва горизонтал. 
Юқорига ҳаракатланувчи бир о`лчовли юпқа қават хроматографияси- энг ко`п ишлатиладиган юпқа қават хроматографиясидир. Бунда то`йинган ва то`йинмаган хроматографик камерадан фойдаланилади. Юқорига ҳаракатланувчи юпқа қават хроматографиясида намуна старт чизиг`ига томизилади. Пластинка вертиcал ҳолатда хроматографик камерага қо`йилади. Капилар куч та`сирида қо`зг`алувчан фаза пластинка бо`йлаб юқорига ко`тарилади. (8 расм) қо`зг`алувчан фазанинг фронти пастдан тепага ҳаракатланади. Юқорига ҳаракатланувчи бир о`лчовли юпқа қават хроматографияси градиентли элуирлаш қо`ллашни амалга оширади. Юқорига ҳаракатланувчи икки о`лчамли юпқа қават хроматографиясида намуна старт линиясига томизилади. Пластинка вертиcал ҳолатда хроматографик камерага жойлаштирилади. Харакатланувчи фаза капилар куч та`сирида пластинка бо`йлаб ко`тарилади. Со`нг пластинкани олиб очиқ ҳавода ёки маҳсус қуритиш шкаф (сушелний шкаф)да қурутиб яна қайтадан хроматографик камерага ҳудди о`ша ҳаракатли фазага ёки бошқа фазага пластинкани 90 градусга буриб қо`йилади. 
Юқорига ҳаракатланувчи юпқа қават хроматографияси- юқорига ҳаракатланувчи бир о`лчамли хроматографиянинг бир турларидан бири бо`либ, агар хроматографияда ҳаракат бир томонга ё`налтирилган бо`лса ва бир ёки бир қанча элуантлардан фойдаланилса бунда тузум доимий ва о`згарувчан бо`лади. Ҳар бир элуатсиялашдан со`нг пластинка қурутилади. 
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21 расм 
 
Юқорига ҳаракатланувчи проточная (оқувчи) хроматография – юқорига ҳаракатланувчи хроматографиянинг турларидан бири бо`либ хроматография камерадан ташқарида турган пластинкадаги ҳаракатланувчи фазанинг буг`ланиб кетиш натижасида элуент то`ҳтовсиз сорбент  қаватида ко`тарилиб боради. Ҳаракатланувчи фазанинг буг`ланиши очиқ турган хроматографик камерадаги пластинкада ёки лоcал(Пластинканинг аниқ бир қисмини қиздирилганда учириб юбориш зонаси ) зонада бо`линиши мумкин.  
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Пастга қараб ҳаракатланувчи юпқа қават хроматографияси- юпқа қават хроматографияси бир вариантли бо`либ, бунда ҳаракатланувчи фаза ог`ирлик кучи та`сирида ҳаракатланади  ва ҳаракатланувчи фазанинг фронти тепадан пастга қараб ҳаракатланади. Бу вариант асосан расмда ко`рсатилган юпқа қават хроматографияси ва сорбенти маҳкамланмаган пластинкаларда олиб борилади.Пастга қараб ҳаракатланувчи ЮҚХ усулини оддий пластинкалар учун ҳам қо`ллаш мумкин. Лекин бунинг учун маҳсус асбоб ускуналар ва ҳаракатланувчи фазанинг лотоги керак бо`лади. ЮҚХ усулининг бу тури кам ишлатилади. Горизонтал хроматографиянинг қо`ллаш усуллари бир қанча булар: чизиқли, радиал, босим остидаги ва бошқалар. Бу методларда қо`лланиладиган асбоб ускуналар мураккаб тузулишга эга бо`лса ҳам лекин ишлатиш қулай ҳисобланади. 
Горизонтал чизиқли хроматография- ЮҚХ нинг бир тури бо`либ бунда пластина горизонтал ҳолатда бо`либ, ҳаракатланувчи фаза бир ёки икки томондан бериб борилади.(23расм) 
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23 расм Горизонтал хроматография учун хроматографик камера 
 
Горизонтал чизиқли хроматография бир о`лчамли ёки икки о`лчамли бо`лиши мумкин.Горизонтал чизиқли ЮҚХ усулида битта хроматографиялашда 30 та намунани хроматографиялаш имконини бериб, бунда пластина размери 20х20смтенг бо`лади. 
Горизонтал марказдан қочувчи хроматографиянинг Н А Измаилов ҳамда М С Шрайбер маҳкамланмаган алюмин оксид қаватида доривор экстрактларни ажратишда илк маротаба қо`ллашган. Айланмасимон  (думалоқ) хроматография қо`лланилади: 1 Жуда кам аҳамиятга эга бо`лган Р моддаларни ажратиш 2 Қо`зг`алувчан фазани таркибини тез танлаш учун. горизонтал камерада 4 та 
намунани ажралиши 

Горизонтал марказга интилувчи хроматография ЮҚХ нинг бир вариант бо`либ бунда қо`зг`алувчан фаза пластинканинг четларидан киритилади ва қо`зг`алувчи фаза марказига томон ҳаракатланади. Марказга интилувчи хроматография учун етарли миқдорда мураккаб асбоб ускуналар керак бо`лади. Мисол учун Шветсариянинг “Cамог” фирмаси томонидан бундай асбоб ускуналар ишлаб чиқарилади. 
Антикруговая хроматография юқори аҳамиятга эга бо`лган сорбатларни ажратишда яҳши натижа беради. 
хроматограммаси[image: ] 
 
 
Кетма-кет (босқичма-босқич) хроматографиялаш методи. Ушбу хроматографиялшнинг асосий принсипи 25 расмда келтирилган. Юқорига ко`тарилувчи хроматографиялашда пластинка бо`йлаб ҳаракатланаётган қо`зг`алувчи фаза намуна компонентларини ушлаб олади ва бунинг натижасида аниқланилаётган компонентларнинг ажралиши (бо`линиши) содир бо`лади. Бунда қо`зг`алувчи фазанинг ҳаракатланиш тезлиги сусайишига олиб келиб пластинканинг ҳаракатланувчи фазасини  юқориланишига олиб келади. Лекин бу усулда ҳар доим ҳам намуна компонентларини ажратишга муваффақ бо`линавермайди. (гомологларни ажратишда) Босқичма- босқич хроматографиялш усулида ҳаракат фаза намуна компонентларини ажратган ҳолда қо`зг`алади. Бунда ҳаракатланувчи фаза бутун пластинка бо`йича тезлиги тенг тақсимланади, бу эса тақсимланишнинг самарадорлигини оширади. Шундай қилиб бу усулда ҳатто гомологларни ҳам ажратсиҳ мумкин зеро уларни ажратиш жуда қийин вазифа бо`лса ҳам. 
Босқичма –босқич хроматографиялаш усулида маҳсус қурилмалардан фойдаланилади ва ушбу қурилма 28 расмда келтирилган. Пластинка тиргак орқали ҳаракат қилади, ҳаракатланувчи фаза маҳсус фитил ёрдамида етказиб берилади.  Фитил темир ядро ҳамда магнитдан иборат бо`либ, магнит орқали фитил пластинка қаватига ёпишиб туради. Пластинканинг ҳаракатланиши фазанинг бир маромда компонентларига тақсимланиши таминлаб туради.  
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25 расм А- ЮҚХ нинг оддий (мумтоз) усули. Б-кетма кет босқичли хроматография. 
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Ко`п ҳолларда ЮҚХ нинг юқорига қараб ҳаракатланувчи тури қо`лланилади, шунинг учун қуйдаги 2 саволни ко`риб чиқиш керак. 
· Сорбент юзасида ҳаракатланувчи фазанинг босиб о`тган ё`лининг узунлиги  
· Пластинканинг қиялигини хроматография натижасига та`сири 
Босиб о`тган ё`лнинг узунлиги ажралишнинг ошишига олиб келиши керак. 27 расмда ушбу тезисни тасдиқловчи ҳолат келтирлиган. Ромашка о`симлиги сақлаган эфир мой компонентларини ажралиши ко`рсатиб о`тилган, ушбу расмдан ко`риниб турибдики ҳаракатланувҳи фазанинг босиб о`тган ё`лининг ошиши оқибатида тақсимланиш яҳшироқ бо`лган (стрелка билан ко`рсатиб о`тилган) 
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27 расм доривор Ромашка о`симлиги сақлаган эфир мойларини ажралиш. 
 
Ҳар доим ҳам қо`зг`алувчан фазанинг босиб о`тган ё`лининг узунлиги яҳси ажралишга олиб келмайди. Мисол Юқорали самарали хроматографиялашда қо`лланиладиган пластинкалар учун ажралиш самарадорлиги ҳатто камайиши мумкин. 
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Бундан ташқари хроматографиялашда пластинканинг қиялигини ҳисобга олиш зарур. Штал бу борада батафсил о`рганиб шундай ҳулосага келган, агар хроматографик камерага пластинкани вертиcал ҳолатда қо`йиб қиялик бурчаги 75-85 градусдан ко`п бо`лишини ҳамда шундай ҳолатдаги пластинканинг туриши ажралишнинг янада юқори натижа беришини исботлаган. Лекин бу ерда қо`зг`алувчи фазанинг ёпишқоқлиги ҳамда ҳаракатланиш тезлигига аҳамият бериш зарур. Ёпишқоқлик қанча юқори бо`лса пластинка бо`йлаб ҳаракатлниш шунча секин бо`лади. Бу эса хроматографиялаш  вақтининг узайишига олиб келади. Мисол метҳанол ва толуол 20:80 таркибли қо`зг`алувчан фаза учун, 10 смли пластинкадан о`тиш 40 дақиқани олади. Ҳудди шундай пластинкадан бутанол-сув-сирка кислота таркибли қо`зг`алувчан фаза эса 4-5 соатда о`тади. Шуни инобатга олган ҳолда ёпишқоқлиги юқори бо`лган қо`зг`алувчи фазалрни қо`ллаганда хроматографиялашни тезлаштириш учун пластинканинг қиялик бурчаги -35 гача бо`лиши керак. 
Полимер асосли пластинкалар қо`ллаганда пластинканинг бошланг`ич қисмида букилиш юз беради бу эса ажралиш самарадорлигини камайишига олиб келади. Шиша асосли пластинкалар учун эса бу ҳусусият ҳарактерли эмас шунинг учун бу пластинкалар жуда ко`п қо`лланилади.Хроматографиялаш жараёни тугагандан со`нг пластинкани қурутиш ҳамда сорбент қаватлари томонидан адсорбсияланган эритмаларни ё`қ қилиш керак ва бунга катта э`тибор бериш керак. 
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28 расм Полимер асосли 
хроматографик пластинкани  букилиши 
 
Биринчидан эритмаларнинг пластинкадаги қолдиг`И иденфикатсиялашга та`сир қилиши мумкин. Иккинчидан эритмаларни қолдиг`И очувчи реактив пуркалганда у билан реаксияга киришиши мумкин, бу эса о`з о`зидан натижани ҳато чиқишига олиб келади.бундан ташқари ко`п эритувчилар ёқимсиз ҳидга эга бо`либ то`г`иридан то`г`ири қуёш нури та`сири остида ко`ришда бир қанча ноқулайлилларни юзага келтиради. 
Пластинкани қурутиш қуйдаги тартибда о`тказилади. 
· Пласринкани очиқ ҳавода қурутиш. Бундай қурутиш эритувчи учувчан бо`лса ёки пластинкани қиздириш мумкин бо`лмаган ҳолатларда о`тказилади. 
· Пластинкани совуқ (иссиқ-илиқ) ҳаво оқимида ёки инерт газ оқимида қурутиш 
· Пластинкани сушил шкафида 110c ҳароратда қурутиш. Бундай қурутиш қайнаш ҳарорат юқори бо`лган эритувчи қо`ллаганда ёки кучли адсорбсиялаш ҳусусиятига эга бо`лган эритувчилар ишлатганда қо`лланилади (сув юқори спиртлар, чумоли ва сирка кислота, аминлар) 
 
Моддаларни Визуаллаштириш ва иденфикатсиялш. 
 
Агар ажратиб олинаётган модда рангли бо`лса пластинкани қуёш нурида ко`риб баҳолаш мумкин. Лекин афсуски ко`пчилик моддалар о`зига ҳос ранга эга эмас, ва уларни қуёш нури остида ко`ришнинг иложи ё`қ. шунинг учун хроматограммани визуаллаштиришнинг бир неча ёндашувлари мавжуд. 
· Пластикани УБ нури остида муайям то`лқин узунлигида ко`риш (физик усул) 
· Очувчи реактивлар ёрдамида пуркаб аниқлаш(кимёвий усул) 
· Очувчи реактив ёрдамида пуркаб со`нг ултрабинафша нур остида ко`ринади (аралаш усул) 
УБ нури ёрдамида визуализатсия қилиш энг кенг тарқалган усул бо`либ, моддаларни ултрабинафша нурни ютушига ёки УБ ёрдамида уларни флуоросенсияланишига асосланган. Агар УБ ёрдамида визуализатсия қилиш талаб этилаётган бо`лса, ажратишда таркибига маҳсус флуорисенс индикатори (луминафор) сақлаган пластинкалардан фойдаланилади. Бунда яшил фонда 254нм узунликда то`қ дог`лар ёки қора фонда ёрқин дог`ларк ко`ринади. 
Турли ишлаб чиқарувчилар томонидан УБ лампанинг ҳар ҳил турдагилари ишлаб чиқарилади. Замонавий асбоб ускуналар фақат пластинкани УБ да ко`ришгина эмас балки олинган натижаларни рақамли виде ва фотокамера ёрдамида қайд этиб ҳужжатлаштириш имконини беради. Олинган ма`лумотлар замонавий компютерлар ёрдамида таҳлил қилинади. 
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Расм 29 Хроматографик пластинкаларни иденфикатсиялаш учун Cамаг ва Мерcк фирмаси томонидан ишлаб чиқарилган камералар. 
 
 Аммо бази бир органик бирикмаларни (аминокислота, қандлар, органиc кислоталат) УБ нурда ко`риб визуализатсия қилишнинг имкони ё`қ. Уларни визуализатсия қилишда маҳсус очувчи реагентлардан фойдаланилади. Очувчиларни 2 та ката гуруҳга бо`лиш мумкин. 
· Универса очувчилар 
· Спетсифик ёки селектив очувчилар 
Универсал очувчилар- деярли барча моддалар билан киришиб кетади. Бундай реагентларга анорганик кислоталар (асосий  сулфат кислота)  анорганик кислоталар аралашмаси ( нитрат ва сулфат ёки хлорид ва сулфат кислота аралашмалари) яна кучли оксидловчилар (калий пермангант, калий бихромат, хлоратлар, перхлорат, броматлар, калий перёдатлар). Универса реагент сифатида ёд (ёд камераси) кенг ишлатилади, у ҳам барча моддалар билан киришади. 
Спетсифик реагентлар- ма`лум бир синф бирикмалари ёки индивидуал моддалар билан киришадиган кимёвий бирикмалардир.ЮҚХ нинг ҳусусияти бир қанча реагентлардан фойдаланиб ҳар ҳил синф бирикмаларни аниқлаш ёки турли ҳил фунсионал гуруҳга эга бо`лган бирикмаларни аниқласж имконини яратади. Реагентларнинг энг то`лиқ ро`йҳати, уларни тайёрлаш усули, сезувчанлиги ва амали қо`лланилши китобда келтириб о`тилган [12] 
 
 
 
8.1.Детектирлаш (очиш) 
Енг кенг тарқалган усул, пластинкага реагент пуркаб пластинкадаги дог`ларни очишдир.Бу метод оддий, тез ва маҳсус асбоб ускуна талаб этмайди ва кам миқдорда очувчи реагент ишлатилади. Пластинкага пуркаш пулверизатор ёрдамида ёки бази бир фирмалар томонидан ишлаб чиқарилаётган маҳсус пуркаш учун камераларда амалга оширилади. Пуркашдан со`нг ко`п ҳолларда пластинка ма`лум бир температурада, сушил шкафида қурутилади. Бази ҳолларда эса пластинкани ҳона ҳароратида қиздирмасдан қурутиш талаб этилад. Пластинани сушил шкафида меёридан ко`п ушлаб туриш кутилаётган натижани бермаслиги ва дог`нинг рангини о`згаришига ёки пластинканинг фонини о`згаришига (қорайиши ёки ранги о`чишига) олиб келиши мумкин. 
Бази бир холларда хроматоденсиметрияда пластинкага очувчи реактив пуркалмайди балки маҳсус асбоб ускуна ёрдамида очувчи реактивга туширилади (31-расм) 
[image: ]Бундай усулда очишда пластинканинг юзаси бир ҳилда бо`ялади, кичкина дог`лар ҳам очилади, пулверизаторда пуркаганда эса бундай натижа олинмайди, бундан ташқари очувчи реактив консентрасияси 3-5 марта кам бо`либ уни қутбли ва қутбсиз эритувчилар ёрдамида тайёрланади.  
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30 расм Хроматографик пластинкага пуркаш учун ишлатиладиган қурилмалар. 
А-Мерcк фирмаси томонидан ишлаб чиқарилган пуркагич Б-пуркагич В-
Пуркаш учун камера пластинкага  Г-пуркаганда пуркагични ё`налиши 
 
31 -расмПластинкани очувчи реагентга тушуришда қуйдаги ускуналардан 
фойдаланилади 
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32-расм 1. Пуркаш усули билан очилган пластинка. 2. очувчи реагентга тушуриб очилган пластинка 
 
 
Бази бир ҳолларда пластинканинг сезувчанлигини ошириш учун очувчи реагентга тушурилган пластинкани олиб яна бошқа бир реагент билан пуркалади ва УБ да ко`рилади. 
Очишнинг яна бир вариант пластинкани газ фазасида яни очувчи газ то`лдирилган камерада ушлаб туришдир мисол Ҳ2С,НО,Cл2 ва бошқалар. 
Амалиётда бундай камералар кимёвий реаксиялар ёрдамида ҳосил қилинади (Cл2 гази ҲCл+КМнО4). Ушбу усулнинг давомида пластинкага яна очувчи реактив пуркалади ёки УБ да ко`риш мумкин. Очувчи реагент қо`ллаганда қуйдагиларга аҳамият бериш керак. 1аниқланилаётган моддага, очувчи реактивнинг сезувчанлиги. 2 жараённинг кетмакетлигида то`г`ири бажарилишини та`минлаш, пуркашдан олдин пластинкани қурутиш вақти, тог`иридан то`г`ири сепиш, қиздириш ) 
33 расмда хроматографиялашнинг турли реагентлар ёрдамида очишда аниқ алоҳида модданинг майдонини олиш мумкин ёки селектив реагент қо`ллаб фақат битта моддани очиш мумкин. 
 
Шундай қилиб ёд камерасида фақат галактозани ҳосил қилган жавобини ко`риш мумкин. Анис алдегидининг сезувчанлиги глукозани очиш имконини беради, антрон ёки анил-фтал реагент ҳамма 3 та қандни очиш имконини беради. Қандай реагент қо`ллашдан қатий назар алоҳида бо`линган дог`ларни ёки бир бирини устига кетма-кет ҳосил бо`лган дог`ларни акс эттирилган тасвирни ко`риш мумкин. 
Кимёвий дериватизатсиялаш (ранги хроматографик зонанинг флуоресенсияланиш) қиздириш вақти ҳарорати ва реагентнинг консентратсиясига бог`лиқ. Бу омилларни назорат қилиш осон. Лекин яна бир омил дериватизатсия жараёнидан олдин пластинкани қурутиш (ҳарорат ва давомийлиги) натижага та`сир қилади. 
[image: ]Хроматограммани визуализатсиялангандан со`нг кейинги босқич иденфикатсиялашдир, со`нг эса миқдори аниқланилади. 
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34-расм Далачой о`симлиги сақлаган флаваноидлар хроматограммаси 
1Совуқ ҳаво оқимида 3 дақиқа қурутилган пластинка 
2 105 c ҳароратда 5 дақиқа давомида қурутилган пластинка 
3 105 c ҳароратда 30 дақиқа давомида қурутилган пластинка 
 
 
9.Тизимни яроқлилигини тасдиқлаш. 
 
Бир типга кирувчи лекин ҳар ҳил маркали сорбентлар ко`пинча бирикмаларни о`рганилаётган жуда муҳим унда қиймат о`згаришлари фарқ қилиб ЮҚХ методини нормативе ҳужжатларга сорбентнинг маркаси ва ишлаб чиқарувчиси ко`рсатилиши керак. 
Бундай ёндашувнинг иложи бо`лмаганда хроматограммалар сифатини текшириш учун тестлар ишлаб чиқилган бо`либ улар муваффақиятли бирлаштирилган ва УСП тест “Сйстем суитабилитй” деб номланган. УСП ко`ра бу тест умумий аҳамиятга эга бо`либ барча таҳлил турларида спектрофотомерия, титрлаш, эрувчанликда қо`ллаш керак, айниқса хроматография методида катта аҳамиятга эга чунки бу методда жуда ко`п ностандарт омиллар таҳлил натижасига та`сир этади. УСП тест юқори самарали суюқлик хроматографияси ва газ суюқлик хроматографияси учун таклиф этилган. ЮҚХ қо`ллаш учун УСП тест тартиби тасвирланмаган, лекин шаҳсий мақолаларда (мисол ранитидин тозалигини хроматографик усулда аниқлашда)УСП тест ЮҚХ учун қо`лланиладиган амал қилиш тартиби ВР 1993 га мос келиб, бу синов батафсил ко`риб чиқилган. 
ВР1993 о`зида 2 хил тестдан иборат ажралиш кучини тасдиқлаш ва сезувчанликни тасдиқлаш. 
Ажралиш кучини тасдиқлаш учун пластина ва аниқланилаётган моддалар учун пластина ва аниқланилаётган моддалар учун маҳсус стандарт эритмадан фойдаланилади.(УСП да бу Ресолутион препаратион- ажралишини текшириш учун намуна) 
Ушбу эритма 2 ёки ундан ортиқ текширилаётган намуна компонентларини сақлайди. Хроматографиялашдан со`нг ушбу эритманинг компонентлари аниқ бо`линган бо`лиши керак. Бази ҳолларда стандарт эритмаларнинг таҳминий Рф қийматлари ко`рсатилади. Бу ишнинг туб ма`носи стандарт эритма Рф нинг текширилаётган бирикма Рф ига ма`лум бир оралиқда мос келишидадир. Ушбу тест асосан шаҳсий мақолалардан келтирилган бо`лса аниқланади ва асосий тест билан бир вақтда о`тказилиши мумкин. 
Верифиcатион оф детеcтинг тести сезувчанликни баҳолашда ёрдам беради. Бунда стандарт модда томизилади ва текширилувчи моддани хроматографиялаш шароитида стандарт намунани ҳам хроматографияланади. Бунда дог`ларнинг Рф бир бирига мос келиши керак. 
 
Иденфикатсиялаш  
Фармакопеянинг охирги таҳрирларида ЮҚХ усулларига замонавий талабни инобатга олиб биро з о`згартиришлар киритилган. Иденфикатсиялашнинг 2 хил ёндашуви мавжуд бо`либ улар стандарт бирикмалар ёки стандартларсиз аниқланилади. 
Стандарт бирикмалар ёрдамида аниқлашда пластинкага текширулувчи эритма ва стандарт эритма томизилади ва хроматографик камерага туширилади. Со`нг ҳосил бо`лган дог`лар солиштирилади, улар бир масофада ҳосил бо`лган бо`лишлар керак. Усулнинг яҳши томони ҳолисоналиги. Камчилиги ҳар доим ҳам стандарт намунани топишнинг иложи ё`қлиги. Синтетик дори воситалари таҳлилида стандартларни топиш мумкин. Лекин о`симликлардан ва ҳайвон то`қималаридан олинган дори воситалари учун стандарт топиш жуда қийинлигича қолмоқда. Шунинг учун доривор о`симликлардан ва ҳайвон то`қималаридан ажратиб олинган субстансиялар стандартланади ва шу бо`йича иденфикатсияланади. Мисол: Гипозол А препарати Аекол бо`йича иденфикатсияланади. 
Иккинчи ёндашувдан (стандартларсиз)  стандартларни топишнинг иложи бо`лмаганда фойдаланилади ва чинликни аниқлаш бандида Рф дог`ининг катталигига қараб иденфикатсияланади. Бунда ҳатоликлар ко`п чиқиб аниқ бир ҳулоса олинмайди. 
Шунинг учун бу усул ҳозир қо`лланилмайди. 
 Ёт аралашмалар назорати 
Ушбу тест қуйдаги бо`лимлардан иборат: Муайян аралашмалар, бирга учрайдиган бирикмалар, ёт аралашмалар, оддий аралашмалар, хроматографик тозалик. 
12.1Батситрисин неомитсин ва полемиксин Б ни аниқлаш методикаси 
Ушбу методика Батситрисин неомитсин ва полемиксин Б  субстансия, қаттиқ дозаланган дори шакллари ва 2 ва 3 компонентли аралашмалларини  ЮҚХ усулида чинлигини аниқлашга асосланаган . Ҳусуий мақолаларда келтирилмаган бо`лса текширилувчи эритма қуйдагича тайёрланади. 
Субстансия. Батситратсин неомитсин ва полемиксин Б субстансиясидан тортим олиб 0,1 мол хлорид кислотасида эритилади. Бу эритманинг 1 млда  500 эд батситратсин 3,5 мг неомитсин ёки 10000 эд полимиксин Б АҚШ фармакопеяси бо`йича сақлаши керак.   
Еритмалар.неомитсин ва полемиксин Б сақловчи эритмалар 0,1 мол ли хлорида кислотаси билан суюлтирилади бу ҳосил бо`лган эритманинг 1 мл ли 3,5 мл гр неомитсин сақлаши керак. Неометсинсиз, полимиксин Б эритмасини 0,1 мол хлорида кислотасида суюлтирилади. Ҳосил бо`лган эритманинг 1 мл 10000 эд АҚШ фармокопеяси бо`йича полимиксин Б сақлаши керак. 
Батситратсиннинг стандарт эритмаси 
Стандартдан олинган аниқ тортим 0,1 мол хлорид кислотада  эритилади. Бунда 1 мл эритмада 500 эд АҚШ фармакопеяси бо`йича батситратсин руҳ сақлаши керак. 
Неомитсиннинг стандарт эритмаси 
Стандартдан олинган аниқ тортим 0,1 мол хлорид кислотада  эритилади. Бунда 1 мл эритмада 3,5 мг АҚШ фармакопеяси бо`йича неомитсин сулфат сақлаши керак. 
Полимитсиннинг Б стандарт эритмаси. 
Стандартдан олинган аниқ тортим 0,1 мол хлорид кислотада  эритилади. Бунда 1 мл эритмада 10000 эд АҚШ фармакопеяси бо`йича Полимитсиннинг Б  сақлаши керак. 
Ерирувчилар системасини тайёрлаш. 
Метҳанол, изопропил спирт, метҳанол хлорид, аммоний гидроксид ва сувдан иборат аралшма(4:2:2:1:5)  нисбатда тайёрланади.  
Методика  
Қалинлиги 0.25 мм бо`лган усти силикагел билан қопланган пластинкага 10 мл текширилувчи эритма ва стандарт эритмадан томизамиз. Со`нг пластинкани то`йинтирлиган хроматографик камерага солиб пластинканинг ¾ қисмига ко`тарилгунча кутамиз.Пластинкани хроматографик камерадан олиб 10 дақиқа давомида 105 C хароратда қуритамиз. 0,2% ли нингидриннинг бутанолдаги эритмасидан пуркалади. Яна 105 c хароратда қиздирилади, бунда этикиеткада ко`рсатилган ингридиентларнинг ҳар бирининг дог`И Рф стандарт эритма ингридиентлари Рф дог`ига мос келиши керак. 
Агар текширилувчи эритма дог`лари топилмаса у ҳолда модифитсирлашган методика бо`йичи иш олиб борилади. 
Модификатсиялашган методика  
15 мл ли пробиркага текширилувчи эритмадан солиб устига 10 мл то`йинтирилган 1,2 % пикрин кислотасидан солинади ва 4 дақиқа давомида чайқатилади со1нг 10 дақиқа давомида сентрифугаланади. Чо`кма устидаги суюқ қисми ажратилади. Чо`кмани сув ёрдамида ювиб 50 c хароратда азот то`ки ёрдамида қурутилади. Қуруқ қолдиқ 0,5 М ли хлорид кислотада эритилади. 
Жараён тепада келтириб о`тилган методика бо`йича олиб борилади фақат текширилучи эритма о`рнига модификатсияланган эритма ишлатилади. Бунда этикиеткада ко`рсатилган модификатсияланган эритма ингридиентларнинг ҳар бирининг дог`ининг Рф и ,  стандарт эритма ингридиентлари дог`ининг  Рф ига мос келиши керак. 
Сулфаниламидларни иденфикатсиялаш. 
Қуйдаги методика барча  сулфаниламидларни (сулфадиазин дан ташқари ) аниқлашда қо`лланилади. 
Стандарт эритма – стандарт намунага мос келадиган тортимни ог`зи тиқин билан ёпиладиган конуссимон колбага солиб,  консентратсияси 2 мг да 1мл эритмага то`г`ири келгунча метҳанолда эритилади. Ҳар бир сулфаниламид сақлаган комплекс препаратнинг    стандарт эритмаси  турличадир. 
Текширилувчи эритма- яҳшилаб аралаштирилган суспензия ёки таблетканинг майда кукунини 10 мл амиак сақлаган 50 мл ли о`лчова ко`лбасига солинади ва айланасимон ҳаракат билан чайқатилади. Белгисигача метҳанол қуйиб, аралаштирилади со`нг филтрлаб методика учун филтрате сифатида фойдаланилади. 
Хроматографик пластинкани тайёрлаш- 0,25 мм қалинликда силикагел билан қопланга хроматографик пластинкага 2 мкл дан стандарт эритмадан ва 2 мкл дан текширилувчи эритмадан томизилади. Параллел равишда аралаш стандарт намунадан натижа лоиш учун текширилувчи эритма устига 2 мкл дан стандарт эритмадан томизилади. Азот токи ёрдамида тез қурутилади. 
Методика.Етил  атсетат –метанол-аммоний гидроксиднинг сувли эритмасини сақлаган  (17:6:5) нисбатда тайёрланга эритмаси солинган то`йинтирилган хроматографик камераси тайёрланади. Ҳудди шундай 2 -камера тайёрланади у (1:1:1) нисбатда  гексанхлороформ –бутил спитридан иборат бо`лади. 3 камера эса 95:5 нисбатдаги хлорформ ва метанолдан иборат бо`лади. Тайёрланган битта пластинкани ҳар бир камерага кетма кет солинади. Бунда пластинкани камерадан олиб ҳар бир солишдан олдин фронт чизиг`И белгиланиб со`нг қурутилади. Дог`ларни детектирлаш учун қисқа то`лқинли УБ да ко`рилади. Пластинка (1:100) нисбатдаги сирка кислотада суюлтирлиган ндиметилбензаалдегидан пуркалади.со`нг 5 дақиқа давомида 110 c ҳароратда қиздирилади токи ёрқин сариқ рангли дог`лар  ҳосил бо`лмагунча. Ҳосил бо`лган дог`лар Рф и аралаш стандарт намуна дог`лари Рф ига га мос келиши керак. 
Комплекс препаратлардаги индивидуал сулфаниламидларни аниқлаш. 
Стандарт эритма- ҳар бир сулфаниламиде учун о`зига ҳос стандарт эритма танлаб олинади. 50 мг аниқ тортим олиб  1,5 мл аммоний гидроксид  сақлаган 50 мл ли о`лчов колбасига солинади ва устига метанол солинади ва эригунча кутилади со`нг белгисигача яна метанол солиниб аралаштирилади. Шу эритмадан 1 мл олиб 100 мл ли о`лчов колбасига солинади ва белгисигача суюлтирилган хлорид кислота билан етказилади ва аралаштирилади. Метанолдаги эритма 1 ҳатфа давомида тург`унлигини ё`қотмайди. Кислотада эса 1 ой давомида сақланиб туради. 
Аралаш стандарт эритма – ог`зи тиқин билан ёпиладиган конуссимон колбага, ҳар бир метанолли эритмадан 1 мл олиб аралаш стандарт намуна тайёрлаш учун бирлаштирилади. 
 
 
МИЦЕЛЯР ЮПҚА ҚАВАТ ХРОМАТОГРАФИЯСИ (МЮҚХ) 
МЮҚХ усулининг хусусиятлари кимёвий метрология кафедра ходимлари томонидан ўрганилиб, n-гидроксибензой кислотасини ва унинг метил, этил, пропил, бутил эфирлари (парабенов); микотоксин аралашмаси зеараденон, Т-2 токсин ва унинг метаболитлари (НТ-2, Т-2 тетраола); ёд аралашмаларини аниқлаш учун 4- аминобутан кислотасининг алендронат натрий субстанциясида. 
Энг яхши курсаткич парабенларнинг нормал фазавий Sorbfil пластинка УФ 254 нмда мицеляр элюента, таркибида концентрацияси 1.0-10-² моль/л ва1-пентанол  ЮМФ Твин-80 неионн сақлаган модда кўрсатди. (расм 1). 

 
Мицеляр эритувчи твин -80 томонидан олинган хроматограммаларда иккинчи фронтдаги мицеляр псевдофаза борлигини кўриш мумкин. Шунга қарамай гидрофил зона n-ГБК юқоридаги сувли фронт ва мицеляр пвесдофаза ўртасида турганлиги, n-ГБК сувли фазадаги харакатини таъсдиқлайди.  
Парабенларнинг мицеляр элюентда ажралиши Юпқа қават хроматографияси билан методикаси ўхшашлигини кўрсатади, фақат ЮҚХ усулида қўзғалувчан фаза сифатида: хлороформ, эфир, уксус кислота ва х.к. ишлатилади.   
Қўзғалувчан фаза нисбатларининг энг оптимал кўрсаткич Sorbfil пластинкада 8:2:4:1, Merk пластинкасида – 3:5:1 кўрсатди.   
Биринчи расмда кўриниб турибдики доғ хосил болишига кўра энг яхши элюент мицеляр эритувчи Твин-80 кўрсатди.  
Бир нарсага эътибор қаратиш жоизки мицеляр хроматографияда, бошқа хроматографияларга нисбатан камерани органик эритувчилар билан тўйинтиришшарт эмас, бу эса тахлил жараёнида вақт тежалишига олиб келади.  
Мицеляр эритувчи элюент ЮМФда  қишлоқ хўжалигида емлар- таркибида Fusarium, Sporotrichiella замбуруғлари сақлаган фузариотоксинларни ЮҚХ услули асосида ажратилади. Буларга трихотецен микотоксинлари Т-2 токсини ва унинг метаболитлари (HT-2, T-2 тетраол) ва зеараленон киради.  
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Элюент сифатида анион (додецилсулфат натрий, ДДС), катион (цитилпиридиний хлорид, ЦПХ) и неион (Твин-80)ларниг турли концентрациялари олинди.  
Тахлил нажиларига кўра анион бўлган ДДС микотоксинларнинг ажралиши юзага келмади. Бу ДДС таркибидаги зеараленон, Т-2 токсини ва унинг метаболитлари силикагелли стационар фазада ушланмаслиги ва элюент фронти билан бирга кўзғалиши билан тушунтириш мумкин.  
Энг яхши натижани катион бўлган ЦПХ кўрсатди. Моддалар аралашмаси органик модификатор 1-пропанол кўшилиши натижасида ажралиши янада тезлашди.  Хулоса, 0,5% 1-пропанолда зеараленоннинг фазада тезро ажралади. 
 
Юқх усулида хосил бўлган пикларга ишлов бериш: 
 Бу хроматограмманинг доғлари хосил бўлиши билан уларнинг 900 dpi True Color, 
HP Scanjet 4050G Photo планшетли сканер ёрдамида сканер қилинади ва Adobe Photoshop CS 2 программаси ёрдамида ишлов берилади, хамда  қуйидаги қўришда пикларни кўриш мумкин.  
Бундай ишловлар миқдорий тахлилнинг чизиқли графиклар хосил бўлишини кўриш мумкин.  
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Фармацевтик тахлилда ЮҚХ дори моддаларининг тозалиги ва ёд моддаларининг идентификация қилишда ишлатилади. Бундан ташқари ЮҚХ кўплаб дори моддаларнинг тахлиларида қўлланилиб фармакопеяда кўрсатилган.  
Мицеляр хроматография усул афзалликларига қармасдан фармакопеяда дори моддаларининг тахлилларида қўлланилмайди.  
 Аммо бази бир олиб борилган тахлиллар натижасида бази бир дори моддаларининг тахлиллари мициляр хроматография ЮҚХ усулудан кўра қулайлиги хисобига бу усул фармакопея тахлилга киритилган.   
Масалан, 4-аминобутан кислотасининг, алендронат натрий дори моддасида ёд моддаларни аниқлаш тахлили мицеляр хроматографияси усулида олиб борилиб, бу усул Европа фармакопея усулига кирган хисобланади.  Бу усулда қўзғалувчан фаза сифатида 1бутанол:уксус кислота:сув (6:2:2) танланган. Ажралиш 70 дақиқа ичида амалга ошади. 
 
Усулнинг афзаликлари: 
Мицеляр хроматографияда қўзғалувчан фазани танлаш бошқа хроматография усулларига кўра анча тез осон бўлади.  
Бундан ташқари мицеляр хроматографияда қўзғалувчан фаза, ЮҚХдаги қўзғалувчан фазадаги органик эритувчиларга нисбатан анча арзон, безарар, учувчан ва тез алангаланувчи эмас хисобланади.  
Органик эритувчиларга нисбатан мицеляр хроматография фазаси 2 баравар арзон хисобланади.  
Камеринани тўйинтириш шарт эмаслиги, бу эса тахлил жараёнида вақтнинг 2 баробар тежалишига олиб келади.  
Юқорида кўрсатилган мециляр хроматография афзаликлари бу усулнинг келажакда кўплаб тахлилларда кўлланиши кўрсатади.  
  
Юқори самарали суюқлик-суюқлик хроматографик усули 
 
Хрорматографик усулларнинг ривожланиши жараёнида уларнинг назарий ва амалий қўлланиш шароитларини такомиллаштириш натижасида янги юқори самарали суюқлик хроматография (ЮССХ) усулини кириб келишига сабаб бўлди. 
Агарда 1950 ва 1960 йилларда хроматографик усуллардан юпқа қатлам хроматография ва қоғох хроматографияси, ривожланган бўлса, 1970 йилларда колонкали хроматографиянинг тараққий этиши юқори самарали суюқлик хроматография усулини ривожланишига замин бўлди. ЮССХ усулларда (насос, инжектор, детектор), ҳамда ўзига хос талабларга жавоб берадиган юқори тозаликка жавоб берадиган, юқари тозаликка эга эритувчилар ва кимёвий реактивларни қўллаш талаб этилади. 
ЮССХ таҳлил усулини яратилганига қисқа вақт бўлди, лекин бундай хроматографик таҳлилини ривожланиши жуда каттадир. Унинг назарий асослари ва экспериментал усуллари ундан аввалроқ ГСХ усули яратилганданн кейиноқ асос солинган эди. 
ЮССХ усулни олиб боришда ананавий колонкали хроматографияга қўйилган талаблар асос бўлиб хисобланади, улар сорбентнинг дисперслиги, колонкаларни ўлчами ва суюқлик оқимининг тезлигидир. Шуларга қарамай бу хроматографик усулнинг ўзига хос томони, юқори босимда хроматографик жараённи олиб боришга қаратилгандир. 
Суюқ қўзғалувчан фаза ёрдамида хроматографик таҳлилни олиб бориш М.С. Цвет томонидан кўрсатиб ўтилган усул, янги аралашма таркибидаги моддаларни сифат ва миқдорий таҳлилини аниқланишга асосланиб, фойдаланилган колонкаларнинг диаметри 1 см дан ошиқ бўлган. Бунда қўзғалувчан фаза колонка орқали ўзининг оғирлик кучи ёрдамида колонкадан ўтиш натижасида ҳамда гидростатик босими асосида 60 мл/соат 1 см2 тезликка эришилган. Лекин дори моддаларини ва аралашмаларини аниқлашда бундай колонкалардан кўп фойдаланиш натижасида ажратиб олиш сифати ўзгаради. 
Кейинги йилларда колонкали хроматографияни кенг қўлланиши ва сезгир детекторларни пайдо бўлиши асос бўлди, унинг ёрдамида элюат таркибидаги моддаларни аниқлашга эришилди. ЮССХ усулини такомиллаштиришга газ хроматографиясида қўлланилган ва тажрибадан ўтган усуллардан фойдаланилади. 
ЮССХ усулида моддаларни ажратиш учун диаметри 2-6 мм бўлган колонкалардан ва уларнинг ичига кўзғалмас сорбентнинг заррачаларини ўртача диаметри 50 мкм дан кичик заррачалардан иборат бўлган, ҳамда кўзғалувчан фазани 0,1-0,5 см/сек тезликда юқори босим ёрдамида (10-400 атм) фойдаланиш мақсадга мувофиқдир. 
ЮССХ усулида икки моддани бир-биридан ажратиш, улардан бири қўзғалмас фазада ушланиб қолишини хроматографик колонкадан қаршиликларни енгиб чиққан модда аввал, сўнгра аста-секин иккинчи модда чиқа бошлайди. Бу хроматографияда ҳам моддаларни ажралишини қўзғалмас фазада ушланиш вақти (tR1) қиймати билан ифодаланади. Умумий ушланиш вақти (tR), қўзғалмас фазада ушланиш вақти (tR1) ва қўзғалувчан фазадаги ушланиш вақтининг(tм) қийматларини йиғиндисидан ташкил топган. tR = tR1 + tм 
Бундай шароитда колонкаларда моддаларининг бўлиниши қуйидагича чизма ҳолида ифодалаш мумкин. 
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t’R1, t’R2 – тоза ушланиш вақти tR1, tR2 – моддаларни ушланиш вақти W – пик асосининг кенглиги 
δ -гаусс айланмани дисперсияси 
 
Ҳосил бўлган хроматограмма моддаларни сифат кўрсаткичини аниқлаш учун фойдаланиладиган бўлса, у ҳолда ушланиш вақти моддаларнинг концентрациясига боқлиқ бўлмайди. Ушланиш вақти асосан элюент тезлигига боғлиқ бўлганлиги учун бу усулда кўпроқ ушланиш ҳажмий қиймати билан фойдаланилади. Шунга асосан ушланиш ҳажми (VR), моддани ушланиш вақтига (tR) ва элюентнинг ҳажмий тезлигига [(F) см3/дақ] тўғри пропорционал ҳолда боғлиқдир. 
VR  =  tR · F 
Шунга асосан сорбцияланмаган модданинг ушланиш вақтини билган ҳолда, колонкадаги ҳаракатланувчи фазанинг ҳажмини (VM) аниқлаш мумкин  
VM   =  t0 · F 
Бундан тузатилган ҳажмий ушланиш (VN) қийматини топиб олинади. Унинг қиймати 
(VR) умумий ушланиш ҳажмидан Ҳаракатланувчи фазанинг ҳажмини айирмасига тенгдир. 
VN= VR -VM 
Тузатилган ушланиш ҳажми пропорционал ҳолда қўзғалмас фазани ҳажмига (VS) тенгдир.  
VN=К · VS 
Пропорционаллик коэффициенти (К) бўлинишдаги термодинамик коэффициентга тенг бўлиб, бўлиниш хроматографиясида у Нернст бўлиниш коэффициентига тўғри келади. 
 
Усулнинг оптимал шароитини ва таҳлил вақтини танлиш. 
 
Дори моддаларини юқори самарали суюқлик хроматография усулида таҳлилини олиб боришда қуйидагилар мақсадга мувофиқ: 
1. Қисқа вақт оралиғида энг асосий моддани ажралишига эришилиши 
2. Усулда фойдаланилган техник камчиликлар энг кам бўлиши 
Ҳар бир тажрибада дори моддасини таҳлилини олиб боришда қўзғалмас ва қўзғалувчан фазалар ва ўзига хос ҳароратда энг яхши ва энг юқори нисбий ушланишга (α) эга бўлиши керак. Ҳар доим маълум ҳароратда ва энг яхши системалардан фойдаланиш натижасида кам сонли назарий ликобчалардан ҳамда қисқа колонкалардан фойдаланишга ҳаракат қилиши керак. Ана шуларни инобатга олган ҳолатларда қуйидаги тенглама асосида қулай пикларни олишга эришилди. 
    L · ŋ tR = Н∙N  --------- (1+k2)    К · ΔР 
tR – умумий ушланиш вақти N - назарий ликопчалар сони,  
Н - назарий ликопчаларнинг баландлиги L - колонка узунлиги, см ŋ  - элюат қовушқоқлиги  
ΔР - босимни тушиши (дм/см2)=10-6 атм. К - термодинамик бўлиниш коэффициенти (πr2) k 2 – тақсимланиш қиймати 
 
Формула асосида ҳар хил элюантлар ичидан қулай пикларни ҳосил бўлиши асосида энг кам қовушқоқликка эга бўлган қўзғалувчан фазани танлаб олишга эришилади. Колонкаларни фойдаланиш даражаси ва моддаларни ажралиши уларни сорбент билан қандай тўлдирилганига боғлиқдир. Юқорида айтиб қтилишича моддаларни яхши ажралиши учун қисқа узунликдаги колонкалардан фойдаланишни тавсия этилади. Бунда қисқа узунликдаги колонкаларда, маълум меёрда назарий ликобчаларни сақлашдан иборатдир. 
Чунки назарий ликобчалар, заррачаларнинг квадрат қийматига тескари пропорционалдир, шунинг учун ҳар доим қўзғалмас қаттиқ фаза кичик ўлчамдаги заррачаларидан фойдаланиш лозим. Аммо айрим ҳолатларда қўзғалмас фаза заррачаларини кичиклаштирилган сари элюантни колонка орқали ўтиши қийинлашади, шунинг учун бундай ҳолатларда ички босимни оширишни талаб этилади. Оддий босим берувчи мосламалар 300-400 атм., босимни беришга қодирдир. Буларга асосланиб ҳар бир ҳолатни инобатга олиб иш тутишни тавсия этилади. 
ЮССХ усулини олиб боришда фойдаланиладиган колонкаларга қўйидаги талаблар қуйилади: 
1. моддаларни ажратиш даражаси 
2. таҳлилни олиб бориш тезлиги 
3. колонкани ишлатиш даражаси. 
Таҳлилни олиб боришда яхши натижаларга эришиш учун асосан серғовак сиртли сорбентлардан фойдаланишни тавсия этилади. Шу билан бир қаторда текширилаётган модданинг концентрацияда ва таҳлилни узоқроқ олиб боришни тавсия этилади. Бунда системадаги босимни ошириш ҳам мақсадга мувофиқдир. Қўзғалувчан система учун бирқанча эритувчилар берилган бўлса, у ҳолда улардан кам қовушқоқликка эга бўлган эритувчиларни танлашни таклиф этилади. Бунга назарий ликопчаларнинг сонини ва элюатни бир меёрдаги тезликда эритувчини қовушқоқлигини камайтирилиши ёрдамида эришилади. 
Усулни олиб боришда фойдаланиладиган қурилма тузилиши. 
ЮССХ усулни олиб боришда қуйидаги расмда келтирилган қурилмалардан фойдаланилади. 
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2-расм.  Юқори самарали суюқлик хроматографининг тузилиш чизмаси. 
 
Аппаратни бир меёрда ишлаши учун эритувчи солинадиган мослама 1000 мл ҳажмида бўлишини талаб этилади. Кўп ҳолатларда бу мослама суюқлик таркибидаги газларни йўқотиш асбоблари билан узвий боғлиқликда уланган бўлади. 
Суюқликни колонкага ўтказишда насоснинг аҳамияти каттадир. Бунда суюқлик тезлиги 10 мл-мин, ҳамда 300-400 атм. Босим оралиғида ҳаракатланади. Аниқланувчи моддани колонкага дозатор орқали эритма ҳолида юборилади. Колонкалар асосан зангланмайдиган пўлат, ҳамда шиша ва титан найчалардан тайёрланади. Шиша колонкалардан фойдаланишда ташқаридан кузатишга имконият балади, лекин ички босимни 70 атм. дан юқорига кўтариш мақсадга мувофиқ эмас. Колонкалар термостатга жойлаштирилган бўлиб, асосан ички диаметри 2-4 мм, узунлги 10-50 см ни ташкил этади. 
Колонкадан ўтаётган суюқ эритувчини ҳаракатини доимий равишда детектор орқали текшириб берилади. 
Детекторлар икки гуруҳга: ўзига хос гуруҳ моддаларни хусусиятини аниқлашга ҳамда универсал хусусиятни намоён этадиган ўзига хос гуруҳ моддаларини аниқлашда флуоресценцияланиш ва бошқа электрокимёвий усуллар ёрдамида аниқлашга асосланган. Унга асосан дори воситаларининг кам миқдорини биологик суюқликлар таркибидаги чиқинди моддаларни ва қўшилмаларни аниқлашда фойдаланилади. Универсал детекторлар ёрдамида модданинг бор ёки йўқлигидан қатъий назар суюқликдан ажралиб чиқаётган ҳар қандай моддани хусусиятини аниқлашга қодирдир. Бу усул ҳозирги кунда нефт кимёси, озиқ-овқат саноати ва фармация ишлаб чиқариш саноатларида кенг фойдаланиб келмоқда. 
Детекторларга қўйилган талаблар: 
а) юқори сезгирликка эга бўлиши;  
б) текширилаётган модда детектор орқали ўтаётганда парчаланмаслиги; 
в) ҳароратни ўзгариши, суюқликнинг оқим тезлиги, ҳамда қўлланилаётган 
эритувчининг таркиби детекторнинг ишлаш жараёнига таъсир кўрсатмаслиги; 
г) детектор текширилувчи моддани сифатини ва миқдорини аниқлашда асосий
 	кўрсатгични бера олиши лозим. 
УБ детектори ва дефферинциал рефрактометрлар ҳозирги замон юқори самарали суюқлик хроматографларида кўпроқ қўлланилади. УБ детекторлар УБ тўлқин узунлигидаги нур ютилиши кўпгина дори моддаларини аниқлашда сезгирдир. Шунинг учун фойдаланиладиган эритувчи ўта тоза ва спектрал тиниқ бўлиши талаб этилади. 
Дифференциал рефрактометрлар ҳарорат ва босимга жуда сезгирдир. Иккала тур детекторлар эритмадаги моддани концентрациясини аниқлашда фойдаланилади.  
 УБ детекторнинг камчилиги фақатгина айрим молекулаларни нур ютилиш хусусиятини аниқлашга мўлжалланган бўлиб детекторни нур ютилишни сезиш  оралиғига тўғри келса ёки шунга яқин оралиқда бўлиши билан боғлиқдир. Детекторнинг ўта кучли сезгирлигига асосан модда таҳлилини юқори нур ютиш тўлқин узунлигида олиб борилмаса ҳам бўлади. Детекторни УБ нурни симобли лампа иштирокида λ = 254 нм тўлқин  
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	3-расм.  Юқори самарали суюқлик хроматографининг 	УБ-детектори ишлаш жараёни чизмаси. 


узунлигида 	ароматик 	бирикмалар, кўпчилик кетонлар, альдегидларни аниқлашга эришиш мумкин. Айрим ҳолатларда УБ нурни фосфорли экран иштирокида λ =280 нм тўлқин узунлигида таҳлил олиб бориши мумкин.  
ЮССХ ускуналарида рефрактометрли детекторлардан ҳам фойдаланилади. Унда ҳам элюант 	орқали 	ажратилиб 	чиқаётган модданинг 	хусусиятини 	аниқлашга эришилади. Бу турдаги детекторла ўзининг универсаллиги 	билан 	иккинчи 	(УБ детектордан сўнг) аҳамиятлидир. Шу билан бир қаторда бу детектор ёрдамида ҳар қандай эритувчи учун ўта тозаликни талаб этмайди 
ҳамда 150°С гача жараёнда амалга ошириш  мумкин. 	Бу 	усулни 	айниқса 	синтетик полимерларни таҳлилида қўллаш аҳамиятлидир.  
ЮССХ усулини олиб боришда қўзғалувчи фазага катта талаб қўйилган. Чунки улардан фойдаланиш даврида таркибидаги чиқиндилар колонкани ифлослаши, ҳамда нотўғри натижаларни ҳосил бўлишга сабаб бўлиши мумкин. 
Қуйидаги жадвалда ЮССХ усулини олиб боришда нур ўтказувчанлик хусусиятига асосланиб кенг фойдаланиладиган эритувчилар келтирилган. 
1-жадвал 
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Жадвалдаги келтирилган эритувчилар ичида энг яхши нур ўтказувчанлик хусусиятига тозаланган сув эгадир. Шунинг учун эритувчини фақат  
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	4-расм.  Юқори самарали суюқлик хроматографининг 	рефрактометрли детектори ишлаш жараёни чизмаси. 


“спектроскопия” 	учун 	фойдаланиш кўрсаткичи берилган бўлиши керак, акс ҳолда аввал тозалаб сўнгра фойдаланишни талаб этилади. 
Шунинг учун ЮССХ ускуналарда рефректометрли 	детекторлардан 	ҳам фойдаланилади. Унда ҳам элюант орқали чикаётган 	модданинг 	хусусиятларини аниклашга 	эришилади. 	Бу 	турдаги детекторлар ўзининг универсаллиги билан 2 чи (УБ детектордан) сўнг аҳамиятлидир. Шу билан бир катордав бу детектор ёрдамида ҳар 	кандай 	эритувчи 	ёрдамида 	ўта тозаликни талаб этмайдиган ҳамда 1500С гача жараёнда амалга ошириш мумкин. Бу эса айникса синтетик полимерларни таҳлилида кўллашга аҳамиятлидир.  
ЮССХ усулни амалга оширишда қўлланиладиган эритувчилар системасига қуйидаги талаблар қўйилади: 
1) хроматографик ажратиш ҳароратида моддани тўлиқ эрита олиши; 
2) қўлланиладиган калонкани активлик хусусиятига таъсир этмаслик; 
3) қўзғалмас фазанинг адсорбция жараёнига таъсир этмаслик; 
4) қўлланилаётган детекторнинг сезгирлигини ошириб беришда юқори хусусиятга эга бўлиши 
5) Кам қовушқоқлик ва заҳарсиз бўлиши керак 
Олиб борилган таҳлил натижаларининг аниқлигига айниқса эритувчининг барқарорлиги ва уни хроматографик колонкага етказиб бериш тезлигига катта боғлиқдир. Ҳозирги қўлланилаётган хроматографик усуллардаги насослар ёрдамида ҳар доим бир хил натижа олишга шароит яратиб бера олмаслиги мумкин. Оддий жараёнда 1мл/мин фарқни эритувчини насос ёрдамида таъминотида 0,01мл/дақиқани ташкил этса, бу ўз ҳолатида аниқланувчи модданинг молекуляр оғирлигига нисбатан 10% хатоликка олиб келиши мумкин. Бу ҳолатни бартараф этиш учун ҳар доим хроматографик жараённи амалга ошириш даврида насос орқали берилаётган эритувчининг тезлигини текшириб туриш лозим.  
Колонкаларнинг юқори самарадорлигини сақлаш мақсадида 10 мкм ўлчамга эга бўлган сорбентлар учун эритувчининг оқими ўртача 1 мл/мин га тўғри келиши керак. Агарда эритувчининг оқим тезлиги кўпайтирилса колонканинг ТТБ қиймати катталашади натижада, айниқса, юқори молекуляр оғирликдаги моддаларни ажратишда аниқлик даражаси пасаяди. Масалан синтетик полимердан полистеролни М=39*104 г моддани қаттиқ сорбентли колонкадан эритувчини оқим тезлигини 1 мл/мин дан 2 мл/дақиқагача оширилса колонкани самарадорлиги 1,5 маротаба камайишига олиб келади. 
ЮССХ усулни олиб боришда ҳарорат маълум даражада бўлишини талаб этилади. Асосан жараён 20-25°С ҳароратда олиб борилади, лекин модда хусусиятига қараб айниқса полимерларни таҳлилида 135-150°С ҳароратли термостат ёрдамида амалга оширилади. Ҳароратни кўтариш айрим эритувчиларнинг қовушқоқлик хусусиятини камайтириши колонканинг самарадорлигини оширади. Шунинг учун хона ҳароратига нисбатан ҳароратни 40-50°С юқорида олиб бориш мақсадга мувофқдир. 
Колонкага юбориладиган таҳлил қилинадиган модданинг миқдори ҳам аҳамиятга эгадир. Асосан 1 г сорбент сақлаган колонкага полимер моддаларидан 0,1-0,5 мг миқдорда юбориш талаб этилади.  
Ҳозирги кунда кенг қўлланиладиган диаметри 7-8 мм, узунлиги 50-60 см колонкаларга 3-5 мг аниқланувчи моддани юбориш мақсадга мувофиқдир, акс ҳолда катта миқдор моддани қўллаш натижасида колонкада моддаларни ушланиш ҳажми ортити ва колонкани самарадорлик хусусиятини камайишига сабаб бўлади. 
Юборилаётган эритувчининг ҳажми, кўп миқдорда бўлиши мақсадга мувофиқ эмас. Асосан колонкага юбориладиган модданинг ҳажми 25-300 мкл оралиғида бўлиши керак. Акс ҳолда ҳажмини кўпайиши ҳосил бўладиган пикларни ноаниқликларига олиб келади. 
Шунинг учун изланиш олиб борилаётган модданинг хусусиятини инобатга олган ҳолда оғирлигига, эритманинг концентрациясига, колонкага юборилаётган эритувчининг ҳажмига ва бошқа кўрсаткичларига итоат қилган ҳолда аниқ натижаларга эришилади. 
Дифференциал рефрактометр ёрдамида умумий, яъни текширилувчи модда ва элюатни нур ютиш хусусиятини аниқлашга эришилади. Шунинг учун модданинг сигналини, эритувчининг сигналидан фарқлаш мақсадида дифференциал детекторлардан фойдаланилади. Дифференциал детекторларни камчилиги детектор сезгирлиги ҳароратни ўзгаришга боғлиқдир. Агарда 1°С ҳарорат ўзгарса детекторнинг кўрсатиши 10-4 қийматига ўзгаради. Шунинг учун детектордаги ҳароратни +0,001°С аниқлик билан таҳлилни олиб боришини талаб этилади. 
 
Қўзғалмас фаза ва сорбентлар. 
 
ЮССХ колонкалари учун фойдаланиладиган қўзғалмас сорбентлар ички босимга чидамли бўлиши керак. Сорбентларни ўтказувчанлик хусусияти умуман босимнинг ўзгаришига боғлиқ бўлмаслиги шарт. Кўпчилик неорганик бирикмалар, қўзғалмас фаза учун фойдаланиладиган сорбентлар 600 атм. ички босимга чидамли бўлишини талаб этилади. 
Бу тур хроматографияда қўзғалмас фаза сифатида уларнинг икки тури ишлатилади: 
1) Юқори сиғимли ва ютилиш хусусиятли серғовак сорбентлар, бу талабга силикагел ва алюминий оксиди жавоб беради. 
2) Ташқи юзасини ютилиш хусусиятлари актив сорбент билан қоплаш (поверхностно-порқстые материалы-ППМ) 
Бунда модда заррачалари кира олмайдиган (шиша) устини актив сорбент билан қоплаб ишлатишга асосланган. 
Хроматографик сорбентни танлаш аввало, қандай хроматографик жараённи бажаришга боғлиқ. Бу сувли эритмаларда ёки органик эритувчилар ёрдамида амалга оширилади. Кичик ёки ўртача ўлчамли сорбентларда органик эритувчилар ёрдамида таҳлилни олиб бориш мумкин. 
Сувли эритмаларни қўллашда қаттиқ сорбентлар, айрим ҳолатда маќсус ярим қаттиқ сорбентлардан фойдаланиш мақсадга мувофиқ. Сўнгра модда молекуляр оғирлигига асосан, сорбент заррачалариннг хусусиятига тўғри келадиганики танлаб олинади. Шу усулда танлаб олинган ва колонкага жойлаштирилган сорбент ёрдамида аввал тажрибалар олиб боришда ва моддаларни ажралиши ёки тасдиқлаш ҳолатларни бир-неча маротоба амалга оширилади. Лекин айрим синтетик полимерларни, айниқса молекуляр оғирлиги катта бўлган моддаларни колонкада ажратиб олишда маълум қийинчиликлар келтриш мумкин. Бундай ҳолатларда учта ҳар хил колонкаларда тажрибалар олиб борилади, сўнгра улардан оптимал ажратишга эришилган колонкани фойдаланиш мақсадга мувофиқ деб топилди. 
ЮССХ усулни олиб боришда ва моддаларни ажралиш чўққиларни пайдо бўлиши адсорбент тартибига сувнинг миқдорига боғлиқдир. Полярсиз органик эритувчилар таркибидаги сувни йўқотиш учун таркибида оксидлар сақлаган сорбентлардан фойдаланилади. Уларга алюминий оксиди ва силикагел киради. Қуйидаги расимда олигофениленларни хроматограммада ажралишида адсорбент таркибидаги сувни пикларни ҳосил бўлишига таъсири келтирилган. 
[image: ]
Бу шароитдапикларни ажралишида 1 қисм гептанни сув билан тўйинтирилган ва 2 қисм қуритилган гептан аралашмаси (б) мақсадга мувофиқдир. Агарда сувнинг миқдори кўпайтирилса (в) пикларни ажралишини кузатиш қийин бўлади. 
Айрим ҳолатларда тескари (элюент таркибида сув сақласа) пикларни ҳосил бўлиши ва ажралиши яхши бўлади. Масалан силикагел сорбентида стероидларни ажратиши қуйидаги расмда келтирилган. 
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4- расм. Стероидларни ажралиши. Элюант: хлороформ 0,5% спирт билан аралашмаси, а) хлороформни молекуляр қуритгич ёрдамида қуритилган б) хлороформ сув билан тўйинтирилган. (колонкани ўлчами 200 см Х 2 мм. 1-декзаметазон, 2флуогидрокортизон, 3-гидрокартизон 
 
 
“а” кўринишдаги хроматограммада текширилувчи моддаларни бир биридан ажралиши ноаниқ, ҳамда чўзилиб чиққан.  
“б” кўринишда эса хроматографик пиклар аниқ чўққилар асосида ҳосил бўлган. Бу натижаларига асосланиб маълум миқдордаги сувни бўлиши моддаларни ажралишида яхши натижалар беради, лекин сувнинг миқдори кўп бўлиши ноаниқ пикларни ҳосил бўлишига олиб келишига ҳам сабаб бўлади. 
 
Миқдорий таҳлил 
 
Бошқа хроматографик усулларга ўхшаш ЮССХ усулда дори воситаларини сифатини аниқлаш билан бир қаторда миқдорий таҳлилини олиб бориш мумкин. Ҳосил бўладиган пикларни ҳажми, юборилган модданинг ҳажмига тўғри пропорционаликка боғлиқдир. 
Газ хроматографиясига асосан, бу усулда ҳам пикларни ҳажмини аниқлашда пикнинг баландлигини унинг ўрта кенглигининг ярим қийматини кўпайтмаси билан ёки электрон интегратор ёрдамида аниқлаш мумкин. 
Миқдорий таҳлил усулини олиб бориш айрим камчиликлардан ҳоли эмас. Булар колонкага шприц ёрдамида юборилганда намунани тўлиқ колонкага тушмаслиги ёки колонкадаги босимни кучлигига асосланиб шприц поршенларига тескари таъсир натижада маълум миқдорда моддаларн йўқотилишини кузатиш мумкин. Шунинг учун миқдорий таҳлил натижаларини аниқ олиб бориш мақсадида ички стандарт эритма билан таққослаб олиб боришни кенг йўлга қўйилган. Бунда таққословчи сифатида мос стандарт моддани танлаш керакки, у ҳосил қиладиган пик аниқ масофада бўлишига эришишга ҳаракат қилиш керак. Ана шу стандарт модданинг пикига нисбатан олиб борилган таҳлил натижасида юқорида келтирилган хатоликларни олдини олишга эришилади. 
ЮССХ таҳлилда детекторни кўрсаткичи модданинг концентрциясига тўғри пропорционалдир. Ўзи ёзиб берадигн мослама текширилувчи моддани концентрциясини ўзгаришини ва уни ҳосил бўлиш вақтни ќисобга олади. 
Детекторни кўрсатмаси ҳар бир аниқланувчи моддага алоќида спектрал хусусиятни олишни тавсия этилади. 
Ҳосил бўлган спектрал чизмалардаги чўққиларни сифатини таҳлил қилишда: 
1. Чўққиларни юзасини ёки баландлигини планиметрик усулда ўлчаш. 
2. Хроматограммадаги чўққи чизмаси контуру бўйича қирқиб олиб, уни тортиш усулида олиб бориш. 
3. Чўққ чизмаси баланлигини унинг баландлиги ярмидаги кенглигига μ1/2 кўпайтмаси билан S=h. μ1/2. 
4. Баландликни бир нечта даражаларида ўлчалган кенгликнинг ўртача қийматига кўпайтириш. 
          μ · 0,15 + μ· 0,85 
S=h· --------------------- 
    2 
5. Чўққи чизмаси тарафига ўтказилган урунма асосида ҳосил бўлган учбурчак юзасини аниқлаш.  
1 
S   =    ------- · h · μ 
2 
6. Электрон интеграторлар ёрдамида. 
 
Миқдорий таҳлилни олиб боришда қуйидаги  уч усулдан кенг фойдаланилади .          
                                                                        Ki · Si 
1. Ички стандартлаш усули     Pi(%)= ------------- · 100 R 
                                           Kcт ·  Scт 
Кст, К1 – компонент ва ички стандарт массасига тақсимланиш коэффиценти. Si, Sст - мос чўққилар юзаси. 
R – компонентлар массасининг ички стандарт массасига нисбати коэффиценти 
 
2.  Мутлоқ калибрлаш усули: 
                   h1  (Si) 
Pi (%) = Ki  -----------------       g 
g – контур учун олинган миқдор(мкг)  
 
3. Ички тенглаштириш усули: 
         Ki  Si (h1) 100 
Pi (%) = ------------------------          ε  Ki Si(h1) 
 
Ki – колибровка коэффиценти 
[bookmark: _GoBack]
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