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Рассмотрены принципы применения и возможности гель-хроматогра­
фии в исследованиях неорганических полимеров фосфора с целью опреде­
ления размеров молекул, фракционирования смеси и получения индиви­
дуальных фосфатов, а также анализа их молекулярновесового состава. 
Приведены результаты разработки методики и достижения гель-хромато­
графии конденсированных фосфатов. На примерах гель-хроматографии ряда 
солей описаны явления, происходящие в геле при элюировании неорганиче­
ских соединений.
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I. ВВЕДЕНИЕ

Молекулярный вес и степень полидисперсности относятся к основным 
характеристикам высокомолекулярных соединений. Исследования пока­
зали 1_", что многие свойства неорганических фосфатных полимеров 
непосредственно зависят от размеров молекул. В связи с этим большое 
значение приобретает разработка методов исследования молекулярно­
весового состннгі таких полимеров.

Для определения среднего молекулярного веса конденсированных 
фосфатов применяют почти все методы, известные в химии высокомоле­
кулярных соедіпкчіш'і: светорассеянии1, ультрацентрифугирования7’ 8, 
вискозимотрнческпй '■ ", химический но концевым группам 10-12, крио- 
скоцический1:1 Хроматографические методы анализа (хроматография, 
на бумаге |"~1", ионообменная " тонкослойная 118'а4 и электрохромато­
графия25-27) могут быть использованы для установлении молекулярно­
весового распределения полимеров до К) I I атомов фосфора в цепи. 
Дробное осаждение28-20 различными органическими и неорганическими 
реагентами является, пожалуй, единственным методом, применяемым 
для фракционирования высокомолекулярных фосфатов.

Применение новых перспективных методов выделения и разделения; 
конденсированных фосфатов должно способствовать дальнейшему раз­
витию представлений об их свойствах и строении.

Создание пористых гелей, обладающих различной проницаемостью 
для молекул разных размеров, вызвало быстрое и повсеместное разви­
тие гель-хроматографии — метода разделения по молекулярному весу*.

С 1959 г., когда появилась первая работа по гель-хроматографии на 
сефадексах31, вышло в свет свыше 2000 публикаций по применению 
метода.

* В данном обзоре используется термин «гель-хроматография» как наиболее распро­
страненный в хроматографии неорганических веществ на гелях.
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В качестве носителей при гель-хроматографии используются32 как 
•гидрофильные гели, например, декстриновые ■—сефадекс (Швеция), 
молселект (ВНР), полиакриламидные — биогель Р (США), акрилекс Р 
(ВНР), гели агарозы — сефароза (Швеция), биогель А (США); так и 

«рганофильные: производные сефадекса, криловые и полистирольные 
гели. Кроме того, в СССР были синтезированы33 декстриновые 
(ЭД, ДЭД) и полиакриламидные (AM) гидрофильные гели и стирол- 

дивинилбензольные (СДВ) гидрофобные, аналогичные по свойствам 
зарубежным образцам. Все гели выпускаются в виде сферических 
гранул разных размеров и, в зависимости от их пористости, делятся па 
несколько типов.

Метод гель:хроматографии был разработан и в основном исполь­
зуется для разделения, выделения, очистки, концентрирования и моле- 
нулярновесового анализа органических соединений. Теоретические 
•основы и практические приложения метода в органической и биологи­
ческой химии стали предметом значительного числа обзоров 34-4°.

В последнее время возможности и достижения гель-хроматографии 
привлекли внимание химиков-неоргаников. Было исследовано поведение 
галогенидов, нитратов, сульфатов и перхлоратов щелочных, щелочно­
земельных и других одно- и двухвалентных металлов на сефадексах и 
биогелях в зависимости от концентрации, пористости геля, высоты 
колонки, типа, концентрации и pH элюента, скорости элюирования и 
температуры41-52.- Метод гель-хроматографии применяли для изучения 
неорганических полимеров, таких как фосфаты 53-67, силикаты68, основ­
ные нитраты железа 69- 70 и молибдаты71. С помощью гель-хромато­
графии исследовали комплексообразованме с трилоном Б 72' 73 и другими 
реагентами74’ 75. Использование метода дли разделения и исследования 
различных ионов, комплексных соединений и неорганических полимеров 
рассмотрено в обзорах711’ Г1.

Эти исследовании стали решающими и создании представлений об 
особенностях процессом, происходящих и геле при элюировании рас­
творов электролитов. II свою очередь, на этих знаниях основано практи­
ческое использование гель-хроматографии для определения размеров 
ионов, для разделения и очистки неорганических веществ, для установ­
ления молекулярновесового состава неорганических полимерных со­
единений.

II. ПРЕДСТАВЛЕНИЕ О ГЕЛЬ-ХРОМАТОГРАФИИ НЕОРГАНИЧЕСКИХ
СОЕДИНЕНИЙ

1. Процессы, происходящие в геле при элюировании

В общем виде слой геля можно представить следующей моделью34: 
в набухшем геле растворитель образует две фазы — внутри гранул м 
между гранулами. В соответствии с этим полный объем слоя геля (К/) 
можно выразить уравнением:

Vi — V0 -\- Vt + Vm] (І )
где V0— объем растворителя между гранулами (внешний, или свобод 
ный объем), Vi — объем растворителя внутри гранул (внутренним 
объем), Vm — объем матрицы геля.

В такой системе при элюировании растворенных молекул могут мри 
исходить различные явления. Преобладание того или иного явлении 
•определяется воздействием друг на друга геля, растворенного ш им .им  
и растворителя.
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Многочисленные экспериментальные данные покммымпк)г. что р н
творенные молекулы вымываются из гёль-хроматогрнфичоскоп ...........«н
в порядке уменьшения их размеров или молекулярных несом, 1.001(1 
обратный молекулярно-ситовой эффект обусловлен тем, что рпетнореп 
ные молекулы разных размеров в различной степени проникают ипуфь 
набухших гранул, что может быть связано как со стерическими фвктп 
рами, так и с диффузией. Поэтому для любого растворенного вегдестин 
величина объема выхода \’е является промежуточной между элюеитпым 
объемом вещества, полностью исключенного из гранул геля, равным 
свободному объему У0 и элюентным объемом вещества, равномерно 
распределенного между двумя фазами, равным полному объему рас­
творителя V0+Vi, т. е.

Ve = V 0+ K d Vlt (2)
где Кл — коэффициент распределения вещества между двумя фазами 
растворителя, характеризующий степень проникновения вещества внутрь 
геля; по величине Os^Ad^l.

В большинстве случаев в гель-хроматографическом поведении! 
органических и неорганических веществ проявляется описанный молеку­
лярно-ситовой механизм процесса, что подтверждается также совпаде­
нием экспериментальных данных с теоретическими расчетами соотно­
шения между параметрами элюирования и молекулярными весами или 
размерами на основе различных моделей структуры геля 78-80. Однако 
известен ряд примеров, особенно при элюировании ароматических и 
гетероциклических соединений81, а также их производных, имеющих. 
ионизирусмые группировки, и многих неорганических солей41, когда с' 
помощью только молекулярно-ситового эффекта нельзя удовлетвори­
тельно объяснить наблюдаемые при гель-хроматографии явления.

Вторичные эффекты (вторичные — с точки зрения принципа разделе­
ния по молекулярным весам, но в некоторых случаях они могут стать 
определяющими) проявляются в нарушении порядка элюирования по- 
уменьшен ню молекулярных весов или размеров, в существенно завы­
шенных ( V„ • l-Vl- Vi) или заниженных (по сравнению с ожидаемыми, 
исходя пн размеров) элюептпых объемах, в появлении асимметричности- 
хроматографических пикон п и ниинсимоети параметров элюирования от 
концентрации растворенного вещества, природы и концентрации элю- 
ента. Эти явления могут быть результатом специфичного взаимодействия 
геля с некоторыми веществами п ионами как в разделяемой смеси, так  
и в элюентс, а также е их комплексами друг с другом,

Аномально высокие значения коэффициентов распределения (или 
элюентных объемов) являются следствием задерживания вещества в 
колонке, вызванного ионным обменом пли физической и химической 
адсорбцией вещества гелем. При ном вещество вымывается объемом 
растворителя, превышающим значение Vo+Vt, а коэффициент распре­
деления Кі > \ .

С другой стороны, в ряде случаев вещества вымываются из колонки 
раньше, чем это можно было ожидать с учетом их молекулярных раз­
меров. Это явление, называемое ионной эксклюзией, объясняется тем,, 
что наличие небольшого количества отрицательно заряженных карбо- 
ксилатных групп в сефадексе приводит к отталкиванию анионов 
вещества, в результате чего последние исключаются из гранул геля и 
элюируются раньше,

Проявление эффектов адсорбции и ионной эксклюзии можно наблю­
дать при элюировании сульфата, хлорида,- нитрата и перхлората натрия 
на сефадексе G-15 0,1 М раствором NaCl12. Элюентные объемы этик
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солей увеличиваются в ряду Na2S 04<;NaCl<;NaN03< N a (М04. Нитрит 
натрия вымывается объемом растворителя, превышающим общий объем, 
перхлорат — еще медленней, а значение коэффициента распределения 
сульфата натрия ( —̂ 0,1) значительно меньше значения, ожидаемого, 
исходя из величины радиуса гидратированного сульфат-иона “й. Кроме 
того, экспериментальные данные об элюировании хлорйдов ряда метал 
лов растворами 0,1 М КС1 + 0,01 М НС1; 0,1 М Na2S 04-|-0,0()6 М N.. S O ,;
0,1 М NaNOs +  0,01 М HN03 или 0, 
дексе G-25 показали, что значения 
перхлоратной системе составляют,

----1------ І------1 , I____
о 0,05 0,10 0,15 о, го

Концентрация, мол

1 М NaClOi+0,01 М ЫСІО, на еефа 
Кв. ионов металлов в нитратной и 
соответственно, 1,0—1,6 и 1,8 -2,7;

ФазаІ Фаза Л
Нет | 

электролита̂ Gif

Фаза / , Фаза Е
Г
1

Нет электролита . | NQ+ SOif_

Фаза! Фаза Л Фаза Ж
Нет ! 

электро - j 
лита. \

Г
№+ЙГ 1 

І
____L

Nd'orSO^

Рис. 1 Рис. 2
Рис. 1. Влияние концентрации веществ на коэффициенты их распределения. Величины 
Ка рассчитаны из значений V», Vo, Vi 'ш. 1 — ІЎавР3Ою, 2 — Na2H P 0 4, 3,— NaCl, 4 — 
глюкоза. (Сефадскс G-10, элюепт — пода, объем раствора образца— 50 мл, скорость-

элюиропаиия — ЗБ мл/час)
Рис. 2. Схема распределения ноной и гранулах геля42

а для сульфатной — весьма близки друг к другу и малы (до 0,4) 43’ 44. 
Эти данные позволяют сделать вывод о специфичном взаимодействии 
геля с этими ионами, т. е. об адсорбции гелем нитрат- и перхлорат-ионов 
и о значительном исключении из Геля сульфат-иона.

Явление адсорбции можно также наблюдать при элюировании таких 
веществ такими элюентами, которые сами по себе индифферентны по 
отношению к гелю. Примером является элюирование хлоридов цинка и 
кадмия на сефадексе G-10 в зависимости от концентрации элюента- 
раствора NaCl45. При увеличении концентрации элюента ZnCl2 и CdCl2 
образуют хлоридные комплексы, из-за адсорбции которых гелем наблю­
дается значение /Сл> 1 .

Эффект мойной эксклюзии можно ослабить применением подходящего 
элюента, содержащего фоновый электролит, нейтрализующий действие 
геля. Замечено, что вторичные эффекты усиливаются, когда в качестве 
элюента используется вода без электролитного фона. Например4n' 4V, 
при элюировании водой растворов некоторых электролитов значения 
их Кв. относительно малы и возрастают с концентрацией растворов. При 
использовании электролитного элюента значения Ка увеличиваю гея 
Элюентные кривые неэлектролитов, например глюкозы, не зависят m 
этих факторов (рис. I).

Для объяснения процессов, происходящих в геле при элюировании 
растворов электролитов, предполагали, что проникновение электродеі
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ного фона во внутреннюю часть фазы геля является неполным из-за 
стерических и электростатических факторов42' 48. Указания о том, что 
часть воды при набухании геля затрачивается па гидратацию поли­
сахаридных цепей декстрана81, подтверждает существование области 
внутри геля, недоступной для растворенных молекул. Эти свойства геля 
отражены схематически на рис. 2. Их влияние рассмотрено на примере 
поведения ионов Mg2+ в системах MgCl2—NaCI и MgS04—NaaS 0442.

Если фоновый электролит, т. е. NaCi, в ограниченной степени про­
никает внутрь гранул, то внутренняя часть геля делится как бы на две 
фазы, различающиеся наличием или отсутствием данного электролита

Рис. 3. Влияние состава элюеита на 
объемы выхода ионов Mg2+ 42. Обра­
зец — 0,01 М MgCl2, 1 мл. Элюенты: 
1 — 0,1 М  Na2S 0 4, 2 — 0,075 М 
Na2S 0 4+0,025 М NaCi, 3 — 0,05 М 
Na2S 0 4+0,05 М NaCi, 4 — 0,1 М 
NaCi. (Сефадекс G-15, колонка 1,5Х 
Х60 см, скорость элюирования 20— 
30 мл/час). Здесь и на других рисун­
ках с изображением элюентных кри­
вых С обозначает относительную 

концентрацию вещества в элюате

(рис. 2, А). Степень проникновения электролита, т. е. протяженность 
фазы II, определяется, в основном, размером большего иона. Так как 
эффективные размеры ионов увеличиваются в порядке Cl- , Na+, S 0 42-, 
то протяженность фазы II в сульфатной системе будет меньше, чем' в 
хлоридной (рис. 2, Б). В гомогенной системе образец — элюент эффек­
тивность элюирования ионов Mg2+ зависит от степени проникновения 
противоиона в фазу II, так как ион Mg2+ должен находиться вблизи 
своего аниона для сохранения электронейтральности раствора. В хло­
ридной системе ионы Mg2+ проникают в гель соответственно своим раз­
мерам, так как ион О - меньше иона Mg2+. Проникновение в гель ионов 
Mg2+ в сульфатной системе определяется размерами большего, чем ион 
Mg2+, иона SO,,2-. Таким образом, доступный для ионов Mg2+ объем в 
сульфатной системе меньше, чем в хлоридной. При использовании 
в качестве элюента смешанного раствора NaCl +  Na2S 04 внутренняя 
жидкая фаза рассматривается как состоящая из трех областей 
(рис. 2, В). Дополнительная фаза III содержит ионы Na+, Cl-  и S 0 42-. 
Так как ионы Mg2+ и S 0 42- взаимодействуют с образованием комплексов, 
проникновение ионов Mg2+ и гель будет определяться соотношением про­
тяженности фаз II и III. Этим можно объяснить результаты элюиро­
вания MgCl2 раствором NaCi -І-NflaSO* в различных соотношениях 
(рис. 3).

Как было сказано ранее, вторичные эффекты отражаются также на 
зависимости положения и формы элюентных кривых от концентрации 
вещества. Степень асимметричности элюентного пика можно оценить 
отношением F/B 4б, где F и В — измеренные на ’/2 высоты пика расстояния 
от вертикали до восходящей и нисходящей ветви, соответственно. Напри­
мер, исследовано влияние концентрации на Ve и симметричность пика 
в системах образец — элюент: MgS04—Na2S04, Mg(C104)2—NaC10,„ 
M g(N03)2—NaN03 4\  MgCl2—NaCi, SrCl2—NaCi, BaCl2—NaCi “ . Ана­
лиз этих данных (рис. 4) позволил выявить три типа зависимостей элго- 

„ d.V„
ентного объема от концентрации раствора образца44: 1) _____ 0

d lg [ Me] 
dV

(кривые 1, 2 при концентрациях <0,1 М)\ 2) ------ -— < 0  (кривые Я- R
d ig  [Me]
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при концентрациях <0,1 М и кривая 6 при всех исследованных концен- 
dVe

трациях); 3) ----------> 0  (кривые 1—5 при концентрациях >0,1 М ) . При
d lg [Me]

этом в большинстве случаев величина F/B принимала значения F/B = 1, 
F/B<\  и F/B>1, соответственно.

Эти данные отражают процессы, происходящие в системе. Если про­
является только молекулярно-Ситовой механизм, то элюентные кривые 
симметричны и величины Kd не зависят от концентрации и удовлетво­
ряют соотношению 0^ /С й<Д. Для веществ, у которых при малых кон-

Рис. 4. Зависимость элюентно- 
го объема и коэффициента рас­
пределения от концентрации 
образца ([M e])42' 44 ддя систем 

образец — элюент:
1 — M gS04 — Na2S 04,
2 —  MgCl2—NaCl,
3 — SrCl2—NaCl,
4 -  M g(N 03)2- N a N 0 3>
5 —  BaCl2—NaCl,
6 — Mg(C104) 2 — NaC104. 
(Сёфадекс GJ15, колонка 
1,5X60 см, объем раствора — 
1 мл, концентрация' элюента 
0,1 М, скорость элюирования

20—Э0 мл/час)

Рис. 4

центрациях пики симметричны и 1,-изменение Ve и формы пика
с ростом концентрации объясняется тем, что при увеличении ионной 
силы раствора уменьшается степень гидратации иона и матрицы геля, 
что приводит к увеличению Kd. Кроме того, в результате изменения 
степени гидратации в растворе, могут присутствовать гидратированные 
ионы различных размеров, кривая элюирования которых отличается от 
гауссовской. В этом случае действует, главным образом, молекулярно- 
ситовой механизм.

Асимметричность пиков и значения / 0 - 1  при малых концентрациях 
являются следствием вторичных процессов.

2. Обработка экспериментальных данных и результаты 
гель-хроматографии

Хотя в некоторых случаях рассмотренные вторичные Ы(|м|и'ь i м, 
отражающие сродство к фазе геля, можно использовать иля |ы пи 
леиия34, главным достоинством и основой применения гель ''ролпни 
графин является существование зависимости между модем я и |мііа я 
носом или размерами и объемом выхода, а это ноамижнп ми ее ми ы 
причиной разделения веществ является только моД'И'лч|нны іпоіміі 
механизм. Для различных веществ найдены рм ніопб|)(і ніьн \ рнімнчінй,

ve’M/! Kd

I и Успехи ХИМИИ, Ml I
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выражающие зависимость объема выхода от молекулярного necft "*, 
«эффективной длины цепи»83, стоксовского радиуса"4, гидродинампчо 
ского85 и мольного объема80. В этих уравнениях используются пара' 
метры, связанные с объемом выхода VJV,, У„/У„, а также коэффи­
циенты распределения, с введением которых становится возможным 
сравнивать результаты, полученные на разных колонках и гелях.

Коэффициент распределения является характеристикой поведения 
вещества в геле, и различие его значений для разных веществ может 
указывать на различия в механизме разделения.

Из уравнения (2)

т. е. для определения Кл необходимо знать величины свободного и внут­
реннего объема геля. У0 определяют с помощью веществ, полностью 
исключаемых из геля,, элюентный объем которых Ув=У 0, а Кл=0. Для 
этой цели чаще всего используют высокомолекулярный полисахарид—■ 
синий декстран, а при изучении неорганических систем — высокомоле­
кулярный фосфат (например, соль Курроля53) . Vt определяют следую­
щими способами.

Если предположить, что такие вещества как НС1, NaCl равномерно 
распределены между двумя фазами, их элюентный объем УЕ=У„+У<, 
а Ка= 1 46. На этом же предположении основано применение для опре­
деления ]/{ тритиевой воды ТНО53. Однако при сравнении объемов 
ьыхода ТНО и Н21аО найдено87, что вследствие изотопного обмена. 
Vе ТНО несколько больше, чем Ve Н2180. Считая Кл Н2180  равным 1, 
определены значения Кл ТНО для сефадексов G-10—1,09; G-15—1,06; 
G-200< 1,02 87.

В ряде случаев для определения V{ используют уравнение (1):

Объем матрицы теля находят по величине его удельного объема, рав­
ного 0,61

В работе41 V, определяли по разности весов колонки с гелем (w), 
пустой колонки («',) н геля (а) , количественно перенесенного из колонки, 
промытого этанолом н высушенного и вакууме при 80° в течение 
6 часов:

где р — плотность воды.
В связи с существованием в геле области, недоступной для рас­

творенных молекул, авторы"" ввели понятие эффективного внутреннего 
объема, равного 0,8 У,-. Для определения (У,),,,,, рекомендуется исполь­
зовать ионы С1_ и Вг_, но не F_, I % S 042-, SCN~, Cu2+, Fe3+.

Из-за неопределенности и трудности нахождения У,- удобно исполь­
зовать коэффициент распределения /Со80, для расчета которого требу­
ются легко определяемые величины:

Kav связан с Кл уравнением:

У( =  Vt — У0 — Vm (4)

V/ (ілі 14'/ а рУ„)/р (5)

(7)
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Различие .мпм'іаішй обоих коэффициентов распределения уменьшается 
при увеличении пористости геля.

Кроме колоночного метода, т. с. в условиях элюирования, коэффи­
циенты определяют в статических условиях45' 53’ “ . Метод основам на 
допущении, что концентрация веществ в фазе геля такая же, как во 
Ініеішкч'і жидкой фазе. Определенные количества геля и раствора с 
концентрацией С4 вещества в элюенте перемешивают до установления 
равновесия. После отстаивания определяют концентрацию вещества 
(С,) п растворе над набухшим гелем. Тогда

К л=  1 - v'a + Vt
v\ (8)

где V'0 и V'r—свободный и внутренний объем растворителя. Сумма 
V'o + V'i считается равной взятому объему раствора, a V't определяется 
с помощью веществ при Кй=0.

Сравнение коэффициентов распределения, найденных в условиях 
элюирования и в статических условиях, используют для оценки вклада 
диффузии растворенных веществ в процесс разделения53' 54. Кроме того,

значение D = — ——t ■ 100 отражает вклад адсорбции, в результате
которой Ci>'ct и О45.

Авторы41 выдвинули гипотезу об аддитивности вкладов катиона и 
аниона в значение Кл ионных веществ, т. е.

Ка =
s®f - f  /Фа

(9)

где t и s — заряды катиона и аниона, соответственно, Фс и Фа — индиви­
дуальные вклады катиона и аниона в Ка- Принимая для иона Na+ Фс=1, 
относительные значения Фс и Фа были определены методом, подобным 
определению радиусов в кристалле. Получено хорошее совпадение с 
экспериментальными значениями Ка ряда солей на биогеле Р-2.

Чтобы использовать метод гель-хроматографии для определения 
молекулярных весов, полидисперсности и размеров молекул иссле­
дуемых веществ, параметры элюирования связывают с искомыми харак­
теристиками и используют найденные математические и графические 
зависимости как калибровочные.

Практически в большинстве случаев наблюдается линейная зависи­
мость объема выхода от логарифма молекулярного веса.

Лучшим способом построения калибровочной прямой является- 
использование моиодисперсных фракций исследуемого полимера, так 
как соотношение между молекулярным весом и размерами может 
существенно отличаться для каждого типа соединений. Однако в ряде 
случаев используют и калибровочные прямые, полученные с помощью 
стандартных образцов, например, узких фракций полистирола или 
белков34.

Элюентная кривая фракционирования полидисперсного полимера на 
предварительно калиброванной колонке может применяться для харак­
теристики его молекулярновесового распределения. Кривые распреде­
ления могут быть также получены по данным анализа молекулярного ! 
веса и количества каждой фракции, полученной в результате препара 
тивной гель-хроматографии.

Рассмотрение различных процессов, происходящих при элюировании 
в гель, дает возможность заключить, что использование калибровок дли 
нахождения размеров ионов или молекулярных весов возможно, к и п ы
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причиной разделения веществ является только молекулярип еиюноП 
механизм. При этом предполагается отсутствие нтшімодеііетііпі’і годи, 
вещества и элюента, выражающихся в адсорбции, ионной чкгк,чиним, 
ионном обмене, комплексообразовании.

Во многих случаях поведение неорганических солей при гель хром и 
тографии подчиняется молекулярно-ситовому механизму. Так, например, 
сравнение значений коэффициентов распределения хлоридов щелочим 
земельных металлов с радиусами ионов (рис. 5) показывает, что он

Рис. 5 Рис. 6
Рис. 5.. Сравнение значений коэффициентов распределения и размеров ионов щелоч­
ноземельных металлов 48 Rx — радиус иона в кристалле, R н — радиус гидратированно­
го иона. (Сефадекс G-15, элюент — 0,1 М NaCl+0,01 М НС1, количество образца 1 мл 

0,01 М раствора, скорость элюирования 20—30 мл/час)
Рис. 6..Соотношение между значениями (—lg К,iV) ll2 и Rs некоторых, ионов 43

соли элюируются в . порядке уменьшения размеров гидратированных 
катионов 4а.

Из модели геля в виде сети прямых, жестких нитей, бесконечно 
длинных и случайно распределенных в геле81, получено соотношение 
между коэффициентами распределении и радиусами (/?„) растворенных 
молекул:

(— lg Као)''" = A - Ra + В (10)

где А и В — постоянные для данного геля.
Зависимость (—\gKav)'1’- от Rs для ряда ионов, элюируемых 0,1 М 

раствором КС1 на сефадёксе G-15 43, приведена на рис. 6. Данные для 
ионов, не образующих хлоридные комплексы и не адсорбирующихся, 
гелем, ложатся на прямую, которую можно использовать в качестве 
калибровочной для оценки размеров ионов.

Приведенные результаты иллюстрируют применение гель-хромато­
графии для исследования неорганических веществ. С помощью гель- 
хроматографии определяли размеры различных ионов43' 48' 72. Кроме 
того, метод можно использовать для разделения ионов 50-52, а также для 
исследований неорганических полимеров. Получены данные о свойствах 
поликремневой кислоты68, о существовании различных видов полимер­
ных молибдатов71, о составе полимеров Ре(0Н )ж(М03)з_»: GV°.

1 і Гі т+Іттч
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I>tiii"! Iию |hi піптііо применения гель-хроматографии в исследованиях 
непрінппчгекпх полимеров фосфора позволяет обобщить имеющиеся 
данные и определить дальнейшие возможности использования этого 
метода,

III ІІІ'ММІ ИЕИИЕ ГЕЛЬ-ХРОМАТОГРАФИИ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ ФОСФАТОВ

Дли установления закономерностей гель-хроматографического пове­
дении фосфатов и разработки методики были проведены исследования 
рігілпчных индивидуальных фосфатов 53-59 как линейных, так и цикли­
ческих п с разной степенью окисления фосфора, а также образцов поли- 
фосфорных кислот58> 60’ 61 и полифосфатов 62-67 с различным молекуляр- 
ноиосовым распределением. Исследовалось влияние различных факторов 
пи поведение фосфатов при хроматографировании: концентрации 
образца и злюента55, pH 54’ 55, скорости элюирования, температуры57, 
пористости55' 57 и размеров частиц57 геля, параметров колонки57' 58.

Рис. 7. Элюеытные кривые линейных фосфатов54. Р і-ьР іг— 
полифосфаты с числом атомов фосфора в цепи ІЧ-12, соот­
ветственно. (Сефадекс G-25, колонка 1,5X90 см, элюент —
0,1 М КСІ pH 7,0, концентрация и объем образца 0,003—

0,005 г-атом Р/л 1 мл, скорость элюирования 20—
30 .мл/час)

Концентрацию фосфата во фракциях элюата определяли колори­
метрическими (для химического анализа на фосфор 53-55) и рефракто­
метрическими методами с применением соответствующей аппаратуры, 
например: интерферометра58 или проточного дифференциального 
рефрактометра57. При исследовании полифосфорных кислот pH элюата 
намеряли с помощью pH-метра со специально сконструированной про­
точной микроячейкой60' 61. Степень полимеризации фосфатов во фрак­
циях элюата контролировали методами потенциометрического титро­
вания'"1' 67 и хроматографии на бумаге58’ 60’ 65.

Многие авторы указывают на то, что фосфаты вымываются из 
колонии с гелем в порядке уменьшения их молекулярных весов. Такая 
ипин пмосГІ. найдена для линейных фосфатов с числом атомов фосфора 
и цепи I 12, элюируемых 0,1 М раствором КС1 на сефадексе G-2551 
(риг. 7), для орто-, пиро- и триполифосфата натрия на'сефадексах G-10, 
G Hi, (I 2ІІ, ( i 50 55 (рис. 8). Значения коэффициентов распределения 
./пшенных фосфитов (табл. 1) и соединений, содержащих до четырех 
«чтомоп фосфора с различной степенью окисления (табл. 2) лежат а 
пределах 0 К,г Г.

I Ірйііеденпьіп результаты, т. е. порядок элюирования, значения А 
симметричность инков, согласуются с представлениями о размерах поли 
фосфатных аппопоа и указывают на то, что механизм разделения осип 
пап только па молекулярно-ситовом эффекте.
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Т АБ Л ИЦА  I

Значения коэффициентов распределения линейных фосфатов Ма̂ я_|_2)Рп0^3я_|_|) 
(Сефадекс G-25, элюент 0,1 М  КС1, концентрация образцов 0,003—0,005 г-а т о м  Р /л )

Число ато­
мов Р в по- 
лифосфате

K d *
Число атомов 
Р в полифос­

фате
Kd

Число ато­
мов Р в по- 
лифосфате

K d
Число атомов 

Р в полифосфа­
те

Kd

P i 0,78 р5 0,41 р8 0,30 P is 0,21
р* 0,62 р6 0,38 р 9 0,28 Р із 0,17
р 3 0,52 р7 0,34 Рю 0,24
Р4 0,46 Р и 0,23

54* Значения фосфатов 1 \  ч- Р 1а рассчитаны из величин K av

ТАБЛИЦА 2

Влияние концентрации элюента на значения коэффициентов распределения (К d) некоторых 
фосфорсодержащих соединений66. (Сефадекс G-25, концентрация образцов 0,002—0,005

2-а т о м  Р /л)

Соединение Элюент

Формула Обозначение * Вода
Раствор КС1

0,1 M 0,5 Af 1,0 Л1

N aPI-IA -НзО p 1 0,80 0,83 0,83
Na2PI-)0r 5H*0 рз — 0,78 0,83 0,84
NaH2PO,r 2ll.,0 Pi 0,36 0,78 0,83 0,84
Na3P.,M()r, .|2H aO p2 — p4 — 0,64 0,74 0,76
Na3H.,P.,Oir 011,0 p4 ._p 4 — 0,67 0,77 0,79
Na,P*ll,0„ P3 — 0  — P3 — 0,59 0,66 0,69
Na.,P*l 10,r4l l„0 P3 — O — P 6 — 0,61 0,70 0,73
Na4Pa0 7. 101 !„’( ) p* 0,30 0,62 0,71 0,75
NaBP„0H • :I411*0 p4 __ p3 _ p4 — 0,61 0,73 0,76
Na«P,l IOe. 11*0 P3 — 0  — P4 — P4 — 0,50 0,62 0,70
(ЫН4)сРД.д-Мц() P6 — 0  — P4 — P4 — 0,51 0,67 0,70
Na6P,|0]|,.(l 11„0 P.I 0,21 0,52 0,62 0,69
Na0P;)O„ • 011UC) p n , 1 II til — 0,52 0,67 0,70
Na(,P4On • Л'ІІуО p.t pj (). pi. pi -- 0,46 0,62 0,64
NtuPAo-lH uO ( PJ I"1- o. ), — 0,48 0,62 0,65
Na4P40 j,-4 l 1,0 ' 'am 0,40 0,60 0,65

* Верхний индекс обоанпчнот стопмн. (mmvisitihi фін'фпцн; ннжіжП і'іомеіш полимеризации полифос­
фата и метафосфата (т ) .

Циклические тримета- и тетраметафосфат на с.сфадексе G-25 элюи­
руются вместе с линейными55 (рис. 8) согласно их размерам.

Исследование зависимости гсль-хроматографического поведения 
полимерных фосфатов от различных факторов дало возможность раз­
решить существенные вопросы методики и выбрать наиболее подходя­
щие параметры, при использовании которых соблюдаются необходимые 
условия для проявления молекулярно-ситового механизма и для воз­
можности анализа конденсированных фосфатов с помощью калибровок.

Существование гелей различной пористости дает возможность анали­
зировать полимеры в широком интервале значений молекулярных весов. 
В случае органических соединений найдены пределы молекулярных 
весов, характерные для каждого типа геля34. В связи с особенностями 
поведения неорганических веществ в геле эти значения могут быть 
другими, так как в этом случае более важную роль могут приобретать:
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явление ионной эксклюзии, гидратация ионов; а в случае фосфатов — 
и свойства, обусловленные их полиэлектролитной природой.

При элюировании неоднородного образца полифосфата натрия со 
средней степенью полимеризации гё—-14 на сефадексах G-25 и G-50 
замечено, что коэффициенты распределения составляющих полифос­
фатов на сефадексе G-25 близки друг к другу и приближаются к нулю,
Рис. 8. Элюентные кривые некоторых фосфа­
тов на разных сефадексах55. 1 — G-10, 2 — г 
G-15, 3 — G-25, 4 — G-50. Рі-=-Р4— полифосфа­
ты с числом атомов фосфора в цепи 1—4, соот­
ветственно; Рзш ’И Р4т — тримета- и тетрамета­
фосфат натрия, СД — синий декстран, ТНО — 
тритиевая вода. (Колонки: 1,5X90 см\ для 
G-50— 1,2X130 см\ элюент — 0,1 М КС1, 
концентрация и объем образца 0,002—0,005 г- 

атом Р/л мл, скорость элюирования 20 —
30 мл/час)

Рис. 9. Влияние пористости геля на соотно­
шение между логарифмом молекулярного веса 
(М ) и элюентным объемом 57. 1 — сефадекс
G-10, 2 — биогель Р-2, 3 — сефадекс G-25, 4 — 
сефадекс G-50. (Элюент — 0,010 М NaCl, на 
сефадексе G-25 — 0,025 М Na2H P 0 4; размеры 
колонок: диаметр 0,61—0,62 см, высота 120— 

126 см)
Рис. 10. Влияние концентрации образца на 
элюентные кривые Na5P3Oio55. Концентрация, 
г-атом Р/л: 1 — 0,001; 2 — 0,005; 3 — 0,01; 4 —  
0,05; 5 — ОД; 6 — 0,5; 7 — 1,0. (Сефадекс G-25. 
колонка 1,5X60 см, элюент 0,1 М КС1, объем 
раствора образца — 1 мл, скорость элюирова­

ния 20—30 мл!час)

О

в то время как на сефадексе, G-50 распределение происходит по ]ичч\) 
доступном объеме57. Однако при этом сравнении другие факторы: при 
рода и концентрация элюента, количество раствора образца не исто 
вались неизменными. Характерное для гелей разной порнетпгтіі cMtfl 
щеиие элюентных объемов и различное качество разделении чпрпшп
отражаются па приведенном на рис. 8, 9 изменении V,, ради i|.... . і ны ,
образцов, элюируемых на различных гелях55' ” . Эти рсоулыпіы ним
зывают, что наиболее удовлетворительное разделение tv...... |іііефмііж
происходит па сефадексе G-25.
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Как было показано при рассмотрении гель-хроматографического 
поведения неорганических веществ, элюент может оказывать сущест­
венное влияние на распределение веществ в процессе элюирования. 
Влияние фонового электролита на разделение фосфатов также из­
учено.

Значения коэффициентов распределения орто-, пиро- и триполифос- 
фата, элюируемых водой на сефадексе G-25, экстремально низки по 
сравнению с величинами, полученными при использовании в качестве 
элюента растворов КС155 (табл. 2). Низкие значения Кл авторы объ­
яснили эффектом ионной эксклюзии, который устраняется добавлением 
к элюенту КС1. Для этой цели достаточна концентрация электролита 
<0,01 М. С увеличением концентрации КС1 значения Ка анионов с раз­
личной степенью окисления фосфора несколько увеличиваются (табл. 2). 
Этот эффект можно объяснить несколькими причинами. Так как поли­
фосфаты обладают свойстрами полиэлектролитов, то размер их поли­
анионов должен уменьшаться с увеличением ионной силы раствора. Это 
может быть связано также с уменьшением степени гидратации анионов. 
Кроме того, согласно предварительным опытам55, значение Vi сефадекса 
G-10 увеличивалось с увеличением концентрации КС1 в элюенте.

При исследовании поведения хлоридов щелочноземельных металлов 
в элюентах 0,1 М NaCl и 0,1 М NaCl +  0,01 М НС148, лучшее разделение 
было достигнуто при использовании кислого элюента. В случае фосфатов 
применение кислого элюента нежелательно из-за увеличения вероят­
ности гидролиза. В связи с. этим были проведены исследования по влия­
нию pH элюента на значения коэффициентов распределения.

При исследовании линейных фосфатов54 заметных изменений значе­
ний УС; не наблюдали при использовании элюентов с pH 2,0; 4,6; 7,0; 9,2, 
полученных добавлением к 0,1 М КС1 соответственно раствора НС1, 
фталатиого, трас- и аммиачного буферных растворов. Аналогичные 
результаты получены при разделении анионов с различной степенью 
окисления фос(|)оравв. Только при добавлении боратного буферного 
раствора с pi I 7,0 п 9,2 значения Kd оказались ниже, вследствие электро­
статического отталкивания фосфат-ионов и удерживаемых гелем борат- 
ионов, которые способны к взаимодействию с декстраном в зависимости 
от p H Результаты еще раз подтвердили необходимость вниматель­
ного выбора элюента, если надо разделять молекулы на основе молеку­
лярно-ситового эффекта,

Для подтверждения молекуларпо ситового механизма необходимо 
выяснить влияние коііцсптрацпп исследуемых веществ на коэффициенты 
их распределения и симметричность ников,

Значения Кл некоторых фосфорсодержащих соединений в зависи­
мости от концентрации приведет,! в табл. 3.

Концентрационные зависимости положения и формы элюентных 
пиков показаны на примере триполифосфата натрия (рис. 10). При 
концентрации образца ниже 0,01 г-атом Р/л элюептпые кривые симмет­
ричны и положение пика не изменяется При концентрации образца 
выше 0,01 г-атом Р/л наблюдается смещение кривых в сторону больших 
объемов и появление асимметричности пиков с F /S >  1. Авторы пред­
полагают, что это связано с существованием в различной степени гидра­
тированных фосфатных анионов. Кроме того, с увеличением концент­
рации полифосфата уменьшается степень его диссоциации91, а это, 
в случае полиэлектролитов, приводит к уменьшению размеров поли­
анионов. Исследование57 влияния концентрации на параметры элюиро­
вания орто-, пиро- и триполифосфата натрия привело к аналогичным 
результатам.
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ТАВЛНЦА II
Зависимость коэффициентов распределения ( К d) от концентрации образца1'5. 

(Сефадекс G-25, элюеит 0,1 ЛГ K.CI)

Соединение *
Концентрация, г-атом Р/л

0,001 0,005 0,01 0,05 0,1 0,5 1,0

рз 0,78 0,78 0,78 0,79 _ 0,80
р, 0,78 0,79 0,79 — 0,80 .— 0,80р4_р4 0,66 0,66 0,66 0,69 0,71 — —
Р2 0,62 0,63 0,63 — 0,69 — —
Рз 0,52 0,50 0,51 0,55 0,57 0,66 0,70
Рз m 0,52 0,52 0,52 — 0,58 — 0,69

рЗ_р4_О —Р4_Р 4 0,46 0,46 0,46 -- 0,50 — 0,66
(■—Р4--Р4--О—12 0,48 0,48 0,47 .- — — —

РЦП 0,46 0,46 0,45 — 0,50 — 0,63

* Обозначения см. в табл. 2

Многие авторы указывают на возрастание эффективности процесса 
при увеличении высоты колонки. Применительно к фосфатам это оказа­
лось также справедливым. Использование более высоких колонок при­
водит к увеличению разности Ve соседних полимергомологов и к луч­
шему разрешению пиков58, однако одновременно происходит уширение 
кривых, вносящее отрицательный эффект. При хроматографировании 
смесц орто-, пиро- и триполифосфата натрия на сефадексе G-25 0,01 М 
раствором NaCl коэффициенты распределения при использовании 
колонок высотой 60 и 500 см 57 одинаковы. Очевидно, характер зависи­
мости элюирования фосфатов от параметров колонки является общим.

Для того, чтобы найти условия лучшего разделения веществ авторы07 
изучили влияние различных параметров па разрешение пиков (R). 
Величина R определяется но уравнению:

К
"V

( 11}

где Vei и Vn — элюентные объемы соседних пиков, wb— ширина пиков у 
основания.

Разрешение пиков Na2H P04 и Na5P3O10 (табл. 4) несколько улучша­
ется при уменьшении скорости элюирования в результате уменьшения 
размывания зон. Увеличение температуры приводит к обратному 
эффекту.

Завершая обзор различных факторов, влияющих на гель-хромато­
графию фосфатов, и используемых методик, можно заключить что в 
исследованных пределах и с учетом конкретного применения все про­
веденные экспериментальные условия могут быть использованы для 
гель-хроматографии фосфатов в аналитических и препаративных целях.

Как указывалось ранее, различные процессы, протекающие в геле и 
являющиеся результатом различных взаимодействий геля, вещества п 
элюента, отражаются в значениях элюентных объемов (или коэффппп 
еитов распределения), в порядке элюирования, в форме пика и в записи 
мости этих факторов от концентрации вещества. Исследования в облип и 
фосфатных полимеров показали, что фосфаты элюируются в порядит 
уменьшения молекулярных весов, коэффициенты их распределении н 
различных гелях находятся в пределах 0—1, в некоторой облпетп кии 
центрацип Кл постоянны и кривые симметричны. Эти данные укп іыійнш
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ТАБ ЛИ Ц А  4

Влияние различных факторов на разрешение пиков (R)  Na6P3O10 и Na2HPO”

Условия эксперимента

Постоянные Переменные
R

Размеры колонок, см Тип геля
диаметр 0,61—0,62 сефадекс G-10 1,09
высота 123,0—125,0 сефадекс G-25 1,47

сефадекс G-.50 1,35
Биогель Р-2 0,87

Сефадекс G-10 Диаметр частиц геля, мк
Размеры колонок,см 53—74 1,09

диаметр 0,61 
высота 124,0—126,0

88—105 0,84

Сефадекс G-25 (53—64 мк) Скорость элюирования, мл/мин
1,69Колонка 0 ,61X 63,0 см 0,16

Температура 22,0° 0,58 1,26
Сефадекс G-25 (53—64 мк) Температура, °С

Колонка 0 ,61х63 ,0сж 22,0 1,26
Скорость элюирования 0,58 мл/мин 50,0 1,17

на отсутствие взаимодействия фосфатов с .декстрином. Кроме того, 
совпадение значений Ка, найденных в условиях элюирования и в стати­
ческих условиях, указывает на отсутствие вклада диффузии53' 54.

Все приведенные факты позволяют заключить, что поведение фос­
фатов на декстриновых гелях в определенных условиях подчиняется 
молекулярно-ситовому механизму. Этот вывод дает возможность исполь­
зовать метод для разделения и исследования конденсированных фос­
фатов, и уже на данном этапе получены важные результаты в этой 
области.

Это, во-первых, возможность получения индивидуальных фосфатов. 
При фракционировании на сефадексе G-15 раствора полифосфатов 
натрии с /7—3, компоненты смеси полифосфаты с п = 2ч-5, были полу­
чены к довольно чистом виде, выделены из раствора и идентифици­
рованы методами хроматографии на бумаге и ИК-спектроскопии.

Другим важным достижением применения метода гель-хромато­
графии для исследования полимеров фосфора является определение 
эффективных радиусов многих фосфатных анионов5*1 “Г|. Радиусы опре­
делены с исполваонпппем калибровочной прямой, построенной по дан­
ным Км и Ка ряда ионов, аналогичной приведенной на рис. 6. Значения 
коэффициентов распределения фосфорсодержащих анионов рассчиты­
вали по уравнениям (6, 7) с учетом того, что для ссфадекса G-25 вели-

V.
чина ‘ =  0,862. Результаты (табл. 5) показывают, что исследо-

Vi “г "т
ванные анионы значительно гидратированы в водных растворах и их 
размер увеличивается с ростом степени полимеризации.

И, наконец, метод гель-хроматографии с успехом применен для 
определения молекулярновесового,состава смеси полифосфатов. Образец 
полифосфатов натрия с п= 36 фракционировали на молселекте G-25 66. 
Молекулярный вес полифосфатов в элюате определен методом потенцио­
метрического титрования концевых групп и, и по данным фракциониро­

вания построены кривые распределения исследуемого образца по моле­
кулярному весу (рис. 11). Достоверность результатов фракциониро­
вания подтверждается совпадением средней степени полимеризации 
исходного образца и суммы произведений мольной доли (х{) на степень
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ТАБЛИЦА  5

Величины JRS фосфорсодержащих соединенйи64,65, найденные с помощью 
зависимости (— Ig K av)'12 ~  4 ‘^ s  +  В

Соедииоино* RS .A Соединение Rs . А Соединение « і Д

Р1 4,3 р4_рЗ._р4 5,7 р5 7,2
р® 4,4 Р3—О—Р4—Р4 6.6 р 6 7,6
Pi 4,4 Р5.—О—Р4-'—Р4 6,4 р7 8,0

ра_р4 5,5 Рз 6,4 р8 8,3
р4_р4 5,5 Рз т 6,4 р 9 8,6
Р3—О—Р3 5,8 р4_р4_О_Р4_Р 4 6,8 Рю 9,0
р б _ о —Р3 5,7 (—Р4—P*—О —)г 6,8 Рп 9,2

р2 5,7 Р4 6,9 P i. 9,3
Р4 т 6,9 Різ 9 ,8

* Обозначения см. в табл. 1,2

полимеризации (п,) i-й фракции, т. е.

/г =  2  ХіПі (12)

С этой же целью метод гель-хроматографии был"использован для 
анализа смеси полифосфатов на сефадексе G-10067.

п 6 логарифмической школе

Рис. 11. Кривые числового распределения по- 
.лифосфата натрия с n = 3 6 66: 1 — интеграль­
ная, 2 — дифференциальная; крестиком обозна­
чены точки, выбранные для графического диф­
ференцирования. (Молселект G-25, колонка 
1,3X80 см, элюент — вода, количество образ­

ца 0,5 г в 5 мл, скорость элюирования 
26 мл]час)

Рис. 12. Соотношение между Д'„„ 
и lg га64,. (Сефадекс G-25, элюент 

0,1 М КС1 pH 7,0; скорость 
элюирования 20—30 мл/чт)

Для таких исследований требуется значительное колнчт ..........11!“, ши,
которое превышает найденный предел независимости А, ш ыnjiiwii 
трации. Хотя в этих исследованиях и получепп ііріімйлпін'Ііііім пинии 
мость Ve— k \ g М вряд ли ее можно считать і</ь/||іп|нш.нпінН

В связи с использованием калиброванных мминнн< Пинии......тишине
заслуживает калибровочная прямая (рис 12) мня і|.... |нпнн t мт |« -и м
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щих до 13 атомов фосфора в цепи, построенная с использованием шімнніі 
дуальных фосфатов, полученных с помощью ионообменной хромат 
графин21. Для проверки возможности применения этой прямой н качестве 
калибровочной был проделан следующий экспериментН есколько 
образцов полифосфатов, среднюю степень полимеризации которых пред 
варительно определили методом потенциометрического титрования, 
хроматографировали на сефадексе G-25 0,1 М раствором КС1 с pH 7,0. 
Определив концентрацию и, по калибровке, степень полимеризации 
полифосфатов в каждой фракции, рассчитали значение п в исходном 
образце по несколько видоизмененному уравнению (12):

24
2 4 4 ) (13)

где Wi — количество атомов фосфора в і-й фракции.
Хорошее совпадение результатов, полученных обоими методами,, 

показало возможность использования этой калибровки (табл. 6).
Т А Б Л И Ц А S

Сравнение результатов определения средней степени полимеризии 
(п) поли фосфатов натрия методами гель-хроматографии и 

потенциометрического титрования54

Метод п

Г ель-хроматография 3,2 8,4 9,3 9,5 12,0 14,0
I Іотенцйометрйческйе

титрование 3,0 8,2 9,1 10,1 11,0 13,1

* *
*

Применение гель-хроматографий в исследовании конденсированных 
фосфатов открыло новые возможности для их изучения.

Достижения метода, развившегося главным образом в области 
органической химии, биохимии п клинической медицины, оказались- 
полезными для пеелсдоннпин неорганических фосфатных полимеров.

В свою очередь, фосфиты как объекты п гель-хроматографии под­
твердили ряд закономерностей метода и способствовали расширению- 
области его применения,
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