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Аннотация 
Методом капиллярного зонного электрофореза (КЗЭ) изучено влияние добавок ионов 

металлов (Cu2+, Co2+, Al3+, Fe3+) в состав рабочего электролита на увеличение селективности 
разделения ароматических гидрокси- и аминокислот за счет процессов комплексообразования.  

Предложены схемы электрофоретического анализа реальных объектов с использованием 
ионов Cu2+ в составе рабочего буфера.  

Ключевые слова: капиллярный электрофорез, ароматические гидрокси- и аминокислоты, 
комплексы с ионами металлов 
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The influence of addition of metal ions (Cu2+, Co2+, Al3+, Fe3+) to the back ground electrolyte on 
the increase of selectivity separation of aromatic hydroxy- and aminoacides due to complexation 
processes was investigated by the method capillary zone electrophoresis (CZE). 

Schemes of electrophoretic analysis of real objects with the use of  Cu2+ ions in the composition 
of  back ground electrolyte were suggested.   

Keywords: capillary zone electrophoresis, aromatic hydroxy- and aminoacides, complexes with 
metal ions 

Введение 

Известно, что многие биологически активные вещества (аминокислоты, 
пептиды, углеводы и т.д.) образуют комплексы с ионами металлов [1, 2]. Подобные 
процессы комплексообразования при наличии катионов металлов в составе рабочего 
буфера приводят к существенным изменениям электрофоретических подвижностей 
аналитов. Важнейшим фактором при этом является величина рН буферного 
электролита, определяющая как аналитическую форму органического лиганда и 
катиона металла, так и величину электроосмотического потока (ЭОП) и т.д. [3, 4]. 
Одним из основных биогенных металлов, для которого имеется достаточное число 
публикаций, посвященных комплексообразованию с органическими соединениями 
является медь [5,6]. 

Имеются сообщения об успешном разделении металлохромных лигандов с 
использованием буферного раствора, содержащего ионы металлов [7]. Добавление 
ионов Cu2+ и Zn2+ использовано при электрофоретическом разделении кислот, 
олигонуклеотидов и пептидов [8 – 10]. 

При этом наличие ионов металлов в непокрытом капилляре может оказать и 
нежелательный эффект на разделение аналитов, что связано с их возможной 
сорбцией отрицательно заряженными стенками кварцевого капилляра [8, 11 - 13]. 
Использование буферов, содержащих анионные мицеллообразующие агенты, 
позволяет эту проблему решить: мицеллы обеспечивают конкурентноспособную 
стенкам капилляра поверхность для взаимодействия с ионами металлов [8]. Другой 
подход – экранирование силанольных групп добавлением к разделительной системе 
модификаторов ЭОП [6].  В данной работе изучено влияние ионов металлов (Cu2+, 
Co2+, Al3+, Fe3+) в составе рабочего электролита на разделение компонентов 
модельной смеси, содержащей функционально замещенные гидрокси- и амино- 
ароматические кислоты. 

 

Эксперимент 

Аппаратура. Электрофоретический анализ выполняли на системе 
капиллярного электрофореза «КАПЕЛЬ 105Р» (ООО «Люмэкс», г. Санкт-Петербург) 
с дейтериевой лампой в качестве источника света (область длин волн от 190 до 400 
нм): общая длина капилляра – 60 см, длина капилляра от анода до детектора – 50 см, 
внутренний диаметр капилляра – 75 мкм, максимально возможное напряжение – 25 
кВ; ввод пробы электрокинетический и гидродинамический. 

При приготовлении растворов использовали рН-метр (рН-121) и электронные 
аналитические весы «Explorer» (Е) модификации Е00640            («Ohaus», США). 

Реагенты, рабочие растворы. Стандартные растворы ванилинминдальной, 
гомованилиновой, салициловой, никотиновой, бензойной, 2,4-дигидроксибензойной, 
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антраниловой и м-аминобензойной кислот, («Sigma», США) с концентрацией 1 
мг/мл готовили растворением навесок по 1 мг каждой кислоты в 1 мл 
бидистиллированной воды во фторопластовых пробирках. Рабочие растворы 
готовили разбавлением стандартных растворов в необходимое число раз с помощью 
микрошприца и автоматического дозатора. Полученные растворы до анализа 
хранили в морозильной камере при ─20 ºС. 

Для приготовления стандартных растворов катионов металлов использовали 
соответствующие нитраты марки х.ч. По определенной навеске готовили 
соответствующие 0,1 М растворы. Стандартизацию полученных растворов 
проводили комплексонометрически [14]. Рабочие растворы готовили 
соответствующим разбавлением исходного раствора бидистиллированной водой. 

В качестве модельной системы выбрана смесь ароматических органических 
кислот (ванилинминдальная, гомованилиновая, 2,4-дигидроксибензойная, м-
аминобензойная, салициловая, антраниловая, никотиновая, бензойная), в молекулах 
которых наряду с карбоксильной группой и ароматическим кольцом содержатся 
аминогруппы и фенольные гидроксильные группы (рис. 1). Среди них – 
нейротрансмиттеры, лекарственные препараты, консерванты. 
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Рис. 1. Структурные формулы исследуемых органических кислот 
 
В качестве буферного электролита (БЭ) были испытаны: 35 мМ боратный 

буфер с рН 8,6; 10 мМ фосфатный буфер рН 6,0; ацетатно-аммонийный буфер с рН 
4,0 и 1 %-ный раствор уксусной кислоты с добавкой триэтаноламина (ТЭА). Во 
избежание возможной сорбции катионов металлов (Cu2+, Co2+, Al3+, Fe3+) в рабочий 
буфер добавляли ацетонитрил (10%) и/или ион-парный агент додецилсульфат натрия 
(ДДСН, 2 мМ). 

Результаты и их обсуждение 

От использования буферных систем с рН < 7 (ацетатный и фосфатный 
буферы) пришлось отказаться из-за нестабильности ЭОПа при наличии ионов Cu2+ в 
составе буферного электролита. К тому же заметно возрастает и время анализа ( > 40 
мин). 
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Оптимальное разрешение было достигнуто при использовании боратного 
буфера (рН 8,6) с добавкой 1 мМ катионов металлов Cu2+, Co2+, Al3+ (нитраты 
соответствующих солей). Для предотвращения возможной сорбции ионов Меn+ на 
стенках немодифицированного капилляра в буферный электролит вводили 
ацетонитрил (10 объемн.%) и/или ион-парный агент – 2 мМ додецилсульфата натрия 
(ДДСН). 

Общий вид полученных электрофореграмм представлен на рис. 2. На рис. 2б 
приведена электрофореграмма той же смеси кислот, при условии, что в буферном 
электролите содержится 1 мМ ионов Cu2+. Наблюдается полное разделение 
бензойной и никотиновой кислот (что не достигалось ранее) и улучшение 
разрешения остальных компонентов. Исследована зависимость факторов разрешения 
(Rs) от концентрации ионов меди (II) в буферном электролите. Для пары 
никотиновая – бензойная кислоты значение Rs меняется от 0 до 2; для – м-
аминобензойной и салициловой кислот параметр Rs увеличивается в 2 раза, а для – 
2,4-дигидроксибензойной и м-аминобензойной кислот более, чем в 2 раза, что 
связано с тенденцией ионов Cu2+ к образованию комплексов с молекулами 
никотиновой и м- аминобензойной кислот с участием атомов азота гетероцикла и 
аминогруппы ароматической кислоты. 

 
Рис. 2. Электрофореграмма модельной смеси ароматических кислот 
а) рабочий буфер: 35 мМ боратный буфер (рН 8,5), 10 % ацетонитрила 

 (ЭОП 7,35 мин), б) рабочий буфер: 35 мМ боратный буфер (рН 8,5),  
10 % ацетонитрила, 1 мМ меди (ЭОП 8,08 мин) 

 
Прибор: «Капель 105 Р». Капилляр – Lэфф=50 см, dвнутр=75 мкм; УФ-

детектор, λмакс=214 нм; ввод – гидродинамический 30 мбар, время ввода 20 с, 
напряжение – 20 кВ. 

В специальной серии электрофоретических экспериментов изучено влияние 
времени ввода пробы (10 – 60 с), приложенного напряжения  (15 – 25 кВ), длины 
волны детектирования (190 – 254 нм), природы катиона металла в составе рабочего 
буфера на интенсивность аналитического сигнала, разрешение и эффективность. 

С увеличением времени ввода пробы разрешение (Rs) снижается при 
использовании рабочего буфера с добавкой ионов Cu2+, так и в их отсутствии. 
Однако, эти изменения не всегда одинаковы. Так, при разделении гомованилиновой 
и ванилинминдальной кислот (в отсутствии ионов Сu2+ в составе рабочего 
электролита) увеличение времени ввода от 10 с до 20 с привело к весьма заметному 
снижению разрешения (∆ Rs = 1,1). При использовании того же рабочего буфера, 
содержащего ионы Cu2+ (1 мМ), значение ∆ Rs значительно меньше и составляет 
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всего лишь 0.3, что оказалось весьма существенным обстоятельством при анализе 
реальных биологических объектов, поскольку увеличение времени ввода 
анализируемой пробы является одним из вариантов on-line концентрирования [15, 
16], позволяющих снизить пределы обнаружения аналитов. При этом, важно «не 
проиграть» и  в селективности разделения. 

Чем меньше приложенное напряжение, тем медленнее скорость ЭОП и тем 
больше общее время анализа. Например, при увеличении напряжения (от 15 до 25 
кВ) в случае буферных систем, содержащих ионы Cu2+, заметно снижается общее 
время анализа (от 50 до 25 мин) при сохранении удовлетворительного разрешения. 

Изучено влияние концентрации ионов Cu2+ в составке рабочего буферного 
электролита на электрофоретические характеристики кислот. В отсутствии ионов 
Cu2+ в составе рабочего буфера наблюдается неудовлетворительное разделение 
салициловой, антраниловой и никотиновой кислот. При добавлении 0,25 мМ ионов 
Cu2+, а также при дальнейшем увеличении их концентрации в рабочем электролите 
наблюдается улучшение разрешения компонентов смеси. 

Отмечено, что повышение концентрации ионов Cu2+ в рабочем буфере 
приводит к незначительному снижению электрофоретических подвижностей 
аналитов, что обусловлено процессами их комплексообразования с ионами Cu2+, 
сопровождающимися  увеличением размеров ионов. 

Специальная серия экспериментов была поставлена по исследованию влияния 
добавок и других ионов металлов (Al3+, Fe3+, Co2+) в составе буферного электролита 
на электрофоретические параметры определяемых аналитов. 

На рис. 3 представлены электрофореграммы, иллюстрирующие изменение 
электрофоретического профиля смеси органических кислот в присутствии ионов 
алюминия в рабочем буфере. Видно, что для всех пар кислот разрешение заметно 
возрастает (~ в 2 раза), за исключением антраниловой/никотиновой и 
салициловой/антраниловой кислот. Наибольшее увеличение параметра Rs 
наблюдается для 2,4-дигидроксибензойной/м-аминобензойной и 
никотиновой/бензойной кислот. Аналогичная тенденция имеет место и для Fe3+.  

 
Рис. 3. Электрофореграмма модельной смеси органических кислот 

1 (отрицательный) – ЭОП; 2 – ванилинминдальная кислота; 3 – 
гомованилиновая кислота; 4 – 2,4-дигидроксибензойная кислота; 5 – м-

аминобензойная кислота; 6 – салициловая кислота; 7 – антраниловая кислота; 8 – 
никотиновая кислота; 9 – бензойная кислота.  

а) рабочий электролит: 35 мМ боратный буфер, рН 8.5, 10% ацетонитрила, 2 мМ ДДСН; б) 
рабочий электролит: 35 мМ боратный буфер, рН 8.5, 10% ацетонитрила, 2 мМ ДДСН, 1 мМ Al3+. 
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Система капиллярного электрофореза «Капель 105 Р». Капилляр – Lэфф=50 
см, dвнутр=75 мкм; УФ-детектор, λмакс=214 нм; ввод – гидродинамический 30 мбар, 
время ввода 10 с, напряжение – 20 кВ. 

 
Введение ионов Al3+ и Fe3+ больше всего сказывается на 

электрофоретических  подвижностях соединений, молекулы которых содержат 
фенольные гидроксильные группы (2,4-дигидроксибензойная, салициловая, 
ванилинминдальная, и гомованилиновая кислоты) (рис. 4). 

При добавлении ионов Co2+ в буферный электролит также растет время 
анализа и значительно увеличивается селективность разделения (рис. 4). При этом, в 
отличие от ионов Cu2+, Al3+, Fe3+, наблюдается заметное влияние на величины их 
истинных электрофоретических подвижностей. 
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Рис. 4. Зависимость разрешения (Rs) различных пар органических кислот от 
природы добавленного в рабочий буфер катиона Men+ (1 мМ) (1 – 

ванилинминдальная кислота/ гомованилиновая кислота; 2 – дигидроксибензойная к-
та/ м-аминобензойная кислота; 3 – м-аминобензойная кислота/ салициловая кислота; 

4 – салициловая кислота/ антраниловая кислота; 5 – антраниловая кислота/ 
никотиновая кислота; 6 – никотиновая кислота/ бензойная кислота). Остальные 

условия см. рис. 2 
 
Таким образом,  можно заключить, что влияние ионов Cu2+, в первую 

очередь, сказывается на поведении кислот, в молекулах которых присутствуют 
аминогруппы или атом азота в составе гетероцикла, а присутствие ионов Al3+ и Fe3+ 
значительно изменяет электрофоретические характеристики кислот, молекулы 
которых содержат фенольные гидроксилы. 

Установленные закономерности оказались полезными при 
электрофоретическом анализе реальных объектов (природные воды, витамины, 
моча) как при определении катионов металлов, так и органических лигандов в форме 
их комплексов. 

Так, при электрофоретическом анализе ванилинминдальной и 
гомованилиновой кислот (маркеров нейробластомы [17, 18]) в моче  с 
использованием боратного буфера (рН 8,5) и добавкой в его состав ионов Cu2+ (1 
мМ) наблюдается значительное улучшение разделения этих кислот от мешающих 
компонентов (рис. 5). 
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Рис. 5. Определение ванилинминдальной (ВМА) и гомованилиновой (ГВА) 

кислот в реальном объекте в режиме КЗЭ с использованием добавки Cu2+ 

 в рабочий буфер 
 
Градуировочный график линеен в диапазоне концентраций определяемых 

кислот 0,25 – 50 мг/л (n = 5, Р = 0,95), а достигнутые пределы обнаружения (1,25х10-6 
моль/л для ванилинминдальной кислоты и гомованилиновой – 1,35х10-6 моль/л) 
позволяют проводить их определение в моче и крови на уровне нормы  и тем более 
при патологии, когда их содержание заметно увеличивается. Ошибка определения 
при анализе реального объекта не более 5 %. 

Полученные результаты обеспечили возможность одновременного 
качественного и количественного электрофоретического определения 
ванилинминдальной и гомованилиновой кислот ВМА и ГВА с приемлемым  
разрешением от сопутствующих компонентов, чего не удавалось добиться ранее. 
При этом процедура предварительной пробоподготовки нее потребовалась. 

Таким образом, зная природу определяемых веществ можно избирательным 
комплексообразованием «разгружать» необходимую зону детектирования при 
решении конкретных медико-биологических задач. 

Исследования проводились в рамках реализации ФЦП "Научные и научно-
педагогические кадры инновационной России" на 2009 - 2013 годы.  
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