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Аннотация. В работе исследовано хроматографическое поведение диэфиров ксантофиллов в условиях 

обращенно-фазовой хроматографии на «мономерных» обращенных фазах. Предложен выбор раство-

рителей для составления подвижных фаз на основе растворимости в них диэфиров ксантофиллов и 

других особенных свойств растворителей. Сопоставлены элюирующие силы подвижных фаз, в кото-

рых в смеси с ацетонитрилом использованы ацетон, пропанол-2, этилацетат, хлористый метилен и ме-

тил-трет-бутиловый эфир. Обоснован выбор системы «этилацетат – ацетонитрил» в настоящей работе. 

Рассмотрены особенности определения мертвого времени хроматографической системы с использова-

нием гомологических рядов, к которым относятся диэфиры ксантофиллов, урацила, и предложено ис-

пользование хлорогеновой кислоты, как вещества с большим размером по сравнению с урацилом, для 

уменьшения эксклюзионных эффектов. Показано, что первый вариант имеет недостатки, так как ре-

зультаты определения мертвого времени зависят от длины радикалов в тестовых соединениях, но при 

использовании в первых трех пар гомологов получаются данные, практически равные результатам по 

третьему варианту, что подтверждает значимость эксклюзионных эффектов и определяет выбор основ-

ного способа для последующих исследований. Предложено сопоставление факторов удерживания ди-

эфиров ксантофиллов при замене стационарных фаз одной торговой марки, построенных на одинако-

вых силикагелях, но с разной длиной привитых алкильных групп: С18 и С8. Показано, что учет новых 

представлений по строению силикагеля, как продукта коагуляции непористых наночастиц золя сили-

кагеля, приводящих к выпуклой форме сорбционной поверхности внутри микрочастиц силикагеля. При 

этом модель строения привитого слоя заменяется на аналогичную модель с веерообразным расположе-

нием алкильных радикалов, что резко увеличивает объем пустот между привитыми радикалами и разли-

чие объемов пустот (заполненных компонентами подвижной фазы) в фазах С8 и С18, что подтверждает 

распределительных механизм сорбции диэфиров ксантофиллов на «мономерных» обращенных фазах. 

Наконец, большая вероятность доминирования этого механизма подтверждена согласованностью между 

логарифмами факторов удерживания и липофильностью (как CLogP) некоторых каротинов.  
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Abstract. The chromatographic behavior of xanthophyll diesters in reverse-phase chromatography on "mono-

meric" reversed phases is studied. A choice of solvents for the composition of mobile phases is proposed based 

on the solubility of xanthophyll diesters in them and other special properties of the solvents. The elution forces 

of mobile phases in which acetone, propanol-2, ethyl acetate, methylene chloride, and methyl tert-butyl ether 

are used in a mixture with acetonitrile are compared. The choice of the "ethyl acetate – acetonitrile" system in 

this work is justified. The features of determining the dead time of a chromatographic system using homologous 

series, which include xanthophyll diesters and uracil, are considered, and the use of chlorogenic acid as a 

substance with a larger size compared to uracil is proposed to reduce the exclusion effects. It is shown that the 

first option has disadvantages, since the results of determining the dead time depend on the length of the radi-

cals in the test compounds, but when used in the first three pairs of homologues, data is obtained that is almost 

equal to the results of the third option, which confirms the importance of exclusive effects and determines the 

choice of the main method for subsequent studies. A comparison of the retention factors of xanthophyll diesters 

is proposed when replacing stationary phases of the same brand based on identical silica gels, but with different 

lengths of grafted alkyl groups: C18 and C8. It is shown that new ideas on the structure of silica gel are taken 

into account as a product of coagulation of non-porous nanoparticles of silica sol, leading to a convex shape of 

the sorption surface inside the silica gel microparticles. In this case, the model of the grafted layer structure is 

replaced by a similar model with a fan-shaped arrangement of alkyl radicals, which dramatically increases the 

volume of voids between the grafted radicals and the difference in the volume of voids (filled with mobile 

phase components) in phases C8 and C18, which confirms the distributional mechanism of sorption of xantho-

phyll diesters in the "monomeric" reversed phases. Finally, the high probability of the dominance of this mech-

anism is confirmed by the consistency between the logarithms of retention factors and lipophilicity (as ClogP) 

of some carotenes.  

Keywords: RP HPLC, lutein diesters, dead volume, retention mechanism. 
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Введение 

Каротиноиды широко распространены 

в природе – они синтезируются на уровне 

более 100 миллионов тонн в год циа-

нобактериями, водорослями, сухопут-

ными растениями, а также некоторыми не 

фотосинтезирующими микроорганиз-

мами [1]. Большая часть каротиноидов 

построена из восьми изопреновых еди-

ниц, в структуре молекул содержится 

центральная часть с 9-тью сопряжен-

ными двойными связями, а различие 

между структурами определяется строе-

нием двух концевых фрагментов, благо-

даря чему насчитывается более 700 раз-

личных каротиноидов [1]. Для разделе-

ния этих соединений интенсивно исполь-

зуется хроматографические методы – 

ежегодно публикуется от 80 до 120 ста-

тей, в которых основным используемым 

методом является ВЭЖХ [2]. Каротино-

иды разделяют на неполярные каротины, 

содержащие в структуре только атомы 

углерода и водорода, и более полярные 

ксантофиллы, содержащие дополни-

тельно атомы кислорода (в виде гидрок-

сильных и кето-групп); липофильность 

последних существенно увеличивается 

при этерификации высшими жирными 

кислотами [3]. Сильно липофильные ка-

ротиноиды разделяют с использованием 

неводных обращенных фаз, хотя в случае 

сильно полярных соединений в подвиж-

ную фазу могут добавлять небольшое ко-

личество воды [4-9]. Разнообразие струк-

тур каротиноидов позволяет использо-

вать их для характеризации обращенных 

стационарных фаз в условиях сверхкри-

тической хроматографии [10-11], в том 

числе предложен и тест на селективность 

к форме сорбатов – по разделению цис-

транс-изомеров. Зависимость удержива-

ния липофильных каротиноидов от 

длины и степени прививки алильных ра-

дикалов стационарных фаз трактуется 

как подтверждение реализации распреде-

лительного механизма удерживания сор-

батов [11]. В работе [12] при сравнении 

удерживания каротинов на стационарных 

фазах С18 и С8 был сделан вывод о рас-
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пределительном механизме их удержива-

ния. При понимании отличия удержива-

ния каротиноидов на «мономерных» и 

«полимерных» фазах обычно не делают 

вывода об изменении механизма удержи-

вания [13], если не считать публикации 

работ нашей лаборатории [12, 14]. Вме-

сто дифференциации между абсорбцией 

(распределением) и адсорбцией – гидро-

фобным выталкиванием на поверхность 

обращенной фазы, – предлагается в каче-

стве механизма удерживания использо-

вать выводы о вкладах гидрофильного 

или гидрофобного взаимодействий в хро-

матографической системе [15].  

Цель настоящей работы – оценка меха-

низма удерживания эфиров ксантофиллов 

на «мономерных» обращенных фазах.  

Экспериментальная часть 

Каротиноиды, необходимые для ис-

следования экстрагировали из сушеных 

цветков бархатцев (Tagetes erecta) и су-

шеных коробочек физалиса декоратив-

ного (Physalis alkekengi). Растительный 

материал экстрагировали этилацетатом 

при растирании в фарфоровой ступке при 

отсутствии доступа прямого солнечного 

света. Экстракт разбавляли ацетонитри-

лом в соотношении 1:1 и перед хромато-

графированием отделяли от остатка филь-

трованием через капроновый насадочный 

фильтр с диаметром пор 0.22 мкм. 

Разделение каротиноидов методом об-

ращенно-фазовой ВЭЖХ осуществляли 

на хроматографе Agilent 1260 Infinity с 

диодно-матричным детектором на колон-

ках: 100×4.6 мм Kromasil 100-5-C18, Ag-

ilent Eclips XDB C18 и 100×4.6 мм 

Kromasil 100-5-C8. Разделение прово-

дили при температуре 30оС. Хромато-

граммы регистрировали при длине волны 

445 нм, хранили и обрабатывали в про-

грамме Agilent ChemStation. 

Расчет липофильности каротиноидов 

осуществляли интерактивно на сайте 

Molinspiration. 

 

Обсуждение результатов 

Выбор составов подвижных фаз. При 

выборе составов подвижных фаз исхо-

дили из того, что основными компонен-

тами обычных подвижных фаз в обра-

щенно-фазовой ВЭЖХ являются ацето-

нитрил и метанол. Однако по отношению 

к высоко липофильным каротиноидам, к 

которым относятся диэфиры лютеина и 

зеаксантина, они обладают слабыми элю-

ирующими силами по отношению к этим 

соединениям, но и выбранные диэфиры 

плохо в них растворяются [16]. Поэтому 

для создания приемлемых составов по-

движных фаз к ним необходимы добавки 

значительных объемов других раствори-

телей с хорошей растворяющей способ-

ность по отношению к каротиноидам. 

Среди таких растворителей к наиболее 

доступным и приемлемым можно отне-

сти ацетон, пропанол-2, этилацетат и хло-

ристый метилен. Но недостаток ацетона – 

частичное закрытие для длин волн в рай-

оне 330 нм, запись спектров в котором 

позволяет дифференцировать полностью 

транс и различные моно цис-изомеры 

[17]. Недостаток пропанола-2 – относи-

тельно высокая вязкость, сказывающаяся 

в высоком сопротивлении потоку по-

движной фазы. Этилацетат лишен этих 

недостатков и может быть использован в 

хорошо проветриваемом помещении из-

за сильного запаха. Хлористый метилен, 

к сожалению, может содержать соляную 

кислоту, контакт которой с каротинои-

дами нежелателен. Еще один раствори-

тель, интенсивно применяемый при хро-

матографическом разделении каротинои-

дов – метил-трет-бутиловый эфир 

трудно назвать легко доступным в РФ. 

Выполненный сравнительный анализ 

элюирующей способности смесей ацето-

нитрила с этими растворителями по отно-

шению к дипальмитату лютеина пред-

ставлен на рис. 1. 

Для простого сопоставления элюиру-

ющих сил подвижных фаз на рисунок 
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нанесены горизонтальная линия для срав-

нения объемной доли в смеси с ацетонит-

рилом использованных добавок, необхо-

димых для достижения фактора удержи-

вания дипальмитата лютеина, равного 10; 

вертикальные линии указывают на необ-

ходимые для этого объемные доли этих 

добавок. Из рисунка следует, что наивыс-

шей элюирующей способностью по отно-

шению к дипальмитату лютеина обладает 

метил-трет-бутиловый эфир, немного 

уступает ему хлористый метилен; затем 

следует этилацетат, пропанол-2 и послед-

ним в этом списке оказывается ацетон. 

Следовательно, ацетон позволит макси-

мально снизить расход дорогостоящего 

ацетонитрила, но этилацетат и ацетонит-

рил представляют наиболее доступную 

пару компонентов для приготовления по-

движных фаз для разделения диэфиров 

ксантофиллов. 

Особенности определения мертвого 

объема. Хроматограмма диэфиров люте-

ина, полученная в подвижной фазе, со-

держащей 55 об.% этилацетата в ацетони-

триле, представлена на рис. 2.  

На хроматограмме видны шесть ос-

новных пиков диэфиров полностью 

транс-лютеина, причем использованная 

подвижная фаза позволяет записать элек-

тронные спектры поглощения не только 

этих пиков, но следующих за ними сме-

сей цис-изомеров с характеристической 

цис-полосой с максимумом около 330 нм 

(см. вставку в рис. 2).  

В работе [12] отмечалось различие 

мертвых времен, найденных по удержи-

ванию гомологов и по удерживанию ура-

цила. В настоящей работе вновь прове-

дено сравнение значений мертвых объе-

мов, определенным не только по двум 

указанным способам, но и по удержива-

нию хлорогеновой кислоты. Полученные 

результаты представлены в табл. 1.  

Как и в работе [12] наибольшее и 

наиболее воспроизводимое значение 

мертвого времени получено по удержива-

нию урацила. Поскольку это может сви-

детельствовать о большей доступности 

пространства внутри частиц силикагеля 

[12], то при увеличении размера заменой 

урацила, например, на хлорогеновую 

кислоту (5-кофеоилхинную кислоту) сле-

довало бы ожидать уменьшения мертвого 

времени, что на самом деле и произошло 

по данным, приведенным в табл. 1, с 

также высокой воспроизводимостью. 

Наименьшее мертвое время при самой 

невысокой воспроизводимости получа-

ется при учете всех пара гомологов ди-

эфиров лютеина по формуле: 

tR(N+2) = a·tR(N) + b, 

из которого следует [12], что  

 
Рис. 1. Зависимость удерживания лютеина дипальмитата в подвижных фазах на основе 

ацетонитрила с добавками иных растворителей: 1 – метил-трет-бутилового эфира; 2 – 

хлористого метилена; 3 – этилацетата, 4 – пропанола-2; 5 – ацетона. Колонка: 150×4.6 мм 

Kromasil-100-5C18, температура 30оС. 

Fig. 1. Dependence of lutein dipalmitate retention in mobile phases based on acetonitrile with 

additives of other solvents: 1 – methyl tert-butyl ether; 2 – methylene chloride; 3 – ethyl acetate, 

4 – propanol-2; 5 – acetone. Column: 150×4.6 mm Kromasil-100-5C18, temperature 30°C. 
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t0 = -b/(a-1). 

Но если расчет производить по первым 

трем парам гомологического ряда, то 

мертвое время оказывается сопостави-

мым с мертвым временем, определенным 

по удерживанию хлорогеновой кислоты, 

что уже согласуется с параметром, опре-

деленным по удерживанию хлорогеновой 

кислоты и с некоторыми литературными 

данными [18]. Это можно считать более 

корректным способом определения t0, 

если считать, что удерживание веществ с 

преимущественно абсорбционным (рас-

пределительным) механизмом должно 

включать и удерживание по адсорбцион-

ному варианту. Уменьшение этого пара-

метра для последней – наиболее объем-

ной группы гомологов может отражать 

дальнейшее усиление эксклюзивных эф-

фектов. 

Отметим также, что при изменении со-

става подвижной фазы до 60 об. % этила-

цетата в ацетонитрила все три варианта 

мертвого времени уменьшаются по срав-

нению с рассмотренным выше, так, как 

если бы объем пространства, доступного 

для урацила, хлорогеновой кислоты и ди-

эфиров лютеина, уменьшался благодаря 

более быстрому вытеснению их этилаце-

татом. 

 
Рис. 2. Разделение диэфиров лютеина в подвижной фазе 55 об. % этилацетата в ацетони-

триле, 0.8 см3/мин и вставка электронных спектров поглощения пиков 3 и 3а. 

Соединения 1 – лаурат-миристат; 2 – димиристат; 3 – миристат-пальмитат; 4 – дипаль-

митат; 5 – пальмитат-стеарат; 6 – дистеарат лютеина. Колонка: 150×4.6 мм Kromasil-100-

5C18, температура 30оС. Длина волны записи хроматограммы 445 нм. 

Fig. 2. Separation of lutein diesters in the mobile phase of 55 vol. % ethyl acetate in acetoni-

trile, 0.8 ml/min and insertion of the electronic absorption spectra of peaks 3 and 3a. Com-

pounds 1 –laurate-myristate; 2 – dimyristate; 3 – myristate-palmitate; 4 – dipalmitate; 5 – palmi-

tate-stearate; 6 – lutein distearate. Column: 150×4.6 mm Kromasil-100-5C18, temperature 30 

°C. The wavelength of the chromatogram recording is 445 nm. 
 

Таблица 1. Сопоставление величин мертвого времени (t0) хроматографической системы (на 

рис.2), определенных по удерживанию урацила, хлорогеновой кислоты (5CQA) и по сумме 

шести гомологов (а), по трем первым парам (б) и по трем вторым парам (в). 

Table 1. Comparison of the values of the dead time (t0) of the chromatographic system (in Fig. 2), 

determined by the retention of uracil, chlorogenic acid (5CQA) and the sum of six homologues 

(a), the first three pairs (б) and the second three pairs (в). 

Способ определения Величины t0, мин разброс 

по урацилу 1.767 1.767 1.766 1.767 менее ± 0.001 

по хлорогеновой кислоте 1.669 1.670 1.670 1.670 менее ± 0.001 

По серии гомологов 

а 1.560 1.570 1.592 1.574 ± 0.012 

б 1.694 1.698 1.692 1.695 ± 0.002 

в 1.448 1.472 1.513 1.478 ± 0.023 
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О механизме удерживания диэфиров 

лютеина. Для решения этой проблемы 

предлагаем тот же подход, что и в работе 

[12], – сравнивая удерживание диэфиров 

лютеина при одном и том же составе по-

движной фазы, но при замене С18 фазы 

на С8 фазу; на рис. 3 сопоставлены такие 

хроматограммы. 

Рис. 3 наглядно показывает резкое 

уменьшение удерживания всех соедине-

ний при изменении длины привитого ра-

дикала. Количественные выражения по 

уменьшению факторов удерживания всех 

диэфиров лютеина представлены в табл. 2. 

Как и в работе [12] вместо роста удер-

живания диэфиров лютеина немногим 

больше двух рост оказался также суще-

ственно большим. Но если тогда объясне-

ние этого эффекта было проблематич-

ным, то после публикации работы [19], в 

которой строение частиц силикагеля рас-

сматривается как коагуляционное «сши-

вание» непористых исходного золя. При 

 
Рис. 3. Разделение диэфиров лютеина в подвижной фазе 60 об. % этилацетата в ацетони-

триле на стационарных фазах С18 и С8, 0.8 см3/мин. 

Соединения 1 – лаурат-миристат; 2 – димиристат; 3 – миристат-пальмитат; 4 – дипаль-

митат; 5 – пальмитат-стеарат; 6 – дистеарат лютеина. Колонка: 150×4.6 мм Kromasil-100-

5C18 и 150×4.6 мм Kromasil-100-5C8, температура 30оС. Длина волны записи хромато-

граммы 445 нм. 

Fig. 3. Separation of lutein diesters in the mobile phase of 60 vol. % of ethyl acetate in acetoni-

trile in stationary phases C18 and C8, 0.8 ml/min. Compounds 1 –laurate-myristate; 2 – 

dimyristate; 3 – myristate-palmitate; 4 – dipalmitate; 5 – palmitate-stearate; 6 – lutein distearate. 

Column: 150×4.6 mm Kromasil-100-5C18 and 150×4.6 mm Kromasil-100-5C8, temperature 

30°C. The wavelength of the chromatogram recording is 445 nm. 

 

Таблица 2. Рост факторов удерживания диэфиров лютеина при замене С8 фазы на С18 фазу 

(при расчете факторов удерживания по мертвому времени, определенному по удержива-

нию хлорогеновой кислоты) 

Table 2. Growth of lutein diester retention factors when replacing the C8 phase with the C18 phase 

(when calculating retention factors with the dead time determined by chlorogenic acid retention) 

Эфиры лютеина 

Времена удерживания, мин 

на колонках: k(C18)/k(C8) 

С18 С8 

Лаурат-миристат 6.92 3.62 4.2 

Димиристат (+ лаурат-пальмитат) 8.02 3.80 4.6 

Миристат-пальмитат (+ лаурат-стеарат) 9.36 3.99 5.0 

Дипальмитат (+ миристат-стеарат) 10.98 4.20 5.4 

Пальмитат-стеарат 12.93 4.44 5.9 

Дистеарат  15.27 4.69 6.5 
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этом сорбционная поверхность стано-

вится выпуклой и привитые алкильные 

радикалы расходятся при удалении от от-

вечающих за прививку силоксановых 

групп веером. Но в таком случае объем 

пустот между привитыми радикалами 

возрастает не в первой степени с длиной 

привитого радикала, а с третьей степе-

нью, что и соответствует большим значе-

ниям соотношения факторов удержива-

ния веществ при сорбции на стационар-

ной фазе С18 по сравнению со стационар-

ной фазой С8. При этом и рост этого со-

отношения с ростом длины алкильных 

групп сорбатов также объясним затруд-

нениями при сорбции веществ со слиш-

ком длинными алкильными группами. 

Наконец, между удерживанием ве-

ществ по распределительному механизму 

в условиях обращенно-фазовой хромато-

графии и липофильностью, выраженной 

через CLogP, должна существовать ли-

нейная взаимосвязь [20]. Такая линей-

ность получена для удерживания лико-

пина, фитофлуина и фитоина, а также для 

ликопина, -каротина и -каротина, рис. 4. 

 

 

Заключение 

С использованием выбранной системы 

«этилацетат – ацетонитрил» в настоящей 

работе определены особенности опреде-

ления мертвого времени хроматографи-

ческой системы, в результате чего было 

предложено использование хлорогено-

вой кислоты, как маркера мертвого вре-

мени вместо урацила для уменьшения 

эксклюзионных эффектов. Предложено и 

обосновано сопоставление факторов 

удерживания диэфиров ксантофиллов 

при замене стационарных фаз одной тор-

говой марки, построенных на одинако-

вых силикагелях, но с разной длиной при-

витых алкильных групп: С18 и С8, на ос-

новании чего для сорбции диэфиров 

ксантофиллов в качестве доминирую-

щего механизма удерживания предложен 

распределительный механизм, подтвер-

жденный согласованностью между лога-

рифмами факторов удерживания и липо-

фильностью (как CLogP) некоторых ка-

ротинов.  

 
Рис. 4. Сопоставление CLogP(i) и lgk(i) каротинов: 1 – ликопин, 2 – -каротин, 

3 – -каротин, 4 – фитофлуин, 5 -фитоин. 

Условия ВЭЖХ: А – колонка: Kromasil 100-5C18, подвижная фаза 60 об. % этилацетата 

в ацетонитриле; Б – колонка Agilent Eclips XDB C18, подвижная фаза 60 об. % ацетона в 

ацетонитриле. 

Fig. 4. Comparison of ClogP(i) and lgk(i) carotenes: 1 – lycopene, 2 – -carotene, 3 – -caro-

tene, 4 – phytofluin, 5 - phytoin. HPLC. 

 Conditions: A – column: Kromasil 100-5C18, movable phase 60 vol. % ethyl acetate in ace-

tonitrile; B – Agilent Eclips XDB C18 column, mobile phase 60 vol. % of acetone in 

acetonitrile. 
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Конфликт интересов  

Авторы заявляют, что у них нет из-

вестных финансовых конфликтов интере-

сов или личных отношений, которые 

могли бы повлиять на работу, представ-

ленную в этой статье. 
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