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Научная статья 
УДК 543 
doi: 10.17308/sorpchrom.2023.23/11140 
  
Изучение возможности получения постоянных концентраций 
органорастворимых аналитов в органических средах в процессе 
эксплуатации монолитных хромато-десорбционных систем 
в статическом режиме 
 
Игорь Артемьевич Платонов✉, Ирина Михайловна Муханова, 
Ирина Николаевна Колесниченко, Александр Сергеевич Брыксин 
1Самарский национально-исследовательский университет имени академика С.П. Королева, Самара, 
Россия, pia@ssau.ru✉ 
 
Аннотация. Разработка и совершенствование методов и средств приготовления стандартных образцов 
состава, веществ и материалов является одной из актуальных задач современной аналитической химии. 
Подобные образцы широко используют для градуировки аналитических приборов, контроля правиль-
ности результатов химического анализа, создания модельных сред для ускоренных испытаний и изу-
чения механизма протекания различных реакций и процессов, оценки эффективности катализаторов, 
создания искусственных газовых и жидких сред. Таким образом, круг потенциальных потребителей 
газовых смесей известного состава не ограничивается только химиками-аналитиками, а также вклю-
чает большое число специалистов различных областей науки и производства. 
В работе представлены результаты аналитического пути решения этой задачи – разработка и изготов-
ление монолитных хромато-десорбционных систем (ХДС), с использованием которых представляется 
возможным получать растворы органических растворителей с известным содержанием целевого веще-
ства статическим способом. Объект исследования представляет собой полимерный стержень, получа-
емый в результате полимеризации двухкомпонентной эпоксидной смолы, в котором аналит, предвари-
тельно нанесенный на нанодисперсный адсорбент, равномерно распределен в объеме полимера. Про-
ведена экстракция аналитов из ХДС при различных температурных и барометрических условиях в ста-
тическом режиме экстракции. Результаты проведенной работы могут быть использованы для создания 
растворов органических растворителей с известным содержанием целевого вещества. 
Ключевые слова: газовая хроматография, градуировочные смеси, статические методы, хромато-де-
сорбционные системы, полимеры, органические растворители, эпоксидные смолы 
Для цитирования: Платонов И.А., Муханова И.М., Колесниченко И.Н., Брыксин А.С. Изучение воз-
можности получения постоянных концентраций органорастворимых аналитов в органических средах в 
процессе эксплуатации монолитных хромато-десорбционных систем в статическом режиме // Сорбци-
онные и хроматографические процессы. 2023. Т. 23, № 2. С. 158-170. https://doi.org/10.17308/sorp-
chrom.2023.23/11140 
 

Original article 
 

Study of the possibility of obtaining constant concentrations 
of organically soluble analytes in organic media during the operation 
of monolithic chromato-desorption systems in a static mode 
 
Igor A. Platonov✉, Irina M. Mukhanova, 
Irina N. Kolesnichenko, Alexander S. Bryksin 
1Korolev Samara National Research University, Samara, Russian Federation, pia@ssau.ru✉ 

 
Abstract. The development and improvement of methods and means for the preparation of standard samples 
of composition, substances and materials is one of the urgent tasks of modern analytical chemistry. Such sam-
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ples are widely used for calibrating analytical instruments, checking the correctness of chemical analysis re-
sults, creating model environments for accelerated testing and studying the mechanism of various reactions 
and processes, evaluating the effectiveness of catalysts, and creating artificial gas and liquid media. Thus, the 
range of potential consumers of gas mixtures of known compositions is not limited to analytical chemists, but 
also includes a large number of specialists in various areas of science and production. 
The study presents the results of an analytical solution of the problem - the development and manufacture of 
monolithic chromato-desorption systems (CDS), the use of which allows to obtain solutions of organic solvents 
with a known content of the target substance by a static method. The object of study is a polymer rod obtained 
as a result of polymerization of a two-component epoxy resin, in which the analyte, previously applied to a 
nanodispersed adsorbent, is uniformly distributed in the polymer volume. The extraction of analytes from CDS 
was carried out under various temperature and barometric conditions in a static extraction mode. The results 
of this study can be used to create solutions of organic solvents with a known content of the target substance. 
Keywords: gas chromatography, calibration mixtures, static methods, chromato-desorption systems, poly-
mers, organic solvents, epoxy resins. 
For citation: Platonov I.A., Mukhanova I.M., Kolesnichenko I.N., Bryksin A.S. Study of the possibility of 
obtaining constant concentrations of organically soluble analytes in organic media during the operation of 
monolithic chromato-desorption systems in a static mode. Sorbtsionnye i khromatograficheskie protsessy. 
2023. 23(2): 158-170. (In Russ.). https://doi.org/10.17308/sorpchrom.2023.23/11140 

Введение 
Методы получения газовых смесей, 

содержащих известное количество целе-
вого компонента, разделяют на статиче-
ские и динамические [1-5]. 

В отличие от статических способов, в 
которых приготовление стандартных га-
зовых смесей (СГС) происходит в за-
мкнутой системе, динамические способы 
основаны на введении целевых компо-
нентов в поток подвижной фазы. Эти ме-
тоды практически не имеют ограничений 
по природе и концентрациям целевых 
компонентов и могут быть использованы 
для приготовления стандартных смесей 
(СС) как газообразных компонентов, а 
также паров, жидкостей органических и 
неорганических соединений.  

По механизму насыщения потока газа-
разбавителя динамические методы при-
готовления СГС подразделяют на равно-
весные и неравновесные. Равновесные 
динамические методы основаны на рас-
пределении целевых компонентов между 
газовой и конденсированной (жидкой или 
твердой) фазами. Для данных систем не-
характерна зависимость концентрации 
аналитов от объемной скорости потока 
газовой фазы, если обеспечивается усло-
вие межфазного равновесия, что присуще 
неравновесным динамическим методам. 

Среди множества используемых 
неравновесных динамических методов 

приготовления СГС широкое применение 
получили диффузионный и мембранный 
методы, а среди равновесных – полибар-
ботажный, хромато-десорбционный и 
хромато-мембранный способы [6]. 

Диффузионный метод основан на диф-
фузии паров целевого вещества, находя-
щегося в жидком агрегатном состоянии, 
через капилляр с определенными геомет-
рическими параметрами в поток газа-раз-
бавителя [4, 6]. Метод довольно прост в 
исполнении и обеспечивает возможность 
получения газовых смесей с очень высо-
кими (до нескольких г/дм3) концентраци-
ями целевых компонентов. Многокомпо-
нентные газовые смеси, как правило, ге-
нерируют с использованием нескольких 
диффузионных ячеек, которые снабжены 
капиллярами с различными геометриче-
скими размерами [7, 8]. 

К недостаткам данного метода можно 
отнести возможность получения СГС 
только достаточно летучих соединений и 
необходимость термостатирования уста-
новки с точностью поддержания темпера-
туры до ±0.1°С. 

Мембранный метод основан на про-
никновении (диффузии) молекул целе-
вых компонентов в поток газа-разбави-
теля через мембрану, в качестве которой 
используют проницаемые для летучих ве-
ществ стенки ампулы или запаянной 
трубки из полимерных материалов. Ам-
пулу предварительно заполняют целевым 
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веществом в сжиженном, жидком или 
твердом агрегатном состоянии. 

В настоящее время мембранный метод 
является наиболее популярным динами-
ческим методом приготовления СГС, а 
функционирующие на его основе так 
называемые «источники микропотоков 
газов и паров2 входят в состав государ-
ственного первичного эталона молярной 
доли и массовой концентрации компо-
нентов в газовых средах [6].  

Несомненными достоинствами мем-
бранного метода являются: возможность 
генерирования СГС практически любых 
органических и неорганических веществ, 
включая агрессивные и реакционноспо-
собные, за исключением наиболее низко-
кипящих газов; возможность генерирова-
ния СГС в широком концентрационном 
диапазоне; высокая степень изученности 
процесса и его метрологического обосно-
вания; большой выбор генераторов газо-
вых смесей, функционирующих на базе 
этого метода; легкость автоматизации и 
простота обслуживания этих генераторов. 

К недостаткам рассматриваемого ме-
тода по сравнению с другими можно от-
нести относительно высокую стоимость 
оборудования, длительность выхода на 
рабочий режим генерирования СГС и 
необходимость тщательного термостати-
рования процесса с погрешностью под-
держания температуры не менее ± 0.1°С. 
Следует также отметить необходимость 
постоянного и точного взвешивания ам-
пул или трубок с рабочей жидкостью в 
процессе генерирования СГС для расчета 
точных концентраций целевых компо-
нентов. 

Полибарботажный метод основан на 
принципе многоступенчатой газовой экс-
тракции летучего вещества из малолету-
чей жидкости потоком газовой фазы, по-
дающейся с постоянной объемной скоро-
стью. Полибарботажная система состоит 
из последовательно соединенных сосу-
дов, содержащих раствор летучего веще-
ства в нелетучей жидкости с различными 
начальными концентрациями [9-11]. 

Данная система позволяет получать 
поток газа с постоянной концентрацией 
только на начальном временнóм этапе ра-
боты, в процессе дальнейшей эксплуата-
ции концентрация аналита в СГС экспо-
ненциально уменьшается. Оптимальной 
является система с тремя сосудами в со-
ставе многоступенчатой системы. Мень-
шее количество ступеней не обеспечи-
вает стабильности поддержания состава 
СГС, а большее не приводит к пропорци-
ональному увеличению эффективности [6].  

Хромато-мембранный способ основан 
на генерировании СГС при прохождении 
потока газа-экстрагента по микропорам 
бипористой гидрофобной матрицы, кон-
тактирующим с макропорами, по кото-
рым перемещается генерирующий вод-
ный раствор целевых компонентов [12]. В 
пористой среде резко возрастает площадь 
межфазной поверхности жидкость–газ и 
скорость установления межфазного рав-
новесия по сравнению с традиционным 
барботированием. Это позволяет при 
прочих равных условиях использовать 
для генерирования СГС на порядок более 
высокие расходы газа-экстрагента [13]. 

Использование хромато-мембранного 
способа позволяет получать стабильные в 
течение нескольких часов СГС с микро-
концентрациями полярных органических 
и неорганических веществ на уровне не-
скольких мг/м3 и ниже. Достоинствами 
данного метода являются быстрое время 
выхода на стационарные значения целе-
вых компонентов в потоке газа-экстра-
гента (менее минуты), возможность со-
здания СГС с заранее заданными концен-
трациями целевых компонентов. 

Объемы генерируемых СГС в хро-
мато-мембранном методе могут быть 
увеличены за счет применения компози-
ционных матриц большего объема, сорб-
ционно-активных материалов с 
бо́льшими коэффициентами адсорбции 
по отношению к целевым компонентам и 
увеличения содержания этих материалов 
в матрице [14]. 
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Хромато-десорбционный способ полу-
чения СГС основан на равновесном насы-
щении летучими соединениями потока 
инертного газа при его прохождении че-
рез хромато-десорбционную систему 
(ХДС). В качестве носителя могут быть 
использованы полимерные, модифициро-
ванные инертные, неорганические и 
наноструктурированные сорбенты. 

Процесс получения газовых смесей 
хромато-десорбционным способом про-
водят в две стадии: хромато-сорбционная 
стадия, заключается в равновесном насы-
щении сорбента летучими органиче-
скими соединениями (ЛОС) при темпера-
туре выше рабочих температур системы; 
хромато-десорбционная стадия, заключа-
ется в десорбции ЛОС при прохождении 
через систему инертного газа при темпе-
ратуре ниже температуры насыщения. 

Таким образом, регулируется вели-
чина константы распределения веществ в 
системе сорбент-газ, что обеспечивает 
получение потоков с заданным содержа-
нием ЛОС, при этом не требуется допол-
нительного разбавления и изменения 
других параметров системы. [15]. При ис-
пользовании хромато-десорбционного 
способа требуется в 10 раз меньше реак-
тивов (по сравнению с другими динами-
ческими способами создания стандарт-
ных газовых смесей) и отсутствует необ-
ходимость утилизации отработанных 
растворов, что соответствует принципам 
«зеленой» химии. Достоинствами спо-
соба являются стабильность, высокая 
точность приготовленных смесей, про-
стота аппаратурного оформления и экс-
плуатации, а также возможность получе-
ния многокомпонентных смесей в одном 
цикле, что открывает возможность мини-
атюризации и применения хромато-де-
сорбционных систем в полевых условиях 
[6,15]. 

Стоит отметить тот факт, что про-
блемы, связанные с приготовлением 
стандартных сред, не ограничиваются 
только газовыми растворами – проблема 
создания стандартных жидких сред в 

настоящее время особенно актуальна [6]. 
На сегодняшний день одним из недоста-
точно изученных динамических методов 
изготовления смесей является создание 
потока органических или неорганических 
растворителей с определённым содержа-
нием целевого компонента в среде моно-
литной полимерной матрицы. 

Монолиты представляют собой разде-
лительную среду, состоящую из непре-
рывного, единого блока вещества, изго-
товленного с помощью полимеризации, 
перенос вещества в котором происходит 
за счёт конвективного потока внутри пор 
полимерной матрицы. Скорость разделе-
ния в колонках с монолитным наполните-
лем, таким образом, намного выше, чем 
скорость разделения в гранулированных 
стационарных фазах, так как для них пе-
ренос вещества ограничен скоростью 
диффузии через частицы. 

Научный интерес к монолитным фазам 
появился во второй половине прошлого 
века. Первые попытки изготовления 
сплошной и пористой стационарной 
фазы, состоящей из полимерного геля, 
были предприняты на рубеже 1960-х и 
1970-хх годов и не привели к успеху из-
за малой проницаемости полимерного 
монолита элюентом [16]. 

В 1970-1973 годах были проведены ис-
следования по использованию полиуре-
тановых пен в качестве монолитной мат-
рицы для разделения алифатических, ли-
нейных и ароматических углеводородов 
[17-19] в газо-адсорбционной хромато-
графии. Посредством модифицирования 
полимера серьёзно повысило селектив-
ность, эффективность разделения и ём-
кость загрузки газохроматографической 
системы. В некоторых конфигурациях 
удавалось достичь достаточного слипа-
ния монолита со стеклянной колонкой, 
однако полностью решить проблему про-
никновения элюента в пространство 
между полимером и стенкой колонки, а 
также проблему разрыва полимерных це-
пей и образования полостей между бло-
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ками сжатого после высушивания поли-
мера не удавалось. Данное обстоятель-
ство тормозило развитие монолитных 
наполнителей и их использование в ана-
литических системах. 

Вскоре после этих исследований миру 
были представлены капиллярные ко-
лонки [20], особенностью которых стало 
нанесение слоя сорбента на стенки коло-
нок при сохранении длинного пустого ка-
нала посередине капилляра. Такая конфи-
гурация, обеспечивая отличную проница-
емость для газового потока и позволяя 
легко увеличить количество теоретиче-
ских тарелок за счёт удлинения капил-
ляра, в итоге быстро завоевала популяр-
ность среди учёных-хроматографистов, а 
исследования монолитных наполнителей 
отошли далеко на задний план. 

Само слово «монолит» в контексте 
хроматографии впервые появилось в 
1993 году в одной из статей книги о раз-
делительных и прочих технологических 
свойствах целлюлозы и использовалось 
там для описания блока модифицирован-
ной целлюлозной губки, предназначен-
ной для разделения полимеров [21]. 

Ф. Швец предложил называть моноли-
тами неподвижную фазу, состоящую из 
единого блока пористого материала, та-
кого как органический полимер, неорга-
ническое вещество или их комбинация, 
изготовляемого обычно с помощью реак-
ций поликонденсации, полимеризации, 
реакций клик-химии и других процессов, 
которые проводятся в пространстве, огра-
ниченном формовочной матрицей, ко-
лонкой, капилляром или поверхностью 
подложки» [22]. 

В период 1980-1990 хх годов работы 
многих научно-исследовательскими 
групп ученых (под руководством Б.Г. Бе-
ленького, Т.Б. Тенниковой, Ф. Швеца, 
С. Хьертена) доказали, что монолитный 
полимерный наполнитель обладает мно-
гообещающим потенциалом и очевид-
ными преимуществами, и сделали это 
настолько явным, что такой концепт раз-

делительной среды удалось наконец по-
пуляризовать достаточно широко в науч-
ном сообществе, а работа Ф. Швеца от 
1992 года до сих пор остаётся одной из 
самых цитируемых публикаций по теме 
монолитных разделительных сред [23-26]. 

Прочнее всего к настоящему моменту 
монолитные матрицы укрепились в каче-
стве стационарных фаз для жидкостной 
хроматографии для разделения биологи-
ческих макромолекул, в том числе белко-
вых, с высокими показателями селектив-
ности и эффективности разделения [27]. 

В составе установок капиллярной ОФ 
ВЭЖХ монолитные стационарные фазы 
используются для разделения стандарт-
ных белков, изоформ белков [27], а также 
антител, олигонуклеотидов и крупных 
пептидов [28].  

Монолитные стационарные фазы все 
чаще применяются в ионно-обменной, 
гидрофильной и газовой хроматографии 
для анализа ионных органических и неор-
ганических соединений [29], белков и 
пептидов [27] и малолетучих органиче-
ских веществ [30]. 

Широкий круг применения монолит-
ных матриц свидетельствует о том, 
насколько прочно они вошли в обиход 
инструментальных методов аналитиче-
ской химии в качестве наполнителей хро-
матографических колонок. Однако, по-
мимо хроматографии, монолиты находят 
своё применение в ещё одной научно-тех-
нической области – как твёрдые носители 
для создания водных, органических и 
водно-органических жидких сред, вклю-
чая смеси суспензионного и эмульсион-
ного типа, с известным содержанием ана-
лита. 

Целью настоящего исследования явля-
лась сравнительная оценка работы ХДС в 
жидких органических средах при различ-
ных температурах и давлении в статиче-
ском режиме экстракции. 

Экспериментальная часть 
Объектом исследования являлись мо-

нолитные ХДС, полученные в результате 
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полимеризации двухкомпонентной эпок-
сидной смолы, в которой аналит, предва-
рительно нанесенный на нанодисперс-
ный адсорбент, был равномерно распре-
делен в объеме полимера. В работе были 
изучены характеристики извлечения ана-
лита из таких систем. При изготовлении 
ХДС в качестве материала матрицы ис-
пользовали модифицированную двух-
компонентную эпоксидную смолу. Нано-
дисперсным адсорбентом являлся пиро-
генный гидрофобный диоксид кремния. 
В качестве органической среды использо-
вали н-октан – малолетучий предельный 
неполярный органический растворитель. 
В качестве аналитов были выбраны не-
сколько предельных жирных кислот 
(ЖК) – тетрадекановая (С14), пентадека-
новая (С15), гексадекановая (С16), окта-
декановая (С18). Исследуемые аналиты 
практически нерастворимы в воде и 
имеют высокую растворимость в непо-
лярных органических растворителях. 

Изготовление экспериментальных об-
разцов монолитных ХДС производили в 
несколько стадий: 

1) нанесение аналита на нанодисперс-
ный адсорбент; 

2) смешивание приготовленного ад-
сорбента с жидким полимером; 

3) полимеризация смеси. 
Нанесение аналита на нанодисперс-

ный адсорбент проводили следующим 
способом: смешивали раствор органиче-
ской кислоты и нанодисперсный адсор-
бент, после тщательного перемешивания 
аналита и адсорбента выпаривали орга-
нический растворитель с помощью рота-
ционного испарителя. Следовые количе-
ства растворителя удаляли в сушильном 
шкафу. Измельченный однородный аэро-
сил, содержащий ЖК, добавляли к жид-
кому полимеру. 

Для полимеризации образца была 
спроектирована и изготовлена силиконо-
вая форма, в которую заливали получен-
ную смесь.  

Таким образом, было получено не-
сколько экспериментальных образцов 

монолитных ХДС с габаритными разме-
рами 100 мм×7 мм×3.5 мм, состоящие из 
полимерной матрицы, нанодисперсного 
адсорбента и аналита. Массовая доля 
каждого исследуемого аналита по отно-
шению к массе полимера составляла 
20±1%. 

Для оценки возможности применения 
изготовленного материала в качестве 
матрицы для создания постоянных кон-
центраций аналита было проведено де-
сять циклов экстракции в статическом ре-
жиме, который заключался в помещении 
исследуемой ХДС на 24 часа в н-октан в 
объеме 100 см3 (с обновлением октана по-
сле каждого погружения) при температу-
рах 25, 50 и 80°C.  

Анализ полученных экстрактов прово-
дили на газовом хроматографе Кристалл 
5000, оснащенном пламенно-ионизаци-
онным детектором. Определение компо-
нентов осуществляли на кварцевой ка-
пиллярной колонке FFAP 50 м×0.32 мм 
×0.5 мкм фирмы Agilent. Температура 
термостата колонок: изотерма 180°С (0 
минут), нагрев до 220°С со скоростью 
6°С в минуту, изотерма 40 минут. Темпе-
ратура испарителя 220°С. Температура 
детектора 250°С. Поток газа-носителя 
(азота) 1 см3 /мин, сброс 1:50.  Объем вво-
димой пробы 1 мм3. Количественное 
определение содержания аналитов в экс-
тракте проводили методом абсолютной 
градуировки. 

Обсуждение результатов 
В таблицах 1-3 представлены резуль-

таты анализа образцов н-октана, получен-
ные в статическом режиме экстракции 
при 25, 50 и 80°C соответственно. Данные 
таблиц представлены на рисунках 1-4.  

Из представленных данных видно, что 
после первой статической экстракции 
наблюдается значительное снижение 
концентрации аналита в н-октане, кото-
рое можно объяснить десорбцией слабо-
закреплённого аналита с поверхности из-
готовленных ХДС. Подвижная фаза про 
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Таблица 1. Результаты анализа н-октана после статической экстракции ЖК из ХДС при 25°C 
Table 1. Analysis results n-octane after static extraction of FA from CDS at 25°C 

№ погружения в 
экстракционную 

среду 

Концентрация в исходном растворе 𝐶𝐶 , мг/м3 

�̅�𝑥 ± ∆,𝑛𝑛 = 5,𝑃𝑃 = 0.95 
С14 С15 С16 С18 

1 246±7 292±10 310±7 770±31 
2 166±4 157±3 107±3 281±9 
3 175±3 142±6 122±6 260±6 
4 178±7 139±5 124±4 273±12 
5 168±6 144±2 125±5 290±4 
6 162±4 160±13 133±3 279±6 
7 159±5 155±6 119±2 292±7 
8 180±14 142±7 130±4 279±5 
9 164±2 145±3 128±3 284±7 

10 157±6 178±5 144±8 287±6 
 
Таблица 2. Результаты анализа н-октана после статической экстракции ЖК из ХДС при 50°C 
Table 2. Analysis results n-octane after static extraction of FA from CDS at 50°C 

№ погружения в 
экстракционную 

среду 

Концентрация в исходном растворе 𝐶𝐶 , мг/м3 
�̅�𝑥 ± ∆,𝑛𝑛 = 5,𝑃𝑃 = 0.95 

С14 С15 С16 С18 
1 609±7 617±10 731±7 1648±31 
2 400±4 338±3 312±3 675±9 
3 393±3 331±6 283±6 625±6 
4 396±7 318±5 284±4 632±12 
5 388±6 328±2 276±5 633±4 
6 377±4 335±13 302±3 620±6 
7 380±5 330±6 283±2 640±7 
8 382±14 322±7 297±4 641±5 
9 370±2 334±3 296±3 640±7 

10 372±6 348±5 291±8 634±6 
 
Таблица 3. Результаты анализа н-октана после статической экстракции ЖК из ХДС при 80°C 
Table 3. Analysis results n-octane after static extraction of FA from CDS at 80°C 

№ погружения в 
экстракционную 

среду 

Концентрация в исходном растворе 𝐶𝐶 , мг/м3 
�̅�𝑥 ± ∆,𝑛𝑛 = 5,𝑃𝑃 = 0.95 

С14 С15 С16 С18 
1 805±7 967±10 997±7 2655±31 
2 543±4 534±3 427±3 960±9 
3 536±3 497±6 401±6 913±6 
4 538±7 499±5 402±4 936±12 
5 527±6 501±2 410±5 941±4 
6 545±4 508±13 410±3 940±6 
7 539±5 516±6 422±2 947±7 
8 570±14 514±7 416±4 938±5 
9 552±2 503±3 403±3 934±7 
10 551±6 523±5 433±8 936±6 

 
никает в поры, присутствующие в поли-
мерной матрице, и полностью заполняет 

их за короткий промежуток времени. При 
этом достигается максимальная площадь 
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Рис 1. Зависимость концентрации тетрадекановой кислоты в н-октане от цикла статической 

экстракции при температурах 25 (1), 50(2) и 80°C (3) 
Fig 1. The dependence of the concentration of tetradecanoic acid in n-octane from the static extrac-

tion cycle at temperatures of 25 (1), 50 (2), and 80°C (3) 

 
Рис 2. Зависимость концентрации пентадекановой кислоты в н-октане от цикла статической 

экстракции при температурах 25 (1), 50 (2) и 80°C (3) 
Fig 2. The dependence of the concentration of pentadecanoic acid in n-octane from the static ex-

traction cycle at temperatures of 25 (1), 50 (2), and 80°C (3) 

 
Рис 3. Зависимость концентрации гексадекановой кислоты в н-октане от цикла статической 

экстракции при температурах 25 (1), 50 (2) и 80°C (3) 
Fig 3. The dependence of the concentration of hexadecanoic acid in n-octane from the static extrac-

tion cycle at temperatures of 25 (1), 50 (2), and 80°C (3) 

 
Рис 4. Зависимость концентрации октадекановой кислоты в н-октане от цикла статической 

экстракции при температурах 25 (1), 50 (2) и 80°C (3) 
Fig 4. The dependence of the concentration of octadecanoic acid in n-octane 

from the static extraction cycle at temperatures of 25 (1), 50 (2), and 80°C (3)
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контакта между аналитами и экстраген-
том. После заполнения пор молекулами 
растворителя ЖК, находящиеся на по-
верхности пор полимерной матрицы, 
начинают диффундировать в н-октан, 
имея самый короткий путь диффузии и 
самую высокую скорость высвобожде-
ния. Растворимость и коэффициент диф-
фузии для четырех исследуемых ЖК раз-
личны из-за отличий в длине углеводо-
родного радикала и размера молекулы, 
поэтому концентрации этих аналитов в 
растворах различаются между собой.  

Все исследуемые в рамках этого экспе-
римента образцы, начиная со второго и 
всех последующих погружениях в экс-
тракционную среду, производят десорб-
цию аналитов в близких количествах  

Как видно из представленных рисун-
ков, повышение температуры экстра-
гента увеличивает растворимость ана-
лита и коэффициента диффузии, приво-
дит к ослаблению взаимодействий между 
молекулами аналита и монолитной мат-
рицей, снижает вязкость и поверхностное 
натяжение растворителя, что улучшает 
его проникновение в поры и простран-
ство между матричными частицами.  

Сопоставляя результаты эксперимен-
тов, полученных при исследовании моно-
литных ХДС при температурах 25 и 50°C, 
25 и 80°C, наблюдается увеличение со-
держания ЖК в экстрактах более чем в 2 
и 3 раза соответственно. Из представлен-
ных данных становится ясно, что увели-
чение температуры статической экстрак-
ции одновременно повышает содержание 
ЖК в растворах и уменьшает длитель-
ность получения квазистационарных 
концентраций ЖК в н-октане за счет бо-
лее быстрого высвобождения анализиру-
емых компонентов из матрицы монолит-
ной ХДС. 

По результатам анализа полученных 
данных можно заключить, что степень 
десорбции органорастворимых аналитов 
из исследуемых монолитных ХДС в орга-
нический растворитель не имеет четкой 
зависимости от длины углеводородной 

цепи. Вероятнее всего, это обусловлено 
ограниченным числом исследованных го-
мологов, что не позволило сделать более 
целостного наблюдения. ЖК располага-
ются в следующем порядке увеличения 
содержания в н-октане: гексадекановая, 
пентадекановая, тетрадекановая, октаде-
кановая кислоты. Можно предположить, 
что с ростом углеводородного радикала 
увеличивается сродство аналита к раство-
рителю, поэтому десорбция идет более 
активно. Аномалия десорбции октадека-
новой кислоты может быть вызвана ро-
стом пространственных затруднений в 
порах матрицы в силу увеличения раз-
мера радикала. 

В результате проведенного экспери-
мента был сделан вывод о том, что ис-
пользование монолитных ХДС, состоя-
щих из эпоксидной смолы и нанодис-
персного адсорбента с нанесенными ана-
литами, позволяют получать растворы н-
октана с известным содержанием высших 
ЖК в режиме статической экстракции 
при 25, 50 и 80°C. 

Заключение 
Таким образом, в работе проведена 

сравнительная оценка степени извлече-
ния ЖК из монолитных ХДС при различ-
ных температурах в статическом режиме 
экстракции. Показано, что в десяти цик-
лах статической экстракции н-октаном 
для всех исследованных аналитов наблю-
дается постоянство получаемых концен-
траций с погрешностью не превышаю-
щей 10%. 

Однозначной зависимости степени де-
сорбции от длины углеводородного ради-
кала установить не удалось, однако 
можно предположить, что с увеличением 
числа атомов углерода в цепи будет расти 
сродство молекул аналита и раствори-
теля, что должно способствовать облег-
чению процесса перехода в жидкую фазу, 
но лишь до тех пор, пока размер моле-
кулы не станет создавать пространствен-
ных затруднений для движения в порах 
матрицы.  
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Установлено, что повышение темпера-
туры экстракции ожидаемо, приводит к 
увеличению содержания ЖК в растворах 
н-октана и уменьшает длительность по-
лучения квазистационарных концентра-
ций. Полученные результаты могут быть 
использованы для создания растворов с 
известным содержанием целевого веще-
ства статическим способом. 
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Особенности определения энтальпии сорбции антоцианов 
в условиях обращенно-фазовой ВЭЖХ 
 
Виктор Иванович Дейнека1✉, Андрей Николаевич Чулков2, 
Елена Юрьевна Олейниц1, Иван Станиславович Пронин1, 
Ирина Петровна Блинова1, Ирина Ивановна Тыняная1, 
Ярослава Юрьевна Саласина1, Владимир Федорович Селеменев3 
1Белгородский государственный национальный исследовательский университет, Белгород, Россия, 
deineka@bsu.edu.ru✉ 

2Белгородское отделение Центра оценки качества зерна, Белгород, Россия 
3Воронежский государственный университет, Воронеж, Россия 
 
Аннотация. Определены изменения термодинамических параметров переноса некоторых антоцианов 
из подвижной фазы на стационарную по упрощенному способу. Исследования проводили в условиях 
обращенно-фазовой хроматографии на колонке марки Symmetry C18 в подвижной фазе, содержащей 
8 об.% ацетонитрила, 10 об.% муравьиной кислоты в воде. Ранее было установлено, что удерживание 
антоцианов зависит от давления на входе в хроматографическую колонку, поэтому для получения пра-
вильных результатов при смене температуры необходимо изменять скорость подачи подвижной фазы 
для достижения того же давления. При этом получаемые параметры не зависят от того, при каком дав-
лении на входе в колонку они были получены. Поэтому в предлагаемом в настоящей работе упрощен-
ном (более быстром) способе измерения осуществляются только при одном давлении на входе в ко-
лонку. Однозначно определяемые из экспериментальных данных энтальпии переноса 3-глюкозидов 
шести основных природных антоцианидинов относительно мало различаются между собой: наимень-
шая энтальпия найдена для пеонидин-3-глюкозида (-27.9±0.3 кДж/моль), а наибольшая – для дельфини-
дин-3-глюкозида (-33.1±0.3 кДж/моль), при этом закономерности изменения этого параметра при до-
бавлении гидрокси- или метокси- групп не являются отчетливо выраженными. Изменение энтропии, 
ΔΔSo параметров для пеларгонидин-3-глюкозида показало, что для антоцианов наблюдается энталь-
пийно-энтропийная компенсация, объясняющая трудности выяснения влияния добавляемых функцио-
нальных групп на термодинамические параметры. Для исключения эффекта указанной компенсации 
предлагается рассчитывать ΔΔGo, как параметра, рассчитываемого по разности (для удаления пара-
метра, зависящего от фазового соотношения) натуральных логарифмов факторов удерживания анали-
зируемого вещества и вещества сравнения – пеларгонидин-3-глюкозида. Как и следовало предполагать, 
в этом случае добавление гидрофильных гидрокси-групп приводит (с учетом знака) к росту относи-
тельное изменение изобарно-изотермического потенциала ΔΔGo на ~1.7 кДж/моль на одну группу, а 
добавление гидрофобных метокси-групп, наоборот, – к уменьшению ΔΔGo на ~ -1.0 кДж/моль на одну 
группу с неплохой аддитивностью вкладов групп (± 0.1 кДж/моль). Показано также, что ΔΔGo возрас-
тает на 2.6±0.2 кДж/моль при переходе от 3-глюкозидов к 3,5-диглюкозидам пяти антоцианидинов. 
Рассчитаны также изменения ΔΔGo при усложнении углеводного радикала в положении 3. 
Ключевые слова: антоцианы, термодинамические параметры удерживания, обращенно-фазовая 
ВЭЖХ, зависимость удерживания от давления, прямые расчеты изменения изобарно-изотермического 
потенциала. 
Благодарности: работа выполнена при поддержке Министерства науки и высшего образования РФ в 
рамках государственного задания ВУЗам в сфере научной деятельности на 2023-2025 годы, проект № 
FZGU-2023-0009 
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И.И., Саласина Я.Ю., Селеменев В.Ф. Особенности определения энтальпии сорбции антоцианов 
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Peculiarities of the determination of the sorption enthalpy 
of anthocyanins under conditions of reverse-phase HPLC 
 
Victor I. Deineka1✉, Andrey N. Chulkov2, Elena Yu. Oleinitz1, 
Ivan S. Pronin1, Irina P. Blinova1, Irina I. Tynyanaya1, 
Yaroslava Yu. Salasina1, Vladimir F. Selemenev3 
1Belgorod State University, Belgorod, Russian Federation, deineka@bsu.edu.ru✉ 
2Belgorod branch "Center for assessing the quality of grain and products of its processing", Belgorod, Russian 
Federation 
3Voronezh State University, Voronezh, Russian Federation 
 
Abstract. Changes in the thermodynamic parameters of the transfer of some anthocyanins from the mobile 
phase to the stationary phase were determined using a simplified method. The studies were carried out under 
conditions of reversed-phase chromatography on a Symmetry C18 column in a mobile phase containing 
8 vol.% acetonitrile, 10 vol.% formic acid in water. It was previously found that the retention of anthocyanins 
depends on the pressure at the inlet to the chromatographic column, therefore, in order to obtain the correct 
results with a change in temperature, it is necessary to change the flow rate of the mobile phase to achieve the 
same pressure. In this case, the obtained parameters do not depend on the pressure at which they were obtained 
at the column inlet. Therefore, in the simplified (faster) method proposed in this study, measurements were 
carried out only at one pressure at the column inlet. The enthalpies of transfer of 3-glucosides of six main 
natural anthocyanidins, unambiguously determined from experimental data insignificantly differ from each 
other: the lowest enthalpy was found for peonidin-3-glucoside (-27.9±0.3 kJ / mol), and the highest enthalpy 
was determined for delphinidin-3-glucoside (-33.1±0.3 kJ/mol), while the patterns of change in this parameter 
upon the addition of hydroxy or methoxy groups were not clearly expressed. Entropy change, ΔΔSo parameters 
for pelargonidin-3-glucoside showed that enthalpy-entropy compensation is observed for anthocyanins, which 
explains the difficulties in elucidating the effect of added functional groups on thermodynamic parameters. For 
the elimination of the effect of this compensation, it was proposed to calculate ΔΔGo, as a parameter calculated 
by the difference (for the removal of the parameter depending on the phase ratio) of the natural logarithms of 
the retention factors of the analyte and the reference substance - pelargonidin-3-glucoside. As expected, in this 
case the addition of hydrophilic hydroxy groups leads (taking into account the sign) to an increase in ΔΔGo by 
~ 1.7 kJ/mol per group, and the addition of hydrophobic methoxy groups, on the contrary, leads to a decrease 
in ΔΔGo by ~ -1.0 kJ/mol per group with good additivity of group contributions (±0.1 kJ/mol). It was also 
shown that ΔΔGo increases by 2.6±0.2 kJ/mol during the transition from 3-glucosides to 3,5-diglucosides of 
five anthocyanidins. Changes of ΔΔGo for the more complex carbohydrate radical in position 3 were also cal-
culated. 
Keywords: anthocyanins, thermodynamic retention parameters, reverse phase HPLC, dependence of the re-
tention on pressure, direct calculations of change in isobaric isothermal potential. 
Acknowledgments: this work was supported by the Ministry of Science and Higher Education of the Russian 
Federation as part of a state order for universities in the field of scientific activity for 2023-2025, project no. 
FZGU-2023-0009 
For citation: Deineka V.I., Chulkov A.N., Oleinitz E.Yu., Pronin I.S., Blinova I.P., Tynyanaya I.I., Salasina 
Ya.Yu, Selemenev V.F. Peculiarities of the determination of the sorption enthalpy of anthocyanins under con-
ditions of reverse-phase HPLC. Sorbtsionnye i khromatograficheskie protsessy. 2023. 23(2): 171-181. (In 
Russ.). https://doi.org/10.17308/sorpchrom.2023.23/11141  

Введение 
Удерживание веществ в хроматогра-

фии и их разделение зависит от энергии 
их взаимодействия со стационарной фа-
зой и с компонентами подвижной фазы. 
Анализ устанавливающегося равновесия 
между двумя фазами необходим для 

обоснования теоретических моделей 
удерживания в хроматографии [1, 2]. К 
числу важных направлений такого ана-
лиза удерживания относят определение 
термодинамических характеристик пере-
носа веществ с подвижной фазы на стаци-
онарную, для чего традиционно исполь-
зуют уравнение Вант Гоффа [3]: 
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𝑙𝑙𝑙𝑙 𝑘𝑘 (𝑖𝑖) = −𝛥𝛥𝐻𝐻0

𝑅𝑅𝑅𝑅
+ 𝛥𝛥𝑆𝑆0

𝑅𝑅
+ 𝑙𝑙𝑙𝑙 𝜑𝜑, (1) 

где k(i) – фактор удерживания сорбата i, 
ΔH0 – изменение энтальпии переноса сор-
бата i из подвижной фазы на стационар-
ную, ΔS0 – изменение энтропии этого же 
процесса, R – газовая постоянная, T – аб-
солютная температура, 𝜑𝜑 – фазовое соот-
ношение колонки. При этом для расчета 
фактора удерживания необходимо опре-
деление t0, рассматриваемое как время 
удерживания не сорбируемого компо-
нента: 

𝑘𝑘(𝑖𝑖) = 𝑡𝑡𝑅𝑅(𝑖𝑖)−𝑡𝑡0
𝑡𝑡0

,   (2) 
где tR(i) – время удерживания сорбата i.  

Простые и хорошо известные уравне-
ния (1) и (2) на самом деле не столь три-
виальны. Так, ΔH0 – физико-химический 
параметр, измеряемый по определению 
при некотором постоянном давлении [4]. 
В колоночной хроматографии при изме-
рении времени удерживания давление на 
входе в колонку всегда отличается от дав-
ления на выходе, что необходимо для пе-
ремещения подвижной фазы. Но вслед-
ствие низкой сжимаемости жидкостей в 
жидкостной хроматографии это различие 
не принципиально. Тем не менее в ряде 
работ было установлено, что реально 
фактор удерживания в обращенно-фазо-
вой ВЭЖХ зависит от давления на входе 
в колонку [5] не только для полимерных 
и олигомерных соединений, но и для мо-
лекул небольшого размера. Некоторые 
причины, приводящие к этому эффекту, 
обсуждены в работе [6]. Более того, в ра-
боте [7] нелинейность в графике Вант 
Гоффа в широком диапазоне температур 
связывают с возможными конформаци-
онными изменениями в стационарной 
С18-фазе при изменении температуры, 
вследствие чего величины «мертвого» 
объема могут быть различными для ве-
ществ различного строения. 

Зависимость удерживания антоцианов 
от давления в условиях обращенно-фазо-
вой хроматографии на «мономерной» 
С18-фазе была установлена в работе [8]. 

В этой работе было найдено, что нату-
ральный логарифм фактора удерживания 
сорбата при постоянной температуре и 
относительно небольших давлениях (ме-
нее 200 бар) может быть аппроксимиро-
ван квадратичным уравнением: 

𝑙𝑙𝑙𝑙 𝑘𝑘 (𝑖𝑖) = 𝑏𝑏0 + 𝑏𝑏1 ⋅ 𝑃𝑃 + 𝑏𝑏2 ⋅ 𝑃𝑃2,  (3) 
где P – давление (избыточное) на входе в 
колонку. 

Использование этого уравнения позво-
лило рассчитать логарифмы факторов 
удерживания сорбатов при различных 
температурах, но при одинаковых расчет-
ных давлениях на входе в колонку. Изме-
нения энтальпий, рассчитанные при по-
стоянных скоростях подвижной фазы, 
для каждого из 3-глюкозидов шести 
обычных природных антоцианидинов 
(дельфинидина, цианидина, петунидина, 
пеларгонидина, пеонидина и мальви-
дина) различались на ~10%. Так, ΔH0 рас-
считанные при скоростях 0.8 и 0.2 см3/мин, 
например, для мальвидин-3-глюкозида 
составили -26.9 и -23.7 кДж/моль, соот-
ветственно. Но при расчете при одинако-
вых давлениях (либо 0, либо 50, либо 100 
бар) для мальвидин-3-глюкозида полу-
чили очень близкие результаты (напри-
мер, -22.3, -22.2 и -21.9 кДж/моль, соот-
ветственно. 

Наличие логарифма фазового соотно-
шения в уравнении (1) не позволяет рас-
считать изменение энтропии для каждого 
из соединений. Оценка фазового соотно-
шения по доле углерода в используемом 
сорбенте [9] не может быть признанной 
корректной, поскольку, во-первых, при-
витой слой не эквивалентен жидкой фазе 
алканов вследствие неплотной прививки 
на поверхности силикагеля. Даже при 
максимальной степени дериватизации си-
ликагеля плотность прививки силаноль-
ных групп примерно вдвое меньше, чем 
упаковка н-алканов в твердом состоянии 
[10]. Во-вторых, плотность прививки ал-
кильных групп на поверхности С18-сор-
бентов может быть различной, и удержи-
вание при этом изменяется [11]. Но 
можно вследствие вычитания lnϕ оценить 
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изменение как энтропии, ΔΔS0(i→j), так и 
энтальпии, ΔΔH0(i→j), относительно ве-
щества, принятого в качестве вещества 
сравнения. 

Второе уравнение предполагает ис-
пользование t0, но вопрос определения 
«мертвого» времени [12] очень сложный, 
и этот параметр зависит от механизма 
удерживания сорбатов. Так для веществ, 
проникающих в привитую фазу, исполь-
зование времени удерживания несорби-
руемого компонента не приемлемо.  

Таким образом, расчет энтальпии пе-
реноса сорбатов из подвижной фазы на 
стационарную по традиционной схеме 
(при постоянной скорости подвижной 
фазы без учета давления на входе в ко-
лонку) может привести к ошибочным ре-
зультатам. Но способ определения термо-
динамических параметров, использован-
ный в работе [8] время затратный, по-
этому цель настоящего исследования - 
разработка более быстрого способа опре-
деления термодинамических параметров 
переноса антоцианов с подвижных фаз на 
стационарные.  

Экспериментальная часть 
Для сокращенного обозначения анто-

цианов в работе использованы буквенные 
обозначения: Dp – дельфинидин 
(3,5,7,3’,4’,5’-гексагидроксофлавилий), 
Cy – цианидин (3,5,7,3’,4’-пентагидрок-
софлавилий), Pt – петунидин (3,5,7,3’,4’-
пентагидроксо-5’-метоксифлавилий), Pn 
– пеонидин (3,5,7,4’-тетрагидроксо-3’-
метоксифлавилий), Mv – мальвидин 
(3,5,7,4’-тетрагидроксо-3’,5’-диметок-
сифлавилий). Добавление к аббревиатуре 
3Glu или 3,5diGlu обозначает 3-глюко-
зиды или 3,5 диглюкозиды соответствую-
щих агликонов; три 3-диглюкозида обо-
значены: 3Rut – 3-рутинозид, 3(6″-рамно-
зилглюкозид); 3Sopho – 3-софорозид, 
3(2″-глюкозилглюкозид), 3Sam – 3-сам-
бубиозид, 3(2″-ксилозилглюкозид); два 
3-тригликозида обозначены: 3GRut – 
3(2″-рамнозилрутинозид); 3XRut – 3(2″-
ксилозилрутинозид). 

В работе использовали экстракты ан-
тоцианов из природных растительных 
материалов: листьев багряника канад-
ского (Cercis canadensis) – как источник 
Dp3Gl, Cy3Glu, Pt3Glu, Pn3Glu и Mv3Glu 
[13], плодов барбариса обыкновенного 
(Berberis vulgaris) – как источника 
Pg3Glu [14], плодов винограда японского 
(Vitis coignetiae) – как источника 3,5-ди-
глюкозидов [15], вишни обыкновенной 
(Prunus cerasus) – как источника 
Cy3Sopho и Cy3GRut [16], и черной ма-
лины (Rubus occidentalis) – как источника 
Cy3Sam и Cy3XRut [17]. Экстракты в 0.1 
М водном растворе соляной кислоты хра-
нили в морозильной камере в пластико-
вой посуде. 

Разделение антоцианов осуществляли 
на оборудовании Agilent 1200 Infinity с 
диодно-матричным детектором. Хрома-
тограммы записывали при 515 нм, рис. 1. 
В работе использовали хроматографиче-
скую колонку 150×4.6 мм Symmetry C18 
(3.5 мкм); основная подвижная фаза 8 
об.% ацетонитрила, 10 об.% муравьиной 
кислоты в воде. Для сопоставления изме-
нения изобарно-изотермических потен-
циалов переноса 3-глюкозидов антоциа-
нидинов определяли зависимость их 
удерживания от концентрации ацетонит-
рила в двух элюентных системах: (а) 6 – 
10 об.% ацетонитрила, 10 об.% муравьи-
ной кислоты в воде и (б) 15 – 18 об.% аце-
тонитрила, 0.5 об.% H3PO4 в воде. Объем 
вводимой пробы 20 мкл. Мертвое время 
определяли по удерживанию щавелевой 
кислоты. Хроматограммы регистриро-
вали и обрабатывали программой 
ChemStation, а расчеты выполняли в MS 
Excel. 

Выход хроматографической системы в 
режим контролировали по полному сов-
падению двух последовательно записан-
ных хроматограмм; это обеспечивает по-
грешность в определении lnk не больше 
0.002. После смены температуры ско-
рость подачи подвижной фазы снижали 
до достижения давления на входе в ко-
лонку, равного использованному в 
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предыдущем опыте с погрешностью не 
более 1 бар. 

Обсуждение результатов 
Поскольку в работе [8] было показано, 

что результаты расчета термодинамиче-
ских характеристик практически одина-
ковы при использовании данных по удер-
живанию антоцианов при любом посто-
янном давлении, то достаточно опреде-
лить удерживание при всех температурах 
при использовании скоростей подачи по-
движной фазы, обеспечивающих одина-
ковое давление на входе в колонку. Кор-
ректность использования щавелевой кис-
лоты в качестве неудерживаемого соеди-
нения для определения t0 связана с тем, 
что антоцианы удерживаются по попла-
вочному механизму [18], в котором 
только агликон проникает в привитой 
слой, а гидрофильный углеводный заме-
ститель остается на поверхности фазы. 

Полученные результаты для 3-глюко-
зидов шести обычных природных аглико-
нов представлены в табл. 1. В таблице ис-
пользован еще один вариант сопоставле-
ния термодинамических параметров 

сорбции антоцианов, корректно исключа-
ющий lnϕ – разность изобарно-изотерми-
ческих потенциалов с использованием 
вещества сравнения (Pg3Glu), ΔΔG0: 

𝛥𝛥𝛥𝛥𝐺𝐺0(𝑖𝑖 → 𝑗𝑗) = 𝛥𝛥𝛥𝛥𝐻𝐻0(𝑖𝑖 → 𝑗𝑗) 
−𝑇𝑇 ⋅ 𝛥𝛥𝛥𝛥𝑆𝑆0(𝑖𝑖 → 𝑗𝑗),   (4) 

где i и j – сопоставляемые вещества. От-
метим, что такой расчет совпал с резуль-
татами простого быстрого способа: 

𝛥𝛥𝛥𝛥𝐺𝐺0(𝑖𝑖 → 𝑗𝑗) = 𝑅𝑅𝑇𝑇 𝑙𝑙𝑙𝑙 𝑘𝑘 (𝑗𝑗) −
𝑅𝑅𝑇𝑇 𝑙𝑙𝑙𝑙 𝑘𝑘 (𝑖𝑖).    (5) 

По представленным в табл. 1 данным 
можно сделать вывод о том, что добавле-
ние метокси- и гидрокси-групп в струк-
туру Pg3Glu почти аддитивно складыва-
ется при расчетах изменения изобарно-
изотермического потенциала и соответ-
ствует порядку элюирования антоцианов: 
tR(Dp3Glu)<tR(Cy3Glu) 
<tR(Pt3Glu)<tR(Pg3Glu)<tR(Pn3Glu)<tR(M
v3Glu). 

Но роста (по модулю) энтальпий пере-
носа всех шести 3-глюкозидов с подвиж-
ной на стационарную фазу в этом же по-
рядке не найдено. Более того, для тройки 
антоцианов (Dp3Glu, Cy3Glu и Pg3Glu), 
для которых число полярных ОН-групп в 
структуре кольца В уменьшается с 3 до 1,  

 
Рис. 1. Разделение антоцианов экстрактов А – листьев багряника канадского и плодов 

барбариса; Б – плодов японского винограда; В – плодов вишни; Г – плодов черной малины. 
Антоцианы: 1 – Dp3,5diGlu; 2 – Cy3,5diGlu; 3 – Dp3Glu; 4 – Cy3Sopho; 5 – Pt3,5diGlu; 

6 – Cy3GRut; 7 – Cy3Sam; 8 – Cy3Glu; 9 – Cy3XRut; 10 – Pn3,5diGlu; 11 – Cy3Rut; 12 – Pt3Glu; 
13 – Mv3,5diGlu; 14 – Pg3Glu; 15 – Pn3Glu; 16 – Mv3Glu. 

Fig. 1. Separation of anthocyanins extracts A – leaves of Cercis canadensis and barberry 
fruits; B – fruits of Japanese grapes; B – cherry fruits; G – black raspberry fruits 

Anthocyanins: 1 – Dp3,5diGlu; 2 – Cy3,5diGlu; 3 – Dp3Glu; 4 – Cy3Sopho; 5 – Pt3,5diGlu; 
6 – Cy3GRut; 7 – Cy3Sam; 8 – Cy3Glu; 9 – Cy3XRut; 10 – Pn3,5diGlu; 11 – Cy3Rut; 12 – Pt3Glu; 

13 – Mv3,5diGlu; 14 – Pg3Glu; 15 – Pn3Glu; 16 – Mv3Glu. 
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Таблица 1. Результаты расчетов термодинамических параметров удерживания антоцианов в 
подвижной фазе 8 об. % ацетонитрила и 10 об. % муравьиной кислоты на колонке 150×4.6 мм 
Symmetry C18, 3.5 мкм при постоянном давлении на входе в колонку 
Table 1. The results of calculations of the thermodynamic parameters of the retention of anthocyanins 
in the mobile phase of 8 vol. % acetonitrile and 10 vol. % formic acid on a 150×4.6 mm Symmetry 
C18, 3.5 µm column at constant column inlet pressure 

№ Антоциан 
ΔH0, 

кДж/моль 
ΔΔH0*(i→j), 
кДж/моль 

ΔΔS0(i→j), 
Дж/(моль·К) 

ΔΔG0(i→j), 
кДж/моль 

1 Dp3Glu -33.1±0.3** -4.9 -27.1 3.5 
2 Cy3Glu -29.2±0.3 -1.0 -8.4 1.6 
3 Pt3Glu -29.8±0.3 -1.6 -6.7 0.5 
4 Pg3Glu -28.2±0.3 0 0 0 
5 Pn3Glu -27.9±0.3 0.3 4.5 -1.1 
6 Mv3Glu -29.0±0.3 -0.7 4.2 -2.0 

Примечание: * – расчет относительно Pg3Glu; ** – погрешности определены по данным работы [5]. 
 
соответственно, при росте удерживания 
экзотермичность снижается. Следова-
тельно, экспериментально найденный по-
рядок элюирования антоцианов обеспе-
чивается энтропийной составляющей, 
что заставляет вспомнить о так называе-
мой «энтальпийно-энтропийной» ком-
пенсации. 

По заместительной модели удержива-
ния в обращенно-фазовой хроматогра-
фии наклон зависимости логарифма 
удерживания сорбата от логарифма мо-
лярной концентрации органического мо-
дификатора водно-органических подвиж-
ных фаз указывает на число высвобожда-
емых молекул органического раствори-
теля при сорбции [19]. На картах разделе-
ния второго типа [20] логарифмы факто-
ров удерживания всех сорбатов строятся 
как функции логарифма фактора удержи-
вания вещества сравнения, R, (в нашем 
случае R=Pg3Glu) по уравнению (6).  

𝑙𝑙𝑙𝑙 𝑘𝑘 (𝑖𝑖) = 𝑎𝑎0(𝑖𝑖) + 𝑎𝑎1(𝑖𝑖) ⋅ 𝑙𝑙𝑙𝑙 𝑘𝑘 (𝑅𝑅)   (6) 
При этом получают набор прямых ли-

ний, у которых наклон, а1(i), равен отно-
шению числа моль молекул оргиниче-
ского модификатора, высвобождаемых 
при сорбции каждого из сорбатов относи-
тельно такого же параметра для вещества 
сравнения. 

Результаты определения a1 для пяти 3-
глюкозидов относительно Pg3Glu в двух 

элюентных системах, содержащих ацето-
нитрил, представлены в табл. 2. Для ряда 
Dp3Glu – Cy3Glu – Pg3Glu в элюентах, 
подкисленных 10 об. % муравьиной кис-
лоты, параметры а1(i) равны 1.072–1.028–
1.000, соответственно. Это указывает на 
рост числа молекул ацетонитрила высво-
бождаемых при сорбции на С18-фазе при 
добавлении ОН-групп в структуру анто-
циана. Это не обязательно указывает на 
повышение чисел сольватации антоциа-
нов ацетонитрилом. Более вероятно то, 
что вытесняется большее число молекул 
ацетонитрила, заполняющих рыхлый 
слой привитых С18-радикалов, при про-
никновении в него молекул бóльшего 
размера. Поскольку в этом слое имеются 
молекулы не только ацетонитрила, но и 
муравьиной кислоты, то возможна соль-
ватация антоцианов по гидроксильным 
группам в привитом слое молекулами му-
равьиной кислоты, что обеспечивает не 
только повышение экзотермичности про-
цесса сорбции, но и уменьшение энтро-
пии антоцианов в сорбированном состоя-
нии.  

В подвижных фазах, подкисленных 
орто-фосфорной кислотой, наклоны пря-
молинейных зависимостей на картах раз-
деления второго типа для этих же антоци-
анов при добавлении ОН-групп растут 
еще больше, табл. 2. Это согласуется с  
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Таблица 2. Параметры уравнения (5) на картах разделения второго типа в двух элюентных 
системах: а – «ацетонитрил-10 об. % муравьиной кислоты-вода», и б – «ацетонитрил-0.5 об. 
% орто-фосфорно кислоты-вода» 
Table 2. Parameters of equation (5) on separation maps of the second type in two eluent systems: 
A – "acetonitrile – 10 vol. % formic acid-water", and b – “acetonitrile – 0.5 vol. % ortho-phosphoric 
acid-water" 

№ Антоцианы 
Элюентная система а Элюентная система б 

а0 а1 а0 а1 
1 Dp3G -0.566 1.072 -0.585 1.139 
2 Cy3G -0.260 1.028 -0.262 1.053 
3 Pt3G -0.126 1.134 -0.141 1.129 
4 Pn3G 0 1 0 1 
5 Pn3G 0.148 1.089 0.128 1.072 
6 Mv3G 0.258 1.188 0.225 1.152 

 
Таблица 3. Изменение термодинамических параметров удерживания антоцианов при добав-
лении глюкозидного радикала к некоторым 3-глюкозидам в подвижной фазе 8 об. % ацетони-
трила и 10 об. % муравьиной кислоты на колонке 150×4.6 мм Symmetry C18, 3.5 мкм при 
постоянном давлении на входе в колонку 
Table 3. Change in the thermodynamic parameters of anthocyanin retention upon addition of a glu-
coside radical to some 3-glucosides in the mobile phase 8 vol. % acetonitrile and 10 vol. % formic 
acid on a 150×4.6 mm Symmetry C18, 3.5 µm column at constant column inlet pressure 

№ Антоциан 
ΔH0, 

кДж/моль 
ΔΔH0*(i→j), 
кДж/моль  

ΔΔS0(i→j), 
кДж/(моль·К) 

ΔΔG0(i→j), 
кДж/моль 

1 Cy3Glu -29.2 ± 0.3 0 0 0 
2 Cy3,5diGlu -30.7 ± 0.3 -1.5 -13.3 2.8 
3 Pt3Glu -29.8 ± 0.3 0 0 0 
4 Pt3,5diGlu -29.7 ± 0.3 0.1 -8.5 2.8 
5 Pn3Glu -27.9 ± 0.3 0 0 0 
6 Pn3,5diGlu -26.4 ± 0.3 1.6 -2.6 2.4 
7 Mv3Glu -29.0 ± 0.3 0 0 0 
8 Mv3,5diGlu -26.6 ± 0.3 2.3 -0.7 2.5 

Примечание * – расчет относительно Pg3Glu; ** – погрешности определены по данным работы [5]. 
 
тем, что в привитом слое уже нет муравь-
иной кислоты, и пустоты заполняются 
только молекулами ацетонитрила, по-
этому и вытесняется большее число этих 
молекул. 

Повышение липофильности (и роста 
удерживания антоцианов) при добавле-
нии метокси-группы в структуру антоци-
анов (переход в ряду Pg3Glu→ 
Pn3Glu→Mv3Glu) приводит к немоно-
тонному изменению энтальпии и энтро-
пии и предсказание или объяснение их 
изменения проблематично.  

В табл. 3 приведены результаты опре-
деления изменения термодинамических 
параметров удерживания антоцианов при 

добавлении глюкозидного радикала в по-
ложение 5 для четырех 3-глюкозидов.  

Для всех четырех случаев, представ-
ленных в табл. 3, изменение энергии Гиб-
бса - положительное и примерно одина-
ковое (от 2.4 до 2.8 кДж/моль), что указы-
вает, во-первых, на падение удерживания 
при таком изменении структуры, опреде-
ленное как важная закономерность в ра-
боте [21]. Во-вторых, это свидетель-
ствует об эффективности инкрементной 
модели (уравнение 7) в этом случае.  

𝑙𝑙𝑙𝑙 𝑘𝑘 (𝑋𝑋3,5𝑑𝑑𝑖𝑖𝐺𝐺𝑙𝑙𝑑𝑑) ≈ 𝑙𝑙𝑙𝑙 𝑘𝑘 (𝑋𝑋3𝐺𝐺𝑙𝑙𝑑𝑑) +
𝛥𝛥(5𝐺𝐺𝑙𝑙𝑑𝑑).    (7) 

Но относительно ΔΔH0 и ΔΔS0 для всех 
пар антоцианов наблюдаются заметные  
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Таблица 4. Изменение термодинамических параметров удерживания антоцианов при добав-
лении гликозидных радикалов к имеющемуся гликозидному радикалу в Cy3Glu 
Table 4. Changes in the thermodynamic parameters of anthocyanin retention upon addition of gly-
cosidic radicals to the existing glycosidic radical in Cy3Glu 

№ Тип гликозидов Антоциан ΔH0, 
кДж/моль 

ΔΔH0*(i→j), 
кДж/моль  

ΔΔS0(i→j), 
Дж/(моль·К) 

ΔΔG0(i→j), 
кДж/моль 

1 моногликозид Cy3Glu -29.2 0 0 0 
2 

диглюкозиды 
Cy3Sopho -31.3 -2.1 -11.3 1.5 

3 Cy3Sam -30.3 -1 -4.5 0.4 
4 Cy3Rut -30.7 -1.4 -2.6 -0.6 
5 триглюкозиды Cy3GRut -31.6 -2.3 -10.9 1.1 
6 Cy3XRut -30 -0.8 -2.7 0 

 

 
Рис. 2. Карта разделения второго типа для 6 антоцианов в элюентной системе 

«ацетонитрил – 10 об.% муравьиной кислоты – вода». 
Антоцианы: 1 – Cy3Sopho; 2 – Cy3GRut; 3 – Cy3Sam; 4 – Cy3Glu; 5 – CyXRut; 6 – Cy3Rut. 7 – линия 

для зависимости объемной доли ацетонитрила от lgk(Cy3Glu) 
Fig. 2. Separation map of the second type for 6 anthocyanins in the eluent system "acetonitrile - 10 

vol.% formic acid - water". 
Anthocyanins: 1 – Cy3Sopho; 2 – Cy3GRut; 3 – Cy3Sam; 4 – Cy3Glu; 5 – CyXRut; 6 – Cy3Rut.  

7 – line for the dependence of the volume fraction of acetonitrile on lgk(Cy3Glu). 
 
различия, которые нивелируются энтро-
пийно-энтальпийной компенсацией [22]. 

При прибавлении как второго, так и 
третьего углевода к глюкозидному ради-
калу в положении 3 цианидина измене-
ние энтальпии немного растет (по мо-
дулю), но удерживание производных ци-
анидина определяется также и энтропий-
ной составляющей, табл. 4.  

Энтальпийно-энтропийная компенса-
ция - важное свойство хроматографиче-
ского поведения антоцианов в условиях 
обращенно-фазовой хроматографии, ко-

торое зависит от концентрации органиче-
ского компонента в водно-органических 
подвижных фазах. Поэтому на самом 
деле имеет смысл анализировать термо-
динамические параметры сорбции ве-
ществ для чисто водных растворов (для 
выбранной стационарной фазы). Но экс-
периментальное получение данных о 
ΔG0(i), практически не доступно, в 
первую очередь, вследствие коллапса фаз 
при высоком содержании воды [23]. Ис-
пользование процедуры аппроксимации 
на нулевую концентрацию органического 
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модификатора было предложено Р. Кали-
жаном [24] для нахождения lgkaq. – как 
свойства, коррелирующего с независимо 
определяемым параметром липофильно-
сти – экспериментальным, LOGP, или 
расчетным, СLOGP. 

При добавлении органического моди-
фикатора в подвижную фазу удержива-
ние падает, что связано с усилением соль-
ватации сорбатов в подвижной фазе. Воз-
можно и изменение состояния сорбата в 
сорбированном состоянии, хотя основ-
ной тип взаимодействий для этой фазы – 
дисперсионные взаимодействия, которые 
могут быть дополнены в некоторых слу-
чаях образованием водородных связей с 
остаточными силанольными группами 
[25]. Анализ изменения энтропии и эн-
тальпии становится в значительной мере 
сложным и запутанным. Но знание эн-
тальпии имеет большое значение при оп-
тимизации разделения сорбатов за счет 
изменения температуры [26]. 

Анализ хроматографического поведе-
ния по наклонам линий трендов на картах 
разделения второго рода по уравнениям 
(5) обеспечивает простой и быстрый спо-
соб предсказания не только удерживания 
при заданном составе подвижной фазы, 
но и возможных изменений в порядке 
элюирования сложных смесей сорбатов 
во всем приемлемом (по величине lgk) 

диапазоне составов подвижных фаз. Для 
этого к карте разделения добавляется еще 
одна линия (уже не прямая) – например, 
обратная обычной зависимость объемной 
доли органического модификатора от 
удерживания реперного соединения, 
lgk(R), рис. 2. 

Заключение 
Таким образом, в работе предложен 

способ определения энтальпии переноса 
антоцианов с подвижной на стационар-
ную фазу, учитывающий известную зави-
симость удерживания от давления на 
входе в колонку. Показано, что анализ за-
висимости энтальпии от строения анто-
цианов осложняется энтальпийно-энтро-
пийной компенсацией. При этом измене-
ния изобарно-изотермического потенци-
ала удобнее использовать при установле-
нии закономерностей сорбции, а измене-
ния энтальпии необходимы для оптими-
зации разделения за счет изменения тем-
пературы.  
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Аннотация. В статье представлена сравнительная оценка композиционного теплоизоляционного ма-
териала на основе вакуумированных стеклянных микросфер и полимерной силиконовой матрицы с 
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графа. Показано, что разработанный теплоизоляционный материал характеризуется температурой экс-
плуатации до 350°С и коэффициентом теплопроводности 0.045 Вт/(м·К). Экспериментально установ-
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insulating layer for microfluidic gas chromatographic columns as part of a gas microchromatograph. It was 
shown that the developed heat insulation material is characterized by an operating temperature of up to 350°C 
and a thermal conductivity coefficient of 0.045 W/(m·K). It has been experimentally established that the use 
of this material as part of a thermostat of a gas microchromatograph allows to reduce energy consumption by 
15-25%, increase the resolution of chromatographic peaks by 5-10%, and increase the stability of chromato-
graphic parameters during the contact of the temperature control zones of various units of the microchromato-
graph by 2-3 times compared with traditional heat insulation materials. The results obtained allow to recom-
mend the studied material for the improvement of microdevices used in gas chromatographic analysis. 
Keywords: gas chromatography, microfluidic systems, thermostat, heat insulation material. 
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Введение 
Ярко выраженной тенденцией разви-

тия современного приборостроения явля-
ется миниатюризация аналитической ап-
паратуры. Микроприборы обладают ма-
лыми габаритами, весом и энергопотреб-
лением. Кроме того, переход к использо-
ванию микроприборов обеспечивает про-
ведение анализа «на месте», что позво-
ляет получать результаты в режиме ре-
ального времени, при этом существенно 
уменьшается вероятность изменения 
пробы при ее хранении и транспорти-
ровке, экономятся время и средства на 
консервацию и перевозку образцов. Со-
здание микрофлюидных систем различ-
ного типа способствуют миниатюриза-
ции инструментального обеспечения хи-
мического анализа [1]. 

В области газовой хроматографии тех-
нологии микрофлюидных и микроэлек-
тромеханических систем позволяют со-
здавать большое количество разнообраз-
ных конструкционных узлов микрохро-
матографа (хроматографические ко-
лонки, дозаторы, термодесорберы и т.д.) 
[2-5]. Безусловно, при реализации метода 
газовой хроматографии в микроисполне-
нии необходимо обеспечивать эффектив-
ное термостатирование всех узлов и бло-
ков прибора. Эффективность поддержа-
ния заданной температуры оказывает су-
щественное влияние на характеристики 
хроматографического разделения компо-
нентов пробы и газохроматографиче-
ского анализа в целом. Таким образом, 

особое внимание при создании газовых 
микрохроматографов необходимо уде-
лять термоизоляции, которая должна со-
ответствовать следующим требованиям: 
диапазон рабочих температур от 0 до 
300°С, коэффициент теплопроводности 
не более 0.1 Вт/(м·К), механическая 
прочность, низкая плотность, отсутствие 
летучих компонентов в составе матери-
ала.  

Целью данной работы являлась срав-
нительная оценка композиционного ма-
териала на основе аэрогеля, вакуумиро-
ванных стеклянных микросфер и поли-
мерной силиконовой матрицы с распро-
странёнными теплоизоляционными мате-
риалами, используемых в качестве тепло-
изоляционного слоя для микрофлюидных 
газохроматографических колонок.  

Экспериментальна часть 
Синтез аэрогеля для изготовления тер-

моизоляционного материала включал 
следующие этапы: получение золя путем 
гидролиза тетраэтилортосилана, подкис-
ленной водой в присутствии изопропа-
нола в качестве растворителя, образова-
ние геля путем добавления основания и 
последующее старение геля, замещение 
растворителя в порах геля, сушка полу-
ченного геля.  

Методика получения композицион-
ного теплоизоляционного материала 
включала следующие этапы: смешивание 
навески силиконового связующего (одно-
компонентный высокотемпературный      
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Рис. 1. Тепловая схема измерения 
теплопроводности 

Fig. 1. Thermal scheme for measuring 
thermal conductivity 

Рис. 2. Фотография планарной газохромато-
графической колонки с термоизоляцией 
Fig. 2. Photograph of a planar gas chromato-

graphic column with heat insulation 

силиконовый компаунд) и растворителя 
(н-гексана), механическое перемешива-
ние смеси до достижения однородности; 
постепенное добавление наполнителя 
(вакуумированных микросфер марки 
«K15» производитель 3М (Япония)) и пи-
ролизного аэрогеля при постоянном пе-
ремешивании, формование образцов за-
данной геометрии, сушка образцов при 
программировании температуры от 40 до 
250°С со скоростью нагрева 10°с/мин, 
термостатирование при 250°С в течение 
1 часа для удаления растворителя. 

В качестве материалов для сравнения 
эффективности термоизоляции использо-
валась минеральная вата и пенополиуре-
тан.  

В основе определения теплопроводно-
сти лежит метод динамического калори-
метра с тепломером и адиабатической 
оболочкой. Для данной цели использо-
вался измеритель теплопроводности ИТ-
λ- 400 (рисунок 1). Образец из испытуе-
мого материала 4 помещается между 
опорным стержнем 5 и медной контакт-
ной пластиной 3, обладающей высокой 
теплопроводностью, монотонно разогре-
вается за счёт непрерывного, поступаю-
щего через тепломер теплового потока. 
Тепловой поток, проходящий через сред-
нее сечение пластины 2, частично погло-
щается ею и далее идёт на разогрев пла-
стины 3, образца 4 и стержня 5. Размеры 
системы выбраны таким образом, чтобы 

потоки, аккумулируемые образцом и пла-
стиной, были по крайней мере в 5-10 раз 
меньше поглощаемых стержнем 5. 

Газохроматографический эксперимент 
проводился на хроматографе «ПИА» с 
планарной газохроматографической ко-
лонкой (материал алюминий, длина ка-
нала 1 м, сечение канала 0.8×0.8 мм, ад-
сорбент – молекулярные сита типа NaX) 
и детектором по теплопроводности. Для 
создания термостата планарной газохро-
матографической колонки использова-
лись пластины описанных выше термо-
изоляционных материалов толщиной 5 
мм (рисунок 2). 

Исследование хроматографических 
свойств проводили в двух вариантах. 
Первый вариант предусматривал разме-
щение планарной хроматографической 
колонки в термостате без включения в со-
став газового микрохроматографа микро-
термодесорбера [5]. Второй вариант 
предусматривал включение в состав газо-
вого микрохроматографа микротермоде-
сорбера, причем термостат микротермо-
десорбера включал тот же материал, что 
и планарная хроматографическая ко-
лонка. Конструкция газового микрохро-
матографа предполагает непосредствен-
ный контакт зон термостатирования пла-
нарной хроматографической колонки и 
микротермодесорбера, температура мик-
ротермодесорбера в ходе газохроматогра-
фического эксперимента составляла 150°С. 
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Рис. 3. Хроматограммы разделения кислорода и азота при использовании планарной хрома-
тографической колонки с разработанным композиционным термоизоляционным материалом 
и пенополиуретаном (температура колонки 60⁰С, газ-носитель – гелий, расход газа-носителя 

– 12 см3/мин, объем вводимой пробы – 100 мкл) 
Fig. 3. Chromatograms of the separation of oxygen and nitrogen using a planar chromatographic 
column with the developed composite heat insulation material and polyurethane foam (column 

temperature is 60⁰С, carrier gas is helium, carrier gas flow rate is 12 ml/min, injected sample vol-
ume is 100 μl) 

 
Таблица 1. Результаты теплофизических исследований термоизоляционных материалов 
Table 1. Results of thermal physical studies of heat insulation materials  

Исследуемый 
материал 

Коэффициент 
теплопроводности, 

Вт/(м·К) 

Среднее энергопотребление, Вт, 
при различных температурах планарной 

хроматографической колонки 
50-100°С 110-150°С 160-200°С 

Разработанный тер-
моизоляционный 

материал 
0.045 0.12 0.14 0.15 

Пенополиуретан 0.045 0.14 0.17 0.21 
Минеральная Вата 0.02 0.21 0.27 0.35 

 

Для сравнительной оценки эффектив-
ности работы рассматриваемых термо-
изоляционных материалов определяли 
разрешение пиков Rs по формуле:  

𝑅𝑅s = 𝑡𝑡𝑅𝑅2−𝑡𝑡𝑅𝑅1
𝜏𝜏1/2(1)+𝜏𝜏1/2(2)

 ,  (1) 

где 𝜏𝜏1/2(1) и 𝜏𝜏1/2(2) – ширина пиков на по-
ловине высоты для сорбатов с меньшим и 
большим временем удерживания соот-
ветственно, мин; 𝑡𝑡𝑅𝑅1 и 𝑡𝑡𝑅𝑅2 – времена удер-
живания сорбатов, мин. 

Обсуждение результатов 
На рисунке 3 представлены примеры 

хроматограммы разделения кислорода и 
азота при использовании описанной 
выше планарной хроматографической 
колонки различными материалами в со-
ставе термостата. Визуально наблюда-

ется повышение эффективности хромато-
графической колонки при использовании 
разработанного композиционного термо-
изоляционного материала, что связано с 
её более равномерным нагревом.  
В таблице 1 представлены результаты 
теплофизических исследований термо-
изоляционных материалов. Как видно из 
представленных в таблице 1 данных ми-
нимальное энергопотребление наблюда-
ется для разработанного материала, что 
обусловлено тем, что он, в отличии от пе-
нополиуретана и минеральной ваты, не 
деформируется при размещении колонки 
в корпус микрохроматографа и позволяет 
избежать потерь тепла при утоньшении и  
деформации слоя термоизоляции при ме-
ханических воздействиях, сопровождаю-
щих сборку прибора.  
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Таблица 2. Результаты хроматографических исследований с использованием различных тер-
моизоляционных материалов в составе термостата газового микрохроматографа (без включе-
ния в состав газового микрохроматографа микротермодесорбера) 
Table 2. Results of chromatographic studies using various heat insulation materials as part of a ther-
mostat of a gas microchromatograph (without including a microthermal desorber in the gas micro-
chromatograph) 

Исследуемый мате-
риал 

Степень разделения пиков азота и кислорода при различных темпе-
ратурах планарной хроматографической колонки  

Rs±Δ (при n=5, P=0.95) 
60°С 80°С 100°С 

Разработанный тер-
моизоляционный 

материал 
1.91±0.02 1.89±0.02 1.85±0.02 

Пенополиуретан 1.83±0.05 1.78±0.03 1.74±0.03 
Минеральная Вата 1.62±0.05 1.51±0.04 1.47±0.04 

 
Таблица 3. Результаты хроматографических исследований с использованием различный тер-
моизоляционных материалов в составе термостата газового микрохроматографа (с включе-
нием в состав газового микрохроматографа микротермодесорбера) 
Table 3. Results of chromatographic studies using various heat insulation materials as part of a ther-
mostat of a gas microchromatograph (with the inclusion of a microthermal desorber in the gas mi-
crochromatograph) 

Исследуемый мате-
риал 

Степень разделения пиков азота и кислорода при различных 
температурах планарной хроматографической колонки 

Rs±Δ (при n=5, P=0.95) 
60°С 80°С 100°С 

Разработанный тер-
моизоляционный 

материал 
1.91±0.05 1.88±0.05 1.85±0.03 

Пенополиуретан 1.81±0.12 1.75±0.12 1.69±0.09 
Минеральная Вата 1.60±0.15 1.51±0.14 1.40±0.14 

В таблицах 2 и 3 представлены резуль-
таты степени разрешения пиков кисло-
рода и азота с использованием различных 
термоизоляционных материалов в со-
ставе термостата планарной хроматогра-
фической колонки как без включения в 
состав газового микрохроматографа мик-
ротермодесорбера (таблица 2), так и при 
непосредственном контакте зон термо-
статирования планарной хроматографи-
ческой колонки и микротермодесорбера 
(таблица 3).  

В случае использования разрабатывае-
мого термоизоляционного материала 
наблюдается наибольшее значение сте-
пени разрешения пиков. При этом наблю-
дается уменьшение стабильности разде-
ления пиков при добавлении в состав га-

зового микрохроматографа микротермо-
десорбера, работающего при более высо-
ких температурах, чем хроматографиче-
ская колонка, т.е. наблюдается влияние 
зон термостатирования двух узлов. В тра-
диционных хроматографах данное влия-
ние минимизировано за счет простран-
ственного разделения зон термостатиро-
вания, но в составе микроприборов мо-
жет привести к существенному ухудше-
нию как качества разделения хроматогра-
фических пиков, так и к уменьшению 
точности хроматографического анализа в 
целом. Разработанный композиционный 
материал более эффективно обеспечи-
вает поддержание заданной температуры 
в хроматографической колонке, его 
включение в состава газового микрохро-
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матографа позволит улучшить как экс-
плуатационные, так и аналитические ха-
рактеристики микроприборов.  

Заключение  
Для оптимизация хроматографиче-

ского анализа с использованием хромато-
графа в микроисполнении предложен но-
вый композиционный теплоизоляцион-
ный материала на основе аэрогеля и по-
лимерной матрицы. Данный материал 
был использован для создания термо-
стата газового микрохроматографа. По-
казано, что разработанный теплоизоля-
ционный материал характеризуется тем-
пературой эксплуатации до 350°С и коэф-
фициентом теплопроводности 0.045 Вт/(м·К). 
Экспериментально установлено, что ис-
пользование данного материала в составе 
термостата газового микрохроматографа 
позволяет сократить энергопотребление 

на 15-25%, увеличить разрешение хрома-
тографических пиков на 5-10% и увели-
чить стабильность хроматографических 
параметров при контакте зон термостати-
рования различных узлов микрохромато-
графа в 2-3 раза по сравнению с традици-
онными теплоизоляционными материа-
лами. Полученные результаты позволяют 
рекомендовать исследуемый материал 
для совершенствования микроприборов, 
используемых в газохроматографиче-
ском анализе. 
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Особенности супрамолекулярного хирального распознавания 
при адсорбции на поверхности кристаллов орто-толуиловой кислоты 
 
Идрис Ниматджонович Муслимов1, Владимир Юрьевич Гуськов1✉ 

1Уфимский университет науки и технологий, Уфа, Россия, guscov@mail.ru✉ 
 
Аннотация. В классическом хиральном распознавании предполагается наличие хирального селектора 
– молекулы с асимметрическим атомом углерода. Однако потенциал для расширения возможностей 
данного вида распознавания на сегодняшний день практически исчерпан. Поэтому возникает необхо-
димость в поиске новых хиральных селекторов, функционирующих на иных принципах. Поэтому ин-
тересно изучить системы, основанные на супрамолекулярной хиральности. Особую важность данному 
виду хиральности придаёт то, что супрамолекулярная хиральность лежит в основе формирования 
жизни на Земле. Одним из проявлений супрамолекулярной хиральности являются энантиоморфные 
кристаллы.  
Для таких кристаллов ранее был изучен механизм супрамолекулярного хирального распознавания в 
случае адсорбции на них оптически активных веществ. Однако для изучения деталей данного меха-
низма необходимо исследовать большое количество отличающихся по свойствам хиральных кристал-
лов. В данной работе изучены изотермы адсорбции энантиомеров на поверхности энантиоморфных 
кристаллов о-толуиловой кислоты. 
Для получения гомохиральных кристаллов применялся метод созревания Виедмы. Полученные таким 
образом кристаллы были нанесены на поверхность силикагеля АСКГ. Адсорбция на чистых кристаллах 
изучалась в условиях обращённой газовой хроматографии с использованием лимоненов в качестве ад-
сорбатов. Для изучения адсорбции ментолов из растворов в н-гептане применялся силикагель, моди-
фицированный кристаллами о-толуиловой кислоты.  
Из анализа изотерм адсорбции энантиомеров лимонена заметно, что изотермы различаются при темпе-
ратурах 50 и 60°С. Коэффициент энантиоселективности α, рассчитываемый как отношение большей 
адсорбции к меньшей, составляет 1.21-1.23. При 70°С различие в адсорбции энантиомеров визуальго 
практически исчезало. Выше 70°С энантиоселективность не наблюдалась. Однако применение t-крите-
рия для оценки значимости отличий изотерм адсорбции показало статистически значимое различие 
значений равновесной адсорбции начиная с парциального давления 4.17 кПа и выше. Изотермы ад-
сорбции были отнесены к III типу по классификации БЭТ и аппроксимировались уравнением Фрейнд-
лиха. В случае адсорбции ментолов из растворов, различается даже форма изотермы. Так, изотерма 
адсорбции D-ментола может быть отнесена к I типу по классификации БЭТ, и при большинстве изуча-
емых концентраций энантиомера близка к линейной. В то же время, форма изотермы адсорбции L-
ментола близка ко II типу. Таким образом, на модифицированном о-толуиловой кислотой силикагеле 
различается механизм адсорбции. Коэффициент энантиоселективности равнялся 1.45. Таким образом, 
достигнутые коэффициенты энантиоселективности на о-толуиловой кислоте оказались одними из луч-
ших среди ранее изученных энантиоморфных кристаллов. 
Ключевые слова: о-толуиловая кислота, созревание Виедмы, изотермы адсорбции, хиральное распо-
знавание, супрамолекулярная хиральность 
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Для цитирования: Муслимов И.Н., Гуськов В.Ю. Особенности супрамолекулярного хирального рас-
познавания при адсорбции на поверхности кристаллов орто-толуиловой кислоты // Сорбционные и хро-
матографические процессы. 2023. Т. 23, № 2. С. 189-198. https://doi.org/10.17308/sorp-
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Peculiarities of supramolecular chiral recognition upon adsorption 
on the surface of ortho-toluic acid crystals 
 
Idris N. Muslimov1, Vladimir Yu. Guskov1✉ 
1Belgorod State University, Belgorod, Russian Federation, deineka@bsu.edu.ru✉ 
2Voronezh State University, Voronezh, Russia 
 
Abstract. Classical chiral recognition assumes the presence of a chiral selector, a molecule with an asymmetric 
carbon atom. However, the potential for expanding the capabilities of this type of recognition is almost ex-
hausted today. Therefore, there is a need to search for new chiral selectors that operate on different principles. 
Therefore, it is interesting to study systems based on supramolecular chirality. This type of chirality is of par-
ticular importance due to the fact that supramolecular chirality underlies the formation of life on Earth. One 
manifestation of supramolecular chirality is enantiomorphic crystals.  
For such crystals, the mechanism of supramolecular chiral recognition was previously studied in the case of 
adsorption of optically active substances on them. However, a detailed study of this mechanism required in-
vestigation of a large number of chiral crystals with different properties. In this study, we investigated the 
adsorption isotherms of enantiomers on the surface of enantiomorphic crystals of o-toluic acid. 
The Viedma ripening method was used to obtain homochiral crystals. The crystals obtained in this way were 
deposited on the surface of ASKG silica gel. Adsorption on pure crystals was studied under reversed gas chro-
matography conditions using limonenes as adsorbates. Silica gel modified with o-toluic acid crystals was used 
to study the adsorption of menthols from solutions in n-heptane.  
The analysis of the adsorption isotherms of limonene enantiomers showed that the isotherms differ at temper-
atures of 50 and 60°C. The enantioselectivity coefficient α, calculated as the ratio of higher adsorption to lower 
adsorption, is 1.21-1.23). At 70°C, the difference in the adsorption of enantiomers visually practically disap-
peared. Above 70°C enantioselectivity was not observed. However, the use of the t-criterion for assessment of 
the differences in adsorption isotherms showed a statistically significant difference in the equilibrium adsorp-
tion starting from a partial pressure of 4.17 kPa and higher. The adsorption isotherms were assigned to type III 
according to the BET classification and were approximated by the Freundlich equation.  
In the case of adsorption of menthols from solutions, even the shape of the isotherm was different. Thus, the 
adsorption isotherm of D-menthol can be classified as type I according to the BET classification, and is close 
to linear for the majority of the studied enantiomer concentrations. At the same time, the shape of the L-menthol 
adsorption isotherm is close to type II. Thus, the mechanism of adsorption on silica gel modified with o-toluic 
acid is different. The enantioselectivity coefficient was 1.45. Thus, the achieved enantioselectivity coefficients 
for o-toluic acid turned out to be among the best coefficients for previously studied enantiomorphic crystals. 
Keywords: o-toluic acid, Viedma ripening, adsorption isotherms, chiral recognition, supramolecular chirality. 
Acknowledgments: the financial support of the Russian Science Foundation is gratefully acknowledged (pro-
ject No. 19-73-10079). 
For citation: Muslimov I.N., Guskov V.Yu. Peculiarities of supramolecular chiral recognition upon adsorption 
on the surface of ortho-toluic acid crystals. Sorbtsionnye i khromatograficheskie protsessy. 2023. 23(2): 189-
198. (In Russ.). https://doi.org/10.17308/sorpchrom.2023.23/11143 

Введение 
Хиральное распознавание является 

ключевым процессом в органическом 
синтезе, конструировании биополимеров 
и создании совместимых имплантов, для 
решения задач фармакологии, медицины, 
фотоники и ряда других отраслей [1, 2]. 
Классическое хиральное распознавание 
предполагает наличие хирального селек-

тора – молекулы с асимметрическим ато-
мом углерода [3]. При взаимодействии 
энантиомеров с таким селектором обра-
зующиеся комплексные соединения 
представляют собой уже диастереомер-
ную пару, различающуюся по физико-хи-
мическим характеристикам. Подобный 
подход позволил Даванкову [4, 5] и Гил-
Аву [6] более 50 лет назад выполнить 
первые хроматографические разделения 
энантиомеров.  



 

Сорбционные и хроматографические процессы. 2023. Т. 23, № 2. С. 189-198. 
Sorbtsionnye i khromatograficheskie protsessy. 2023. Vol. 23, No 2. pp. 189-198. 
 
ISSN 1680-0613_____________________________________________________________ 

 

 

 
 

191  

Однако на сегодняшний день практи-
чески исчерпан потенциал для расшире-
ния возможностей распознавания и раз-
деления энантиомеров через классиче-
ский молекулярный хиральное механизм. 
Так, в газовой хроматографии уже не-
сколько десятилетий основными энан-
тиоселективным неподвижными фазами 
являются циклодекстрины [7, 8]. Не-
смотря на ряд попыток создать более со-
вершенные хиральные неподвижные 
фазы, ни один из предложенных вариан-
тов не сумел превзойти циклодекстрины 
[9]. Поэтому возникает необходимость в 
поиске новых хиральных селекторов, 
функционирующих на иных принципах.  

В этой связи, привлекательными пред-
ставляются системы, основанные на су-
прамолекулярной хиральности. Объекты 
с данным видом хиральности могут быть 
получены в результате определённого 
взаимного пространственного располо-
жения молекул [10]. Элемент хирально-
сти в таком случае имеет более высокий 
уровень иерархии, чем молекула – он со-
стоит из нескольких единиц, а в некото-
рых случаях из нескольких десятков и со-
тен молекул или атомов. Супрамолеку-
лярная хиральность лежит в основе фор-
мирования жизни на Земле. Так, все по-
липептиды, ДНК и РНК представляют со-
бой хиральные супрамолекулярные 
структуры, поскольку формируют право-
вращающие α-спирали, стабилизирован-
ные слабым вандерваальсовыми взаимо-
действиями и водородными связями [11, 
12]. Одним из проявлений супрамолеку-
лярной хиральности являются энантио-
морфные кристаллы. Такие объекты 
обычно могут быть получены при кри-
сталлизации оптически чистых веществ 
[13]. Однако встречаются случаи, когда 
не имеющие асимметрического атома уг-
лерода соединения кристаллизуются в 
виде конгломератов с хиральной про-
странственной группой симметрии [14, 
15]. Подобные кристаллы в большей сте-
пени подходят для изучения эффекта су-

прамолекулярного хирального распозна-
вания, так как отсутствует влияние клас-
сического молекулярного распознавания.  

Ранее нами были изучены особенности 
хирального распознавания супрамолеку-
лярно хиральной поверхностью ряда 
энантиоморфных кристаллов [16-18] и 
некоторых двумерных супрамолекуляр-
ных структур ахиральных молекул [19-
21]. Установленный механизм распозна-
вания молекул энантиомеров на такой по-
верхности предполагает формирование 
монослоя адсорбированного вещества. 
Хиральное распознавание происходит за 
счёт влияния поверхности на объект та-
кого же уровня иерархии – адсорбцион-
ного слоя. В результате этого энергия ла-
теральных взаимодействий адсорбиро-
ванных энантиомеров различается. Од-
нако пока не удалось достоверно устано-
вить, как именно поверхность с супрамо-
лекулярной хиральностью влияет на фор-
мирование адсорбционного слоя энан-
тиомеров. Для установления всех деталей 
механизма супрамолекулярного хираль-
ного распознавания при адсорбции необ-
ходимы сведения об особенностях ад-
сорбции на существенном наборе различ-
ных по природе энантиоморфных кри-
сталлах. В данной работе изучены изо-
термы адсорбции энантиомеров на по-
верхности энантиоморфных кристаллов 
о-толуиловой кислоты.  

Экспериментальная часть 
В качестве объекта исследования были 

выбраны кристаллы орто-толуиловой 
кислоты (99%, Sigma Aldrich, China, CAS 
№ 118-90-1). Для изучения адсорбции из 
растворов кристаллы о-толуиловой кис-
лоты наносились на поверхность силика-
геля АСКГ (Россия, CAS № 112926-00-8).  

Для получения гомохиральных кри-
сталлов применялся метод созревания 
Виедмы. Для этого в 160 см3 ацетонит-
рила растворяли 17 г о-толуиловой кис-
лоты. При этом, после растворения 3.4 г 
толуиловой кислоты оставались в виде 
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осадка. Добавляли 9 г стеклянных шари-
ков для создания эффекта «мельницы». 
Полученную суспензию подвергали раз-
мешиванию со скоростью 1000 об/мин в 
течение 2 ч, и далее оставляли для созре-
вания на двое суток.  

Метод обращённой газовой хромато-
графии является достаточно чувствитель-
ным, чтобы достоверно определить ад-
сорбцию паров на непористых кристал-
лах с низкой адсорбционной активно-
стью. Однако для изучения адсорбции из 
растворов требуется большая удельная 
поверхность. Поэтому для исследования 
адсорбции ментолов из растворов в н-
гептане полученные в условиях созрева-
ния Виедмы кристаллы о-толуиловой 
кислоты перекристаллизовывали на по-
верхности силикагеля. Для этого к 50 г 
силикагеля АСКГ добавляли 220 см3 аце-
тонитрила и 10 г кристаллов. Суспензия 
перемешивалась в течение 2 часов, далее 
осадок фильтровался и сушился.  

Полученным образцом забивали 
стальную колонку длиной 50 см. Иссле-
дование проводилось на газовом хрома-
тографе «Хромос ГХ-1000» с пламенно-
ионизационным детектором. Скорость 
газа-носителя азота составляла 3 см3/мин. 
Температура испарителя и детектора со-
ставляла 200оС. В качестве адсорбируе-
мых веществ применяли (R)-(+)-лимонен 
(97%, Sigma-Aldrich, США, CAS № 5969-
27-5) и (S)-(-)-лимонен (96%, Sigma-
Aldrich, США, CAS № 5989-54-8).  

Объем анализируемого вещества варь-
ировался от 0.5 до 1 мкл. Введение в ко-
лонку проб большего объема сопровож-
далось сильным размыванием пика, в 
связи с чем адекватная интерпретация 
хроматограмм становилась невозможной. 
О достижении квазиравновесного состоя-
ния судили по наложению более размы-
той ветви пиков разной высоты друг на 
друга.  

Расчёт величины равновесной адсорб-
ции (а, мкмоль/г) и давления адсорбата в 
газовой фазе (р, Па) проводился по следу-
ющим уравнениям [22]: 

𝑎𝑎 = 𝑚𝑚𝑎𝑎𝑆𝑆адс
𝑚𝑚𝑆𝑆пика

    (1) 

р = 𝑚𝑚𝑎𝑎ℎ
𝑆𝑆пика𝜔𝜔

𝑅𝑅𝑅𝑅   (2) 
где ma – количество вводимого адсорбата, 
мкмоль; m – масса сорбента в колонке, г; 
Sадс – площадь адсорбции компонента, 
мм2; Sпика – площадь пика адсорбата, мм2; 
h – высота пика, мм; ω – скорость газа-
носителя, мл/с. Расчёт площади адсорб-
ции выполнялся в зависимости от формы 
пика согласно [22]. Построенные изо-
термы адсорбции анализировались на 
предмет соответствия какому-либо типу 
по классификации БЭТ, и далее аппрок-
симировались соответствующим уравне-
нием. 

Адсорбция энантиомеров ментола из 
растворов изучалась по следующему ал-
горитму. Модифицированный о-толуило-
вой кислотой образец силикагеля массой 
0.5 г. был добавлен в раствор D- или L-
ментола в н-гептане. Объём раствора со-
ставлял 30 см3. Концентрация ментолов 
варьировалась от 20 до 130 мкг/см3. Да-
лее суспензия помещалась на шейкер и 
перемешивалась в течение 1 часа. Кон-
центрация ментолов до и после адсорб-
ции контролировалась газохроматографи-
чески в условиях, аналогичных [16, 18].  

Обсуждение результатов 
На рис. 1-3 приведены изотермы ад-

сорбции лимоненов на кристаллах о-то-
луиловой кислоты, полученных в усло-
виях созревания Виедмы. Как видно из 
полученных данных, изотермы адсорб-
ции энантиомеров различаются при тем-
пературах 50 и 60°С. Так, при 50°С 
наибольшее различие наблюдалось при 
самом большом значении парциального 
давления паров в диапазоне изучаемых 
давлений – при 1.65 кПа. В этом случае 
адсорбция S-(-)-лимонена составляет 
4.9 мкмоль/г, в то время как адсорбция R-
(+)-лимонена – 4.0 мкмоль/г. Коэффици-
ент энантиоселективности α, рассчитыва-
емый как отношение большей адсорбции 
к меньшей, составляет 1.23. Это является  
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Рис. 1. Изотермы адсорбции паров лимо-

ненов при 50°С на кристаллах о-толуило-
вой кислоты, полученных в условиях 

созревания Виедмы 
Fig. 1. Adsorption isotherms of limonene 

vapours at 50°C on o-toluic acid crystals ob-
tained under Viedma ripening conditions 

Рис. 2. Изотермы адсорбции паров лимо-
ненов при 60°С на кристаллах о-толуило-

вой кислоты, полученных в условиях 
созревания Виедмы 

Fig. 2. Adsorption isotherms of limonene va-
pours at 60°C on o-toluic acid crystals ob-
tained under Viedma ripening conditions 

 
Рис. 3. Изотермы адсорбции паров лимоненов при 70°С на кристаллах о-толуиловой 

кислоты, полученных в условиях созревания Виедмы 
Fig. 3. Adsorption isotherms of limonene vapours at 70°C on o-toluic acid crystals obtained 

under Viedma ripening conditions 

одним из лучших результатов для непо-
ристых энантиоморфных кристаллов. 
При 60°С наиболее существенное разли 
чие значений адсорбции также наблюда-
лось при максимально возможном парци-
альном давлении: при 3.5 кПа значения 
равновесной адсорбции S-(-)-лимонена и 
R-(+)-лимонена составляли 6.1 
и 4.9 мкмоль/г соответственно (α=1.21). 
При 70°С различие в адсорбции энантио-
меров практически исчезало. Также было 
затруднительно выделить значения рав-
новесной адсорбции энантиомеров с 
близкими парциальными давлениями. 
Оценочный коэффициент селективности 
составлял 1.1. Выше 70°С энантиоселек-
тивность не наблюдалась. Таким обра-

зом, анализ полученных изотерм адсорб-
ции показал способность поверхности о-
толуиловой кислоты к хиральному распо-
знаванию в диапазоне температур 50-70°С. 

Для проверки значимости отличий 
значений адсорбции энантиомеров на 
хроматограммах применялся t-критерий. 
Данный классический статистический 
метод оказался применимым при анализе 
величин адсорбции при одинаковых пар-
циальных давлениях (концентрациях). 
При этом в качестве нуль-гипотезы вы-
двигается гипотеза о том, что значения 
адсорбции энантиомеров равны. Если 
экспериментально рассчитанная довери-
тельная вероятность Р больше критиче-
ской степени значимости α (или, в старых  



 

Сорбционные и хроматографические процессы. 2023. Т. 23, № 2. С. 189-198. 
Sorbtsionnye i khromatograficheskie protsessy. 2023. Vol. 23, No 2. pp. 189-198. 
 
ISSN 1680-0613_____________________________________________________________ 

 

 

 
 

194 

Таблица 1. Значения доверительной вероятности Р t-критерия для пар значений адсорбции 
при близких парциальных давлениях (критическая степень значимости α=0.05) 
Table 1. Confidence level P of the t-criterion for pairs of adsorption values at close partial pressures 
(critical degree of significance α=0.05) 

50°С 60°С 70°С 
р, кПа Р р, кПа Р р, кПа Р 
0.12 0.0107 0.46 0.0020 0.42 0.6162 
0.19 0.0100 1.07 0.0047 0.63 0.7381 
0.25 0.0214 1.38 0.0012 0.83 0.8021 
0.37 0.1491 1.53 0.3700 1.04 0.8642 
0.50 0.6332 1.68 0.0046 1.25 0.9299 
0.62 0.7700 1.99 0.0015 2.50 0.8769 
0.68 0.5835 2.29 0.0007 4.17 0.0050 
0.74 0.4692 2.44 0.0010 4.38 0.0051 
0.99 0.0700 2.60 0.0016 4.59 0.0057 
1.05 0.0600 2.75 0.0006 5.42 0.0066 
1.11 0.0618 2.90 0.0008 5.64 0.0072 
1.55 0.0044 3.36 0.0005 5.84 0.0088 

 
Таблица 2. Результаты аппроксимации изотерм адсорбции уравнением Фрейндлиха: значения 
констант Фрейндлиха KF, коэффициента n, а также коэффициенты линейной корреляции 
Table 2. The results of approximation of adsorption isotherms by the Freundlich equation: values of 
the Freundlich constants KF, coefficient n, linear correlation coefficients 

Т R-(+)-Лимонен S-(-)-Лимонен 
KF n r KF n r 

50 1.81 1.55 0.993459 1.97 1.67 0.990989 
60 0.60 1.84 0.979454 0.69 1.55 0.994033 
70 0.24 1.53 0.99506 0.25 1.53 0.995548 

 
подходах, экспериментальное значение 
t-критерия меньше теоретического), то 
нуль-гипотеза подтверждается, и разли-
чий не наблюдаются. Если же Р<α, то 
верна альтернатива, и различие в значе-
ниях адсорбции значимо.  

Данные по выполнению t-критерия 
для значений адсорбции паров лимоне-
нов приведены в табл. 1. Как видно из по-
лученных данных, статистически значи-
мое различие наблюдается для значений 
адсорбции при 70°С начиная с парциаль-
ного давления 4.17 кПа и выше. Таким 
образом, несмотря на кажущуюся бли-
зость изотерм адсорбции лимоненов при 
70°С, они статистически значимо разли-
чаются.  

Из рисунков видно, что изотермы мо-
гут быть отнесены к III типу по классифи-
кации БЭТ. По этой причине эксперимен-
тальные данные аппроксимировались 

уравнением Фрейндлиха. Результаты ап-
проксимации приведены в табл. 2. Как 
видно из полученных данных, константы 
Фрейндлиха различаются при температу-
рах 50 и 60°С, в то время как при 70°С от-
личий в параметрах аппроксимации не 
наблюдается. Таким образом, результаты 
обработки изотерм уравнением Фрейнд-
лиха подтверждают сделанные выше вы-
воды.  

На рис. 4 приведены изотермы адсорб-
ции энантиомеров ментолов на силика-
геле, модифицированном кристаллами о-
толуиловой кислоты. Как видно из ри-
сунка, форма изотерм различается. Так, 
изотерма адсорбции D-ментола может 
быть отнесена к I типу по классификации 
БЭТ, и при большинстве изучаемых кон-
центраций энантиомера близка к линей-
ной. В то же время, форма изотермы ад-
сорбции L-ментола близка ко II типу. 
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Рис. 4. Изотермы адсорбции энантиомеров ментола из раствора в н-гептане на силикагеле, 

модифицированном кристаллами о-толуиловой кислоты 
Fig. 4. Adsorption isotherms of menthol enantiomers from a solution in n-heptane on silica gel 

modified with o-toluic acid crystals 
 

Таким образом, на модифицированном о-
толуиловой кислотой силикагеле разли-
чается механизм адсорбции. В случае L-
ментола прослеживается образование мо-
нослоя при адсорбции равной 
17 мкмоль/г. В случае D-ментола образо-
вания монослоя в диапазоне изучаемых 
концентраций обнаружено не было. Ве-
роятно, такое различие обусловлено за-
труднением формирования слоя D-
ментола на супрамолекулярно хиральной 
поверхности. В этом случае до заверше-
ния формирования монослоя начинает 
образовываться второй слой, в котором 
молекулы D-ментола взаимодействуют 
не с самой поверхностью, а с первым 
слоем энантиомера. Возникающее при 
этом заметное различие в энергии ад-
сорбции с образующим монослой 
L-ментолом приводит к большему, чем в 
случае адсорбции из газовой фазы, хи-
ральному распознаванию. Так, наиболь-
шая энантиоселективность наблюдалась 
при концентрации ментолов 70 мкг/см3. 
Коэффициент энантиоселективности рав-
нялся 1.45, что выше, чем при хиральном 
распознавании паров лимоненов.  

Ещё одной отличительной особенно-
стью адсорбции ментолов из растворов 
является область хирального распознава-
ния на изотерме. Как видно из рисунков, 
в случае паров лимоненов максимальная 

энантиоселективность была обнаружена 
при максимальном парциальном давле-
нии паров. В то же время, для ментолов 
выше концентрации 100 мкг/см3 разли-
чия в адсорбции энантиомеров не наблю-
далось. Данное явление прослеживалось 
и для других энантиоморфных кристал-
лов [16-18], и обусловлено формирова-
нием второго слоя L-ментола. Энергия 
адсорбции второго слоя всегда равна 
энергии конденсации, идентичной для 
энантиомеров, что делает хиральное рас-
познавание невозможным.  

Заключение 

В работе установлено, что кристаллы 
о-толуиловой кислоты, полученные в 
условиях созревания Виедмы, способны 
к проявлению хирального распознавания 
относительно паров энантиомеров лимо-
нена, и растворённых в н-гептане энан-
тиомеров ментола. Установлено, что рас-
познавание оптических изомеров лимо-
нена кристаллами о-толуиловой кислоты 
наблюдается только в диапазоне темпера-
тур 50-70°С. Достигнутые коэффициенты 
энантиоселективности на о-толуиловой 
кислоте оказались одними из vvлучших 
среди ранее изученных энантиоморфных 
кристаллов. 
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Научная статья 
УДК 543.545.2 
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Экспресс метод определения анионов в алкогольных напитках 
на основе сочетания КЭ-КД 
 
Наталия Викторовна Шелехова1✉ 
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опасности пищи», Москва, Россия, 4953610101@mail.ru✉ 
 
Аннотация. Контроль химического состава алкогольных напитков является важной задачей, однако, 
известные инструментальные методики анализа не всегда позволяют проводить идентификацию и ко-
личественное определение целевых компонентов, обеспечивая при этом достаточное разрешение и чув-
ствительность. В этой связи актуальной аналитической задачей становится разработка высокоэффек-
тивной методики, обеспечивающий экспрессную, высокоточную и достоверную идентификацию и ко-
личественное определение анионного состава спиртных напитков, что и определило цель настоящего 
исследования. В качестве объектов исследования использовали модельные растворы, содержащие: хло-
риды, нитраты, сульфаты, оксалаты, формиаты, фториды, фумараты, тартраты, малаты, цитраты, сук-
цинаты, гликоляты, ацетаты, лактаты, фосфаты, бензоаты и реальные образцы дистиллированных 
спиртных напитков. Исследование проводили на системах капиллярного электрофореза Agilent 7100, 
PrinCE 560 и 750. Регистрацию аналитического сигнала осуществляли при помощи детектора TraceDec 
кондуктометрическим способом. Для разработки методики выбран метод капиллярного электрофореза, 
подобрана композиция буферного раствора, содержащая 0.2М HIS, 0.2 MES, 1% Triton X-100, особо 
чистая вода, рH 5.5, по своему составу обеспечивающая одновременное селективное определение 16 
анионов органических и неорганических кислот в дистиллированных спиртных напитках. Отработаны 
лучшие условия и режимы использования системы капиллярного электрофореза, обеспечивающие мак-
симальное разделение и чувствительность: напряжение +20 кВ, ввод пробы гидродинамический, детек-
тирование кондуктометрическое, температура капилляра, 24°С, давление ввода пробы 30мБар, время 
ввода пробы 25с, время анализа 10 мин. Найдена линейная зависимость аналитического сигнала от 
концентрации целевых ионов в интервале 0.10-20.0 мг/дм3. Границы относительной погрешности ме-
тодики измерений не превышает 25%. Экспериментально подтверждено, что в подобранных условиях 
целевые ионы дают воспроизводимые площади пиков и времена миграции, что позволяет проводить 
идентификацию по времени удерживания и количественное определение методом абсолютной граду-
ировки. Проведенные исследования являются основой для разработки аттестованной методики одно-
временного определения 16 анионов органических и неорганических кислот за 10 мин в спиртных ди-
стиллированных напитках.  
Ключевые слова: капиллярный электрофорез, кондуктометрическое детектирование, идентификация, 
анионы, кислоты, спиртные напитки 
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Abstract. The control of the chemical composition of alcoholic beverages is an important task, however, the 
known instrumental methods of analysis do not always allow the identification and quantification of target 
components, while providing sufficient resolution and sensitivity. In this regard, the development of a highly 
efficient technique that provides express, highly accurate and reliable identification and quantitative determi-
nation of the anionic composition of alcoholic beverages becomes an urgent analytical task, which determined 
the purpose of this study. The objects of study were model solutions containing: chlorides, nitrates, sulphates, 
oxalates, formates, fluorides, fumarates, tartrates, malates, citrates, succinates, glycolates, acetates, lactates, 
phosphates, benzoates and real samples of distilled alcoholic beverages. The study was carried out on Agilent 
7100, PrinCE 560 and 750 capillary electrophoresis systems. The analytical signal was recorded using a 
TraceDec detector by the conductometric method. For the development of the technique, the method of capil-
lary electrophoresis was chosen, the following composition of the buffer solution was selected: 0.2 M HIS, 
0.2 MES, 1% Triton X-100, extra pure water, pH 5.5, which provides simultaneous selective determination of 
16 anions of organic and inorganic acids in distilled alcoholic drinks. The best conditions and modes of using 
the capillary electrophoresis system have been worked out, providing maximum separation and sensitivity: 
voltage +20 kV, hydrodynamic sample injection, conductometric detection, capillary temperature, 24°C, sam-
ple injection pressure 30 mbar, sample injection time 25 s, analysis time 10 min. A linear dependence of the 
analytical signal on the target ion concentration was found in the range of 0.10-20.0 mg/dm3. The limits of the 
relative error of the measurement technique does not exceed 25%. It has been experimentally confirmed that, 
under selected conditions, the target ions provide reproducible peak areas and migration times, which allowed 
carrying out identification based on retention time and quantification using the absolute calibration method. 
The conducted studies are the basis for the development of a certified method for the simultaneous determina-
tion of 16 anions of organic and inorganic acids in 10 minutes in distilled alcoholic beverages. 
Keywords: capillary electrophoresis, conductometric detection, identification, anions, acids, alcoholic beverages. 
Acknowledgments: this work was performed in accordance with the state task, state registration No. 
041020220006. 
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Введение 

Органические и неорганические кис-
лоты присутствуют в составе многих ал-
когольных продуктов и оказывают суще-
ственное влияние не только на органо-
лептические характеристики, но и на 
стойкость при хранении. Важно подчерк-
нуть, что в настоящее время нормативной 
документацией на спиртные дистиллиро-
ванные напитки их анионный состав не 
регламентирован, что обусловлено малой 
разработанностью аналитической базы. 
Данный аспект представляет существен-
ный пробел в научных знаниях об анион-
ном составе многокомпонентных жидких 
сред, что побуждает исследователей со-
средоточиться на этой проблеме [1-6].  

В последние десятилетия капилляр-
ный электрофорез (КЭ) становится все 
более востребованным аналитическим 
методом для разделения, идентификации 
и количественного определения широ-
кого круга химических соединений, пред-
ставляющих значительный интерес в раз-

личных областях применения [7-14]. Ме-
тод КЭ получил широкое признание и в 
области изучения ионного состава пище-
вой продукции [15-19]. Однако, недоста-
точная разработанность аналитических 
методик не позволяет получать более 
полную информацию об ионном составе 
спиртных напитков, что затрудняет изу-
чение химического состава продуктов, 
полупродуктов и отходов спиртового и 
ликероводочного производства, проведе-
ние мониторинга биотехнологических 
процессов, протекающих при биотранс-
формации полимеров крахмалистого сы-
рья в этанол, вследствие биокаталитиче-
ской и биосинтетической конверсии.  

Проблемам разработки методик и ис-
следованию состава сложных многоком-
понентных объектов, изучению химиче-
ских процессов бродильных производств 
посвящены научные труды многочислен-
ных исследователей [20-30]. Острая по-
требность в разработке методики опреде-
ления анионного состава спиртных ди-
стиллированных напитков возникла в 
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связи с необходимостью усовершенство-
вания научно-практических основ ком-
плексной системы контроля и регулиро-
вания технологических процессов произ-
водства алкогольной продукции, разра-
ботанной нами ранее [31]. Кроме того, 
обосновывая актуальность обсуждаемой 
тематики, нельзя не отметить огромную 
значимость разработки надежных и до-
стоверных методик для установления хи-
мического состава спиртных напитков, 
что в полной мере согласуется с государ-
ственными программами развития РФ.  

Цель исследования: обосновать, разра-
ботать и опробовать на реальных объек-
тах высокоэффективную электрофорети-
ческую методику, обеспечивающую экс-
прессную, высокоточную и достоверную 
идентификацию и количественное опре-
деление анионов неорганических и орга-
нических кислот в спиртных напитках.  

Экспериментальная часть 
Оборудование. Исследования прово-

дили на базе систем капиллярного элек-
трофореза PrinСE 560 и 750 (Нидер-
ланды), Agilent 7100 (США), оснащенных 
бесконтактным кондуктометрическим 
детектором TraceDec (Австрия) с преде-
лом детектирования 1х10-10 г/см3. Для об-
работки результатов измерений исполь-
зовали ПО WPrincе Rev.7.1.02.10.01 и 
ChimStation Rev. B.04.02 SP1[212]. Для 
взятия точных навесок использовали ана-
литические весы неавтоматического дей-
ствия GR200 (Япония) с погрешностью 
взвешивания не более ±0.0003г. Опреде-
ление водородного показателя проводили 
на рН-метре HI2002-03 (Германия), осна-
щенном электродом HI 11310 с точно-
стью измерений ±0.01pH. Для приготов-
ления растворов и дозирования проб при-
меняли дозаторы с диапазоном дозирова-
ния 0.1-2.5 мкл и 1.0-5.0 см3 и относитель-
ной погрешностью не более ±0.8% и 
±2.5% соответственно (Финляндия). 

Реактивы. Государственные стандарт-
ные образцы (ГСО) состава водных рас-

творов ионов с аттестованными значени-
ями массовой концентрации 1 г/дм3 и от-
носительной погрешностью не более 1% 
при Р=0.95.  

Материалы. Кварцевый капилляр для 
капиллярного электрофореза длинной 
150 см с внешним диаметром 360 мкм, 
внутренним 50 мкм (Нидерланды).  

Образцы и их подготовка к анализу. 
Объектами исследования служили мо-
дельные растворы анионов органических 
и неорганических кислот, образцы виски, 
рома, самогона, текилы, бренди.  

Обсуждение результатов 
Анализ информации литературных и 

патентных источников показал, что в це-
лях изучения влияния на организм чело-
века нутриентов, содержащихся в ди-
стиллированных спиртных напитках зна-
чительный научный и практический ин-
терес представляют важнейшие биоген-
ные элементы, находящиеся в производ-
ственных растворах в виде анионов: хлор 
– в виде хлорид-иона Сl–, фосфор – в виде 
фосфат-иона РО43–, сера – в виде сульфат-
иона SO42–, азот – в виде аниона NО3–. В 
целях изучения биотехнологических ас-
пектов бродильных производств, процес-
сов выдержки спиртных дистиллирован-
ных напитков в контакте с древесиной 
дуба, химической сущности осадкообра-
зования и помутнений, а также других 
процессов, протекающих в ходе произ-
водства дистиллированных напитков, 
особый интерес представляют кислоты, 
являющиеся промежуточными продук-
тами цикла Кребса, в том числе: щавеле-
вая, муравьиная, фумаровая, винная, яб-
лочная, лимонная, янтарная, гликолевая, 
уксусная, молочная, присутствующие в 
производственных растворах в виде ани-
онов органических кислот: оксалатов, 
формиатов, фумаратов, тартратов, мала-
тов, цитратов, сукцинатов, гликолятов, 
ацетатов, лактатов. Таким образом, в 
ходе теоретических исследований сфор-
мулирован перечень из 16 целевых анали-
тов для идентификации и разработаны 
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модельные растворы, содержащие инди-
видуальные растворы ионов и их смеси в 
диапазоне массовых концентраций от 
0.10 до 20.0 мг/дм3. Выбор целевых ионов 
обусловлен высоким научно-практиче-
ским интересом, проявляемым техноло-
гами и нутрициологами к анионному со-
ставу спиртных напитков. 

Среди значительного разнообразия 
методов, используемых в аналитической 
практике, для разработки методики опре-
деления анионного состава дистиллиро-
ванных спиртных напитков, как наиболее 
подходящий, был выделен метод капил-
лярного электрофореза (КЭ), что обу-
словлено, в первую очередь, его высокой 
эффективностью, экспрессностью и эрго-
номичностью, а также применимостью 
различных вариантов детектирования. 
Метод CE основан на разделении заря-
женных компонентов сложной смеси в 
кварцевом капилляре под действием при-
ложенного электрического поля. В ос-
нове метода лежат электрокинетические 
явления – электромиграция ионов и дру-
гих заряженных частиц и электроос-
мос[15-17]. 

Одним из ограничений КЭ с УФ-де-
тектированием по сравнению с ВЭЖХ, 
является невысокая чувствительность из-
за малой длины оптического пути, рав-
ного внутреннему диаметру капилляра. 
Однако, этот недостаток можно преодо-
леть за счет использования других видов 
детектирования [15]. С учетом вышеизло-
женного, для регистрации электрофоре-
грамм, был выбран бесконтактный кон-
дуктометрический детектор проводимо-
сти (КД), состоящий из ячейки и интер-
фейса, соединяющего ячейку с устрой-
ством для записи аналитического сиг-
нала. В основе работы КД лежит измере-
ние электропроводности раствора, про-
пускаемого через капилляр, проходящий 
внутри ячейки детектора.  

Известно, что подвижность ионов 
определяется их степенью диссоциации в 
буферном растворе, и, следовательно, 

значением рН. При нейтральных и ще-
лочных значениях рН возникает сильный 
электроосмотический поток, который 
движет ионы разделяющего буфера в сто-
рону катода [15-17]. Исследование селек-
тивности целевых ионов в зависимости 
от величины pH проводили на модельных 
растворах с использованием буферных 
растворов со значениями водородного 
показателя в интервале от 2.0-7.0 pH. 
Максимальную интенсивность аналити-
ческого сигнала детектора наблюдали 
при рH 5.5 буферного раствора.  

Первоначально для приготовления бу-
ферного раствора использовали гистидин 
(HIS) и 2-(N-Морфолино)этансульфоно-
вую кислоту (MES). В ходе эксперимен-
тов обнаружены искажения аналитиче-
ского сигнала, выявлены хроматографи-
ческие наложения и группы неполного 
разделения пиков. Варьирование соотно-
шением концентраций электролитов в бу-
ферных растворах оказывало влияние на 
хроматографическое поведение целевых 
анионов, однако не позволяло добиться 
необходимого разрешения, при котором 
возможно проведение не только иденти-
фикации, но и количественного опреде-
ления. Наиболее трудно разделимой ока-
зались критическая пара пиков форми-
аты/фториды. Введение в состав буфер-
ного раствора неионного поверхностно 
активного вещества Triton X-100 заметно 
сказалось на селективности разделения и 
позволило добиться необходимой пол-
ноты разрешения критической пары пи-
ков формиаты/фториды, не менее чем ½.  

В результате проведенных исследова-
ний найдена оптимальная композиция 
буферного раствора: 0.2М HIS, 0.2 MES, 
1% Triton X-100, особо чистая вода, рH 
5.5. Основными критериями выбора явля-
лись минимальный дрейф нулевой линии 
и максимальное разрешение хроматогра-
фических пиков. Дрейф нулевой линии, 
определяли как максимальное смещение 
среднего положения нулевой линии в те-
чение 100 мин после выхода системы ка-
пиллярного электрофореза на рабочий 
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режим, составлял не более 1·10-2 уровень 
флуктуационных шумов - не более 1·10-4. 

Для разделения целевых ионов был 
выбран немодифицированный полый ка-
пилляр из высокочистого плавленого 
кварца с внешним полиимидным покры-
тием с внешним диаметром 360 мкм, 
внутренним диаметром 50 мкм и общей 
длинной 150 см. Полиимидный слой на 
концах кварцевого капилляра перед уста-
новкой удаляли выжиганием. Серией 
опытов установлено, что использование 
капилляра длиной более 100 см приводит 
к уширению полос образца и увеличению 
времен миграции определяемых ионов, 
что, по-видимому, связано с ослаблением 
электрического поля. Уменьшение длины 
капилляра до 80 см положительно влияло 
на эффективность разделения и снизило 
время анализа до 10 мин. Дальнейшее 
уменьшение длины приводило к хрома-
тографическим наложениям и неполному 
разделению пиков. 

На следующем этапе исследований ис-
пытывали различные варианты режим-
ных параметров системы капиллярного 
электрофореза. Высокое напряжение, по-
даваемое на электроды, программиро-
вали в интервале +10 кВ…+30 кВ, при 
этом, контролировали значение силы 
тока в капилляре во время анализов, как 
показателя изменения буферной емкости. 
Известно, что оптимальная сила тока при 
реализации метода капиллярного элек-
трофореза, обычно не превышает 50 мкА, 
максимально допустимая составляет 
250 мкА. Значительная сила тока может 
приводить не только к нагреванию, но и к 
кипению буферного раствора, появлению 
пузырьков газа и прерыванию электриче-
ской цепи [19].  

В ходе исследований при напряжении 
+10 кВ была зафиксирована сила тока 
равная 1.4 мкА. При этом, наблюдали ас-
симетричные пики целевых ионов с раз-
мытым тылом и уменьшение разрешения, 
что могло быть вызвано размыванием по-
лос образца в колонке. Время анализа –  
25 мин.  При увеличении напряжения до 

+15 кВ сила тока зарегистрирована на 
уровне 2.1 мкА, значимых улучшений от-
мечено не было. При увеличении напря-
жения до +20 кВ сила тока составила 2.8 
мкА, форма пиков значительно улучши-
лась, время анализа составило 18 мин. 
Оптимальным оказалось напряжение 
+30 кВ, подаваемое на электроды, при 
этом максимальная сила тока составляла 
4.2 мкА, время анализа составляло 
9 мин. 

Вопрос о влиянии температуры термо-
статирования на эффективность и селек-
тивность разделения в КЭ все еще оста-
ется предметом оживленных дискуссий. 
Традиционно, отведение Джоулева тепла 
в системах капиллярного электрофореза 
реализуют за счет воздушного или водя-
ного охлаждения. Технические характе-
ристики выбранных для проведения 
настоящего исследования систем капил-
лярного электрофореза позволяли уста-
навливать температурные параметры как 
выше, так и ниже температуры окружаю-
щей среды, что оказалось возможным за 
счет использования производителями 
оборудования термоэлектрического пре-
образователя, принцип действия кото-
рого основан на эффекте Пельтье.  

Опыты по варьированию температуры 
термостата капилляра проводили в диа-
пазоне от +15 до +30°С, температуры 
поддона с буферным раствором и образ-
цами в диапазоне от +10 до+35°С. Уста-
новлено, что изменение температуры 
поддона автосэмплера и термостата ко-
лонки сказывалось на временах удержи-
вания и разрешении хроматографических 
пиков. Найдены лучшие параметры тер-
мостатирования, обеспечивающие доста-
точное разделение и чувствительность 
составляли: для поддона автосэмплера 
+25°С, для термостата колонки +25°С. 
Повышение температуры до +30°С, по-
видимому, оказывает влияние на вяз-
кость и электропроводность буферного 
раствора, что приводит к смещению вре-
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мен миграции ионов, нестабильности ну-
левой линии, появлению шумов и иска-
жению формы пиков. 

Изучена зависимость относительных 
времен миграции анионов органических 
и неорганических кислот от их массовых 
концентраций. Эффективность разделе-
ния по целевым аналитам наблюдали при 
изменении их содержания в диапазоне 
0.10-20.0 мг/дм3. Дальнейшее увеличение 
концентраций до 50-100 мг/дм3 приво-
дило к уширению оснований пиков, 
вследствие закономерного размывания 
электрофоретических зон. Найденная за-
висимость не противоречит, и в полной 
мере согласуется с известными литера-
турными данными о хроматографических 
процессах и явлениях. На основании ана-
лиза экспериментальных данных уста-
новлен диапазон измеряемых массовых 
концентраций определяемых ионов 
от 0.1 до 20.0 мг/дм3.  

Одной из проблем, возникающих при 
реализации аналитических методов явля-
ется воспроизводимый ввод малых объе-
мов пробы. Обычно, при реализации ме-
тода капиллярного электрофореза, вводи-
мый объем не превышает нескольких 
нанолитров. Важно отметить, что боль-
шие объемы уменьшают эффективность 
разделения за счет перегрузки. В ходе ис-
следований испытано два варианта ввода 
пробы: электрокинетический и гидроди-
намический. Установлено, что целях по-
вышения точности анализа предпочтите-
лен гидродинамический вод пробы, кото-
рый не только не нарушает состав об-
разца, в отличии от электрокинетиче-
ского ввода, но и является более воспро-
изводимым. Подобраны оптимальные па-
раметры гидродинамического ввода: 
время ввода пробы 20 с, давление от 
40 мБар. 

Известно, что при использовании 
кварцевых капилляров возникает ряд 
проблем вследствие адсорбции различ-
ных загрязнений на внутренней поверх-
ности капилляра, нарушающих струк-
туру диффузного слоя, что приводит 

к снижению скорости электроосмотиче-
ского потока, отсутствию стабильности 
нулевой линии и увеличению времен ми-
грации анализируемых ионов [15-17]. 
В целях предотвращения адсорбции ком-
понентов анализируемой пробы на стенке 
капилляра обычно применяют метод про-
мывок.   

Состав промывочных растворов и ал-
горитм промывок подбирали экспери-
ментально, основываясь на результатах 
ранее проведенных собственных иссле-
дований и практического опыта реализа-
ции метода КЭ, а также предполагаемой 
природе загрязняющих компонентов. Ва-
рьировали концентрации промывочных 
растворов, прилагаемое давление, про-
должительность промывок. Установлено, 
что промывку капилляра целесообразно 
проводить при постоянном давлении 
2000 мБар. При подготовке нового капил-
ляра к работе лучшей является следую-
щая схема: первоначально капилляр про-
мывают 1М раствором NaOH в течении 
300 мин, затем деионизованной водой в 
течении 30 мин и рабочим электролитом 
300 мин. 

Согласно данным научных источни-
ков, времена миграции могут являться 
маркером кондиционного состояния ка-
пилляра. Экспериментально подтвер-
ждено, что увеличение воспроизводимо-
сти параметров миграции и селективно-
сти разделения анионов может быть до-
стигнуто за счет использования специ-
альной схемы промывки капилляра. 
В ходе исследований предложена и отра-
ботана схема промывки для регенерации 
загрязненного капилляра. Сначала про-
мывку проводили деионизованной водой 
в течении 10 мин, затем 1М раствором 
NaOH 60 мин. Последующую промывку 
деионизованной водой 20 мин. выпол-
няли с целью удаления остатков щелочи. 
Затем промывали 1 М раствором HCl в 
течении 30 мин и деионизованной водой 
20 мин. Финишную промывку для конди-
ционирования поверхности капилляра   
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проводили буферным раствором в тече  
нии 180 мин. Экспериментальная про-
верка предложенного алгоритма проце-
дур подготовки капилляра к работе, как в 
случае с новым, так и при регенерации за-
грязненного капилляра, продемонстриро-
вала высокую эффективность.  

Таким образом, в результате проведен-
ных исследований, разработана схема 
промывки капилляра, изучено влияние 
ряда параметров на правильность и вос-
производимость разделения, найдены оп-
тимальные режимы работы системы ка-
пиллярного электрофореза, обеспечива-
ющие одновременное селективное разде-
ление 16 анионов за 10 мин (табл.1).  

С применением подобранных условий 
получены электрофореграммы модель-
ной смеси анионов неорганических и ор-
ганических кислот с концентрацией 0.1, 
1.0, 5.0, 10 и 20 мг/дм3. В качестве иллю-
страции представлена электрофоре-
грамма модельного раствора МР2 (рис.1). 

Показано, что пики, зарегистрирован-
ные при выбранных параметрах, симмет-
ричны, имеют форму гауссовой кривой, 
соотношение высоты пика к уровню 
шума не менее 2:1, полноту разрешения – 
не менее, чем 1/2 от высоты пика. Сле-
дует подчеркнуть, что в случае с гауссо-
выми кривыми высота пика также может 

отражать относительное содержание ве-
щества в пробе. На основании вышеизло-
женного можно сделать вывод, что дан-
ное направление исследований перспек-
тивно для развития в векторе количе-
ственного определения целевых ионов. 
Количественный анализ основан на изме-
рении площадей или высот пиков. Неко-
торые исследователи полагают, что при 
стабильности условий обнаружения, вы-
сота пика может рассматриваться как 
определяющий параметр для пика, дру-
гие считают площади пиков достаточным 
параметром для количественного опреде-
ления.  

В ходе настоящего эксперимента про-
ведена серия опытов на модельном рас-
творе МР2, в результате которых рассчи-
таны воспроизводимость времен удержи-
вания, площадей и высоты пиков. Анализ 
полученных экспериментальных данных 
подтвердил стабильность времен удер-
живания целевых анионов. Установлено, 
что максимальное отклонение показателя 
«время удерживания» составляет не бо-
лее 0.6% (рис.2).  

В ходе исследований получены экспе-
риментальные данные (рис. 3), подтвер-

 
1 – хлориды, 2 – нитраты, 3 – сульфаты, 4 – оксалаты, 5 – формиаты, 6 – фториды, 7 – фумараты, 

8 – тартраты, 9 – малаты, 10 – цитраты, 11 – сукцинаты, 12 – гликоляты, 13 – ацетаты, 14 – лактаты, 
15 – фосфаты, 16 – бензоаты 

Рис. 1. Электрофореграмма модельного раствора анионов неорганических 
и органических кислот 

Fig. 1. Electropherogram of a model solution of anions of inorganic and organic acids 
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ждающие стабильность показателя «вы-
сота пиков». Установлено, что макси-
мальное отклонение по показателю «вы-
сота пика» составляет не более 3.3 %. 

Обработка и анализ эксперименталь-
ных данных по показателю «площадь 
пика» позволяет сделать вывод о стабиль-
ности на протяжении 10 опытов. Макси-
мальное отклонение показателя «пло-
щадь пика» составляет не более 4.1% 
(рис. 4). 

Таким образом, на основании вышеиз-
ложенного можно заключить, что показа-
тели «площадь пика» и «высота пика» 
приемлемы для расчета массовых кон-
центраций целевых анионов в диапазоне 
массовых концентраций от 0.1 до 20.0 мг/дм3. 

Исследование зависимости аналитиче-
ского сигнала от концентрации определя-
емого иона в модельном растворе прово-
дили пределах предполагаемой аналити-
ческой области методики в диапазоне от 
0.1-20.0 мг/дм3. Для построения градуи-
ровочной кривой готовили 5 уровней мо-
дельных растворов, массовой концентра-
цией 0.1 мг/дм3, 1.0, 5.0, 10.0, 20 мг/дм3, 
которые соответствовали началу, сере-
дине и концу диапазона определений.   

Экспериментально доказано, что гра-
дуировочные графики для целевых анио-
нов в координатах концентрация-пло-
щадь пика обладают линейной зависимо-
стью в диапазоне 0.1-20.0 мг/дм3. Коэф-
фициент корреляции R2 составляет не ме-
нее 0.99. 

Таблица 1. Параметры работы системы капиллярного электрофореза для определения ани-
онов органических и неорганических кислот в спиртных дистиллированных напитках 
Table 1. Operating parameters of the capillary electrophoresis system for the determination of 
anions of organic and inorganic acids in distilled alcoholic beverages 

Параметр Интервал варьирования Выбранные параметры 

Длина капилляра 60…150 см 80 см 

Давление промывки 
капилляра 

250-2500 мБар 2000 мБар 

Напряжение на электроды +10 …+30 кВ +20 кВ 

Температура термостата 
капилляра 

+15 °С … +35°С 24°С 

Температура поддона с бу-
ферным раствором и образ-
цами 

+10 °С… +30 °С 24°С 

Ввод пробы электрокинетический / 
гидродинамический 

гидродинамический 

Давление ввода пробы 10 … 40 мБар 30 мБар 

Время ввода пробы 10 …100 с 25с 

Детектирование кондуктометрическое кондуктометрическое 

Время анализа 5…20 мин 10 мин 

Ведущий электролит 0.1-1.0 М HIS, 0.1-1.0 MES, 
0.5-2% Triton X-100  

0.2М HIS, 0.2 MES, 1% 
Triton X-100 
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 Одной из важнейших валидационных 
характеристик методики является ее спе-
цифичность, то есть возможность опреде-
ления целевых аналитов при наличии в 
пробе типичных мешающих минорных 
компонентов. При этом, точность резуль-
татов анализа в целом и ее отдельные со-
ставляющие, правильность и воспроизво-
димость, могут сильно изменяться в зави-
симости от состава образца.  

В целях выявления взаимосвязи между 
матрицей образца и идентификацией це-
левых ионов исследовали специфичность 
методики, анализируя пробы различных 
спиртных напитков в нескольких повтор-
ностях. Анализ полученных хромато-
грамм показал, что матрица пробы не 
препятствует хроматографическому раз-
делению и идентификации целевых ана-
литов, случаи наложения пиков и арте-
факты не обнаружены. Результаты экспе-
риментов подтвердили пригодность ме-
тодики для количественного определения 
анионного состава спиртных дистилли-
рованных напитков. Установлено, что 

границы относительной погрешности ме-
тодики при P=0.95 в диапазоне измеряе-
мых массовых концентраций от 0.1 до 
10.0 мг/дм3 составляют не более 25%, в 
диапазоне свыше 10.0 до 20.0 мг/дм3 не 
более 18%, показатель воспроизводимо-
сти 14 и 11%, показатель повторяемости 
ОСКО 6 и 9% соответственно. 

Разработанная методика апробирована 
на реальных образцах спиртных напит-
ков, приготовленных на основе дистилля-
тов: в том числе на виски, роме, текиле, 
чаче, бренди и самогоне. В ходе исследо-
ваний сформулированы практические ре-
комендации по количественному опреде-
лению анионов. Идентификацию опреде-
ляемых ионов проводили по времени 
удерживания, количественное определе-
ние методом абсолютной градуировки. 
Образцы анализировали в двух повторно-
стях в условиях повторяемости. Если об-
наруживали, что массовая концентрация  
иона находится выше границы диапазона 
измерений, образец разбавляли деиони-
зованной водой, но не более, чем в 10 раз. 

  
Рис. 2. Времена удерживания целевых анионов 

Fig. 2. Retention times of target anions 
Рис. 3. Высота пиков 

Fig. 3. Peak height 

 
Рис. 4. Площади пиков 

Fig. 4. Peak areas 



 

Сорбционные и хроматографические процессы. 2023. Т. 23, № 2. С. 199-215. 
Sorbtsionnye i khromatograficheskie protsessy. 2023. Vol. 23, No 2. pp. 199-215. 
 
ISSN 1680-0613_____________________________________________________________ 

 

 

 
 

208 

Результаты исследований анионного со-
става спиртных напитков, приготовлен-
ных на основе дистиллятов, представ-
лены в таблицах 2-3. 

Данные таблицы 2 свидетельствуют, 
что исследованные образцы спиртных 
дистиллированных напитков значи-
тельно отличаются друг от друга по со-
держанию анионов органических и неор-
ганических кислот. Наиболее значитель-
ные различия выявлены в образцах Ol-
meca Tequila Blanco и Chacha Premium Sa-

peravi Muscat, что можно объяснить осо-
бенностями технологии производства, 
так и видом используемого сырья: для 
приготовления текилы используют сок 
голубой агавы, для приготовления чачи - 
гроздья винограда с гребнями. В образце 
чачи обнаружена наибольшая массовая 
концентрация хлоридов, что, по-види-
мому, связано с химическим составом ви-
нограда, который, как известно, зависит 
не только от сорта, но и от климата, со-
става почвы произрастания и метеороло-

Таблица 2. Результаты исследования анионного состава рома, текилы, чачи, бренди, само-
гона методом КЭ-КД 
Table 2. The results of the study of the anionic composition of rum, tequila, chacha, brandy, moon-
shine by the CE-CD method 

Аналит, 
мг/дм3 

Ром Havana 
Club (Куба) 

Olmeca Te-
quila Blanco 
(Мексика) 

Chacha Pre-
mium Sa-

peravi Mus-
cat (Грузия) 

Бренди 
Vecchia Ro-

magna 
(Италия) 

Самогон СамО-
гонъ с медом и 

перцем 
(Беларусь) 

хлориды 1.03±0.21 0.50±0.10 52.74±9.50 1.11±0.22 2.94±0.59 
нитраты менее 0.1 менее 0.1 0.40±0.08 2.94±0.56 1.19±0.23 

сульфаты не 
обнаружено 0.86±0.17 17.59±3.17 4.36±0.87 2.38±0.47 

оксалаты 1.34±0.27 менее 0.1 не 
обнаружено 2.13±0.43 менее 0.1 

формиаты 40.77±7.34 13.47±2.43 0.32±0.06 12.80±2.30 0.10±0.02 

фториды не 
обнаружено 

не 
обнаружено 

не 
обнаружено 

не 
обнаружено менее 0.1 

фумараты не 
обнаружено 

не 
обнаружено 

не 
обнаружено 0.70±0.14 0.10±0.02 

тартраты 0.65±0.13 не 
обнаружено 

не 
обнаружено 2.14±0.43 не обнаружено 

малаты не 
обнаружено 

не 
обнаружено 

не 
обнаружено 3.83±0.77 0.10±0.02 

цитраты не 
обнаружено 

не 
обнаружено 13.80±2.48 0.96±0.19 не обнаружено 

сукцинаты не 
обнаружено 

не 
обнаружено 

не 
обнаружено 0.82±0.16 0.10±0.02 

гликоляты 35.45±6.38 35.45±6.38 не 
обнаружено 1.26±0.25 менее 0.1 

ацетаты не 
обнаружено 117.33±21.12 115.56±20.8 46.77±8.42 15.36±2.76 

лактаты не 
обнаружено 9.96±1.99 не 

обнаружено 17.31±3.12 6.72±1.34 

фосфаты 12.70±2.29 не 
обнаружено 7.79±1.56 3.01±0.60 не обнаружено 

бензоаты 5.70±1.14 13.10±2.36 не 
обнаружено 

не 
обнаружено 0.48±0.10 
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гических условий года. Кроме того, в об-
разцах текилы и чачи, по сравнению с 
остальными исследованными образцами, 
найдено повышенное содержание ацета-
тов 117.33 и 115.56 мг/дм3 соответственно, 
которые оказывают негативное влияние 
на органолептические свойства напитков, 
придавая им неприятный аромат и жгу-
чий вкус.  

В производстве рома в качестве исход-
ного сырья используют либо тростнико-
вый сок, либо мелассу – отход сахарно-
тростникового производства. Меласса яв-
ляется трудно сбраживаемым сырьем, по-
этому, в технологии используют расы 
осмофильных дрожжей, способные вы-
держивать значительные концентрации 

сухих веществ в среде. Некоторые произ-
водители используют собственные про-
изводственные культуры, адаптирован-
ные к конкретным условиям сбражива-
ния, характерным для данного предприя-
тия. Содержание формиатов 40.77 мг/дм3 
и гликолятов 35.45 мг/дм3 в образце рома 
Havana Club может быть обусловлено не 
только отличиями в сырье, но и особен-
ностями метаболизма дрожжей сахара-
мицетов, используемых в процессе спир-
тового брожения. Повышенная концен-
трация фосфатов 12.70 мг/дм3, косвенно 
объясняется известными научными дан-
ными о введении фосфорного питания 
для дрожжей в ходе технологического 
процесса сбраживания мелассы. 

Таблица 3. Результаты исследования анионного состава виски различного географического 
происхождения методом КЭ-КД 
Table 3. The results of the study of the anionic composition of whiskey of different geographical 
origin by the CE-CD method 

Аналит, 
мг/дм3 

Виски Lam-
bron Castle 
(Армения) 

Виски IBEX 
(Россия) 

Виски Scot-
tish Land 

(Шотландия) 

Виски Tulla-
more Dew 

(Ирландия) 

Виски Iwai 
Tradition 
(Япония) 

хлориды 5.58±1.11 3.65±0.73 0.76±0.15 0.58±0.15 0.54±0.14 
нитраты 1.95±0.39 1.11±0.22 менее 0.1 0.51±0.13 0.19±0.05 

сульфаты 4.05±0.81 4.36±0.87 0.83±0.16 0.29±0.07 0.71±0.18 
оксалаты 0.55±0.11 0.28±0.06 1.07±0.21 0.94±0.23 1.35±0.34 
формиаты 3.60±0.72 6.92±1.38 9.58 ±1.9 12.40±3.10 13.53±3.38 

фториды 0.39±0.08 не 
обнаружено 

не 
обнаружено 

не 
обнаружено 

не 
обнаружено 

фумараты менее 0.1 не 
обнаружено 0.10 ±0.02 не 

обнаружено 0.77±0.19 

тартраты не 
обнаружено 1.87±0.37 4.24±0.84 1.05±0.26 1.56±0.39 

малаты 0.25±0.05 1.07±0.21 1.26±0.25 0.84±0.21 не 
обнаружено 

цитраты 0.65±0.13 0.29±0.06 0.36±0.07 не 
обнаружено 

не 
обнаружено 

сукцинаты 0.11±0.02 2.81±0.56 1.08±0.21 0.78±0.20 не 
обнаружено 

гликоляты 2.41±0.48 2.27±0.45 6.01±1.20 8.86±2.22 8.91±2.23 

ацетаты 9.70±1.94 менее 0.1 75.29±18.82 не 
обнаружено 70.60±17.65 

лактаты 2.92±0.58 не 
обнаружено 4.81±0.96 не 

обнаружено 6.51±1.63 

фосфаты 2.84±0.57 0.50±0.10 1.83±0.37 3.40±0.85 5.51±1.38 

бензоаты не 
обнаружено 2.36±0.47 не 

обнаружено 
не 

обнаружено 
не 

обнаружено 
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Фториды массовой концентрацией ме-
нее 0.1 и 0.39 мг/дм3 обнаружены в об-
разце самогона СамОгонъ с медом и пер-
цем и виски Lambron Castle, что, по всей 
вероятности, связано с особенностями со-
става технологической воды, используе-
мой для приготовления напитков. Виски 
Lambron Castle, IBEX и Scottish Land в це-
лом, показали сопоставимые результаты.  

Повышенное содержание ацетатов 
70.60 и 75.29 мг/дм3 в виски Iwai Tradition 
(Япония) и Scottish Land (Шотландия) со-
ответственно, может быть объяснено осо-
бенностями технологии производства – 
длительной выдержкой в дубовых боч-
ках. Следует отметить, что классические 
технологии приготовления виски подра-
зумевают выдержку висковых дистилля-
тов в бочках из американского и француз-
ского дуба, однако, виски Iwai Tradition 
выдерживают в бочках из японского 
дуба. Известно, что химический состав 
древесины дубовых бочек может быть 
обусловлен влиянием условий произрас-
тания дуба, сезона заготовки, анатомиче-
ской структуры древесины и множеством 
других факторов, которые, к сожалению, 
еще недостаточно изучены. Исследова-
ниями, проведенными нами ранее, уста-
новлено влияние степени обжига и вида 
древесины дуба на образование летучих 
органических примесей и катионов в эта-
нольных растворах [20]. 

В образцах виски Tullamore Dew и Iwai 
Tradition обнаружены наиболее высокие 
массовые концентрации формиатов 12.40 
и 13.53 мг/дм3 соответственно. Известно, 
что муравьиная кислота синтезируется 
дрожжами Saccharomyces cerevisiae при 
биосинтетической конверсии полимеров 
зернового сырья, где пируват окисляется 
до формиата и других побочных метабо-
литов [32-34]. Кроме того, согласно лите-
ратурным данным, муравьиная кислота 
может образоваться и непосредственно 
при термическом распаде веществ древе-
сины.  

Полученные в ходе настоящего иссле-
дования экспериментальные данные со-
гласуются с общепринятыми теоретиче-
скими представлениям и сведениями о 
составе спиртных дистиллированных 
напитков, полученных с применением 
методов мокрой химии. Внедрение разра-
ботанной аналитической процедуры од-
новременного определения анионов орга-
нических и неорганических кислот мето-
дом капиллярного электрофореза с кон-
дуктометрическим детектированием в 
практику технологического контроля 
бродильных производств позволит гене-
рировать новые знания о химических 
превращениях, происходящих в ходе 
биотехнологических и технологических 
процессов производства спиртных ди-
стиллированных напитков и получить 
продукт с заданными свойствами. 

Заключение 
Изучены аналитические возможности 

метода капиллярного электрофореза с 
гидродинамическим вводом пробы и кон-
дуктометрическим детектированием для 
идентификации анионов в спиртных 
напитках. Подобраны режимы работы си-
стемы капиллярного электрофореза и 
композиция электролитов буферного рас-
твора, обеспечивающие одновременное 
селективное определение 16 анионов ор-
ганических и неорганических кислот в 
спиртных напитках за 10 мин. 

Разработана методика определения 
хлоридов, нитратов, сульфатов, оксала-
тов, формиатов, фторидов, фумаратов, 
тартратов, малатов, сукцинатов, гликоля-
тов, ацетатов, лактатов, фосфатов, бензо-
атов на уровне статистически значимых 
концентраций в диапазоне от 0.10 до 
20.0 мг/дм3. Установлено, что границы 
относительной погрешности методики 
измерений не превышает 25%. Разрабо-
танная методика опробована на реальных 
объектах. Полученные данные хорошо 
согласуются с известными данными, по-
лученными методами мокрой химией. 
Сделан вывод о пригодности методики 
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для анализа анионного состава спиртных 
дистиллированных напитков. 

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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Аннотация. В основе метода оптической микрометрии (МОМ) лежит зависимость объема сенсора, ко-
торым обычно является гранула полимерного геля, от состава раствора, в котором эта гранула нахо-
дится. Предполагается, что сенсор имеет форму шара, но на практике обычно его форма несколько 
отличается от шаровидной и имеет форму эллипсоида вращения. Это незначительные отличия, но при 
вычислениях их желательно учитывать. С этой целью в работе предложено фиксировать положение 
сенсора в ячейке. В этом случае изменение степени набухания гранулы не сопровождается изменением 
ее положения в ячейке, и отклонения ее формы от сферической усредняются. Этот результат достига-
ется путем введения в сенсор (гранулу) магнетита и установкой магнита под ячейкой с анализируемым 
раствором. В работе описан способ получения гранул (сенсоров) на основе сшитого поливинилового 
спирта (ПВС) с осажденным в них магнетитом. Исследования показали, что в этом случае присутствие 
магнетита в гранулах не оказывает влияния на их степень набухания. Этот факт подтвердили и иссле-
дования кинетики набухания. Кинетика набухания как гранул с магнетитом, так и гранул без него была 
исследована в растворах несорбирующегося электролита (КС1) и в растворах электролита (МgCl2), где 
растворенный электролит образует с полимером координационную связь. Анализ результатов, полу-
ченных в работе, позволил сделать по крайней мере два вывода. Во-первых, применение в методе оп-
тической микрометрии в качестве сенсоров гелей с магнетитом практически решает проблему, связан-
ную с поиском гранул сферической формы, необходимых для повышения точности метода. Фиксиро-
ванное положение гранулы в ячейке позволяет проводить измерения на гранулах в форме эллипсоидов 
вращения. Во-вторых, показано, что метод оптической микрометрии, укомплектованный указанным в 
работе оборудованием и материалом, позволяет проводить измерения концентраций анализируемых 
растворов с точностью 0.4%. 
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Abstract. The method of optical micrometry (MOM) is based on the dependence of the sensor volume, which 
is usually a polymer gel granule, on the composition of the solution in which this granule is located. It is 
assumed that the sensor has the shape of a ball, but in practice, usually its shape is somewhat different from 
spherical and has the shape of an ellipsoid of revolution. These are minor differences, but it is desirable to take 
them into account for calculations. For this purpose, in this study it was proposed to fix the position of the 
sensor in the cell. In this case, the change in the degree of swelling of the granule is not accompanied by a 
change in its position in the cell and the deviations of its shape from spherical are averaged. This result is 
achieved by introducing magnetite into the sensor (granule) and placing a magnet under the cell with the ana-
lysed solution. The study describes a method for the formation of granules (sensors) based on cross-linked 
polyvinyl alcohol (PVA) with magnetite deposited in them. Studies have shown that in this case the presence 
of magnetite in the granules does not affect their degree of swelling. This fact was also confirmed by studies 
of swelling kinetics. The swelling kinetics of both granules with magnetite and without it was studied in solu-
tions of a nonsorbable electrolyte (KS1) and in electrolyte solutions (MgCl2), where the dissolved electrolyte 
forms a coordination bond with the polymer. Analysis of the results obtained in the study allowed to draw at 
least two conclusions. First, the use of gels with magnetite as sensors in the method of optical micrometry 
practically solves the problem associated with the search for spherical granules necessary to improve the accu-
racy of the method. The fixed position of the granule in the cell allows to perform measurements on granules 
in the form of ellipsoids of revolution. Secondly, it was shown that the method of optical micrometry, supple-
mented with the equipment and material specified in the study, allows to measure the concentrations of ana-
lysed solutions with an accuracy of 0.4%. 
Keywords: polymer gel, magnetite, composite, degree of swelling, kinetics. 
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Введение 
В методе оптической микрометрии 

(МОМ) [1, 2] полимерные гели использу-
ются в качестве чувствительных элемен-
тов (сенсоров), которые изменяют свою 
степень набухания в зависимости от 
свойств внешнего раствора. Наиболее 
удобной формой чувствительного эле-
мента, помещаемого в раствор, является 
форма шара. Она позволяет быстро и до-
статочно просто вычислять изменение 
объема чувствительного элемента, кото-
рое является функцией свойств анализи-
руемого раствора. Определение состава 
анализируемого раствора в МОМ прово-
дят как на основании равновесных, так и 
кинетических данных об изменении сте-
пени набухания гранулы в анализируе-
мом растворе. Отметим, что использова-
ние кинетических данных значительно 
расширяет как возможности метода, так и 
его чувствительность. Кроме того, ис-
пользование кинетики позволяет опреде-
лять не только концентрацию, но и при-
роду растворенного вещества [3-10]. 

Одним из факторов, от которого зави-
сит точность получаемых результатов, 
является природа чувствительного эле-
мента (сенсора), которым в МОМ явля-
ется гранула (или гранулы) геля сшитого 
полимера. Важными характеристиками 
гранул являются их степень набухания и 
индифферентное отношение к химиче-
скому составу анализируемого раствора. 
Кроме того, к свойствам таких полимеров 
предъявляются и другие требования. 
Во-первых, эти свойства должны воспро-
изводиться от партии к партии, во-вто-
рых, применяемые гранулы должны 
иметь сферическую форму, близкую к 
идеальной, в-третьих, изменение степени 
набухания при повторных измерениях 
одного и того же раствора должны вос-
производиться.  

Основной проблемой метода, препят-
ствующей точному определению концен-
трации анализируемого раствора, явля-
ется отличная от сферической форма сен-
соров, так как используемые в методе 
гранулы практически никогда не имеют 
точной сферической формы. Чаще всего 
форма сенсора – это форма эллипсоида 
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вращения с разными значениями разме-
ров радиусов. При проведении анализа 
часто происходит изменение положения 
гранулы в ячейке, а это может приводить 
к серьезным отклонениям рассчитывае-
мых величин от истинных и заметно сни-
зить точность анализа. Для решения дан-
ной проблемы в работе в качестве сенсо-
ров предложено использовать полимер-
ные гели гранул сшитого поливинило-
вого спирта (ПВС) с частицами магнетита 
и ячейки с установленными под ними 
магнитами [11]. В этом случае гранула 
сенсора неподвижно фиксируется на дне 
ячейки. Эта фиксация позволяет избе-
жать ошибок, появляющихся в связи с 
влиянием несферической формы гра-
нулы. 

В работе проверено влияние присут-
ствия магнетита на равновесные и кине-
тические свойства геля. В результате про-
веденных экспериментов было установ-
лено, что степень набухания исследован-
ного в работе геля композита, включаю-
щего полимер (ПВС), магнетит и воду в 
аналогичных условиях соответствует сте-
пени набухания такого же геля, но с нахо-
дящимся в нем магнетитом.  

Экспериментальная часть 
Получение композита с магнетитом. 

Используемый в работе композит состоял 
из сшитого поливинилового спирта 
(ПВС) в качестве матрицы геля и магне-
тита. Сшитый полимер получали путем 
сшивания в щелочной среде линейного 
ПВС 18/11 эпихлоргидрином (20% ЭХГ) 
по методике [12] и последующей опера-
цией гранулирования сшитого полимера 
в реакторе с вазелиновым маслом и с ме-
шалкой при 75оС. После гранулирования 
гранулы отмывали от масла и помещали 
в водный раствор солей железа в мольном 
соотношении Fe2+ : Fe3+ как 1:2. Приго-
товленную суспензию помещали в чашку 
Петри и ставили на верхнюю площадку 
эксикатора, на дно которого заливали 
водный раствор аммиака. Этот способ яв-

ляется одним из наиболее простых мето-
дов синтеза магнитных частиц посред-
ством химического осаждения в щелоч-
ной среде [13-15]. 

2FeCl3 + FeCl2 + 8NH3∙H2O = Fe3O4 + 
8NH4Cl + 4H2O 

В предлагаемой работе данная мето-
дика была реализована в полимерном 
геле. 

Анализ свойств образцов композита с 
магнитом. Известно, что магнетит отно-
сится к ферромагнетикам, то есть обла-
дает самопроизвольной намагниченно-
стью. Следовательно, о нахождении маг-
нетита в полученных образцах можно су-
дить по наличию электромагнитного вза-
имодействия полученных гранул с магни-
том. Другим способом анализа, использу-
емом в работе, являлась сканирующая 
электронная микроскопия (СЭМ).  

Для нахождения массовой доли магне-
тита по отношению к массе ПВС обезво-
женные образцы были взвешены, а затем 
прокалены в муфельной печи при темпе-
ратуре 700◦С в течение 2 часов. Темпера-
туру и время обжига определяли в соот-
ветствии с данными из [16]. После прока-
ливания образцы вновь были взвешены. 
Было установлено, что в результате ин-
тенсивного выделения коксовых газов в 
некоторых бюксах произошла потеря 
массы основного продукта, поэтому при-
водимый результат является полуколиче-
ственным. С учетом указанных потерь 
массовая доля магнетита в гранулах со-
ставляла 60-65%. 

Обсуждение результатов 
В зависимости от поставленной задачи 

исходный объем гранулы геля может из-
меняться от нескольких десятков до не-
скольких сотен кубических микрон, но 
при равновесии он является величиной 
постоянной для раствора данного со-
става. Причина изменения степени набу-
хания (объема) геля связана с изменением 
состава внешнего раствора. Если измене-
ние измеряемого объема происходит в 
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растворе постоянного состава, то причи-
ной этого является ошибка измерения, 
что чаще всего связано с несферической 
формой гранулы.  

В МОМ существуют два типа ошибок, 
влияющих на точность анализа, – это по-
грешность прибора и ошибки, связанные 
с геометрией формы гранул. Для опреде-
ления приборной погрешности в работе 
были проанализированы результаты фо-
тографирования пяти гранул, диаметр 
каждой из которых порядка 1 мм.  

В первой серии снимков гранулы нахо-
дились в воде. Не изменяя их положения, 
были сделаны по десять фотографий каж-
дой гранулы. Фотографирование прово-
дили с помощью видеокамеры Selestron 
44421, размер линейки 5 мг пикс/мм, с 
разрешением 750 пикселей/мм. Полагая, 
что ошибку определения диаметра гра-
нулы по фотографии в 1 пиксель, прихо-

дим к априорной оценке ошибки опреде-
ления объема гранулы в 0.4%. После об-
работки экспериментальных результатов 
было установлено, что вычисленные по 
фотографиям объемы гранул в каждом 
десятке колеблются в пределах именно 
0.4%. Таким образом, в результате влия-
ния погрешности самого прибора, оценка 
значения объема гранулы, находящейся в 
неподвижном состоянии, может коле-
баться в указанном диапазоне.  

Затем для учета влияния изменения 
положения гранул планшет с ячейками 
вместе с гранулами встряхивали и делали 
еще по 10 фотографий каждой гранулы. 
Было установлено, что после встряхива-
ния измеряемые размеры гранул заметно 
изменялись. Это однозначно говорит о 
том, что форма таких гранул отличалась 
от шарообразной. Для сопоставления сте-
пени изменений объемов гранул разного 
размера использовали величины относи 

 
Рис. 1. Изменение степени набухания гранулы полимерного геля от номера фотогра-

фии в каждом десятке (точки).  1 – гранула сравнения. I-II-III-IV-V – гранулы которые взя-
тии для исследования. 

Fig. 1. Change in the degree of swelling of the polymer gel granule from the photograph 
number in each ten samples (points).  1 – comparison granule. I-II-III-IV-V – granules used for 

research. 
Таблица 1. Статистические характеристики данных, приведенных на рис.1. 
Table 1. Statistical characteristics of the data shown in Fig. 1. 

Десятки I II III IV V 
Сум-

марные 
данные 

Среднее 0.9924 1 1.0015 0.9994 1.0064 0.9999 
Медиана 0.9923 1.0007 1.0015 0.9994 1.0064 1.0002 

СКО* 0.001 0.0013 0.0016 0.0007 0.0012 0.0047 
Размах 0.0028 0.003 0.004 0.0026 0.0037 0.0170 
Макс 0.9939 1.0014 1.0033 1.0007 1.0081 1.0081 
Мин 0.9911 0.9984 0.9993 0.9981 1.0044 0.9911 

Число фотографий N 10 10 10 10 10 50 
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тельных объемов Vi/Vo. В качестве вели-
чины Vo брали среднее значение объемов 
каждой гранулы из первой серии, а в ка-
честве величины Vi - измеряемый объем 
анализируемой гранулы. Обработка дан-
ных показала, что для гранул, чья форма 
отличается от сферической, оценка зна-
чения определяемого объема может коле-
баться в диапазоне 2.0%. В качестве ил-
люстрации приведены результаты фото-
графирования одной гранулы (рис. 1). 
Сначала, не изменяя положения гранулы, 
были сделаны десять ее фотографий (кри-
вая 1), затем гранулу вместе с ячейкой 
встряхнули и сделали еще десять фото-
графий той же гранулы (кривая 2). Далее 
аналогичным способом были получены 
фотографии кривых 3, 4 и 5, которые ил-
люстрируют изменение размеров все той 
же гранулы, находящейся в разных поло-
жениях относительно объектива микро-
скопа.  

Различное расположение кривых – 
следствие неправильной формы гранулы 
и, соответственно, разного положения 
гранулы в ячейке.  

В результате установлено, что, во-пер-
вых, полученные после обработки раз-
меры гранулы в каждом десятке, то есть 
размеры гранулы в неподвижном состоя-
нии колеблются в пределах 0.4 %. Во-вто-
рых, хорошо видно, что после встряхива-
ния измеряемые размеры гранул заметно 
изменяются. Следовательно, формы из-
меряемых гранул не шарообразные, по-
этому после встряхивания принимаемое 
ими положение в ячейке, отличается от 
предыдущего. Из обработанных данных 
следует, что в результате несферичности 
формы гранул оценка значения их объема 
в данном случае может колебаться в диа-
пазоне 2.0%. В таблице 1 приведены ста-
тистические характеристики получен-
ного набора данных. 

Влияние магнетита на поведение гра-
нул геля ПВС. Для оценки влияния гра-
нул с магнетитом, одну из них помещали 
в ячейку, заполненную водой, под кото-

рой был установлен магнит. Выдержи-
вали гранулу в воде некоторое время для 
достижения равновесного состояния. 
При этом находящаяся в ячейке гранула 
была неподвижно зафиксирована на дне 
ячейки. Затем ячейку переносили на сто-
лик микроскопа. Не вынимая гранулу из 
ячейки под микроскопом делали 10 фото-
графий. На основании этих снимков 
находили величину Vo, исходное значе-
ние ее объема. Для определения отклоне-
ний, вызванных отличной от сфериче-
ской формы гранулы, взбалтыванием пы-
тались изменить положение гранулы в 
ячейке и проводили повторную съемку 
(еще 10 снимков), и затем повторяли дан-
ную процедуру еще три раза. В резуль-
тате было сделано 50 фотографий гра-
нулы или 5 серий из 10 подряд идущих 
фотографий. Таким образом была полу-
чена информация о поведении гранулы с 
магнетитом в воде (рис. 2, табл. 2).  

При фотографировании было установ-
лено, что при встряхивании в воде гра-
нулы с магнетитом ее объем (в пределах 
чувствительности прибора) сохраняется 
постоянным. Значит отклонения объемов 
гранулы с магнетитом от среднего не пре-
вышают 0.4%, что составляет погреш-
ность прибора. Таким образом было по-
казано, что в случае использования гра-
нул с магнетитом, снимается необходи-
мость точного соблюдения сферической 
формы гранулы, так как фотографирова-
ние гранулы с магнетитом дает результат, 
аналогичный тому, что был получен для 
обычной гранулы, фотографируемой в 
неподвижном состоянии.  

Дальнейшая проверка влияния присут-
ствия магнетита на поведение геля ПВС в 
растворах разного состава была осу-
ществлена путем сравнения результатов 
кинетики набухания гранул геля ПВС с 
магнетитом и без него в растворах хлори-
дов калия и магния. Причина выбора дан-
ных электролитов заключалась в том, что 
хлорид калия является одним из наиболее 
индифферентных к полимеру электроли-
тов, и изменение степени набухания геля 
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при изменении концентрации раствора 
происходит исключительно в результате 

изменения активности воды. Хлорид маг-
ния, напротив, образует координацион-

 
Рис. 2. Изменение степени набухания гранулы ПВС с магнетитом от номера фотогра-

фии в каждом десятке (точки). 1 – гранула сравнения. I-II-III-IV-V – гранулы которые взя-
тии для исследования. 

Fig. 2. Change in the degree of swelling of PVA granules with magnetite from the photo-
graph number in each ten samples (points). 1 – comparison granule. I-II-III-IV-V – granules 

used for research. 
 

Таблица 2. Статистические характеристики данных, приведенных на рис.2. 
Table 2. Statistical characteristics of the data shown in Fig. 2. 

  I II III IV V Итог 
Среднее 0.9964 0.9995 1.0011 1.0007 0.9994 0.9994 
Медиана 0.9960 0.9992 1.0008 1.0007 0.9995 1.0001 

СКО 0.0011 0.0017 0.0012 0.0006 0.0016 0.0021 
Размах 0.0031 0.0043 0.0038 0.0019 0.0052 0.0083 
Макс 0.9980 1.0019 1.0032 1.0016 1.0024 1.0032 
Мин 0.9949 0.9976 0.9994 0.9997 0.9972 0.9949 

Число фотографий N 10 10 10 10 10 50 
 

Таблица 3. Составы приготовленных растворов 
Table 3. The compositions of the prepared solutions. 

Электролит Концентрация (молярность) 
KCl 3.10 

MgCl2 1.5 
 

  
Рис. 3. Кинетика набухания гранулы геля 

ПВС и гранулы геля ПВС с магнетитом в 
растворе КС1 (С= 3.1М). 

Fig. 3. Swelling kinetics of a PVA gel granule 
and a PVA gel granule with magnetite in a KC1 

solution (C=3.1M). 

Рис. 4. Кинетика набухания гранулы геля 
ПВС и гранулы геля ПВС с магнетитом в 

растворе MgC12 (С= 1.5М). 
Fig. 4. Swelling kinetics of PVA gel granule 
and PVA gel granule with magnetite in a 

MgC12 solution (C=1.5M). 
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ные связи с полярными группами поли-
мера, что приводит к заметному увеличе-
нию степени набухания геля.  

Для проведения экспериментов гото-
вили два изоактивных раствора, состав 
которых приведен в таблице 3. 

Результаты проведенных эксперимен-
тов приведены на рис. 4 и 5. На них хо-
рошо видно, что в обоих случаях формы 
кинетических кривых, полученных на 
гранулах «чистого» геля ПВС и на грану-
лах геля ПВС с магнетитом, в пределах 
чувствительности метода не различимы. 
Таким образом, присутствие магнетита в 
геле ПВС не проявляется ни на его равно-
весных, ни на кинетических свойствах. 
Полученный результат дает возможность 
использовать композит с магнетитом в 
аналитических целях при создании баз 
данных. 

Заключение 
Анализ результатов, полученных в ра-

боте, позволяет сделать по крайней мере 

два вывода. Во-первых, применение в ме-
тоде оптической микрометрии в качестве 
сенсоров гелей с магнетитом практиче-
ски решает проблему, связанную с поис-
ком гранул сферической формы, необхо-
димых для повышения точности метода. 
Фиксированное положение гранулы в 
ячейке позволяет проводить измерения и 
с гранулами в форме эллипсоидов враще-
ния. Во-вторых, показано, что метод оп-
тической микрометрии, укомплектован-
ный указанным в работе оборудованием 
и материалом, позволяет проводить изме-
рения концентраций анализируемых рас-
творов с точностью 0.4%.  

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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Применение методов обращённо-фазовой хроматографии 
для определения ди-трет-бутилфенолов в биологических жидкостях 
 
Анна Павловна Чернова1, 
Владимир Камбулатович Шорманов2✉, Елена Паатовна Цацуа2, 
Оксана Игоревна Пугачёва2, Ольга Валерьевна Тарасова2 
1Национальный исследовательский Томский политехнический университет, Томск, Россия 
2Курский государственный медицинский университет», Курск, Россия, R-WLADIMIR@yandex.ru✉ 
 
Аннотация. Объектами исследования явились биологически активные полиалкилфенолы с ди-трет-
бутильными радикалами в положениях «2» и «4» (2,4-ди-трет-бутилфенол (2,4-ДТБФ), 2,6-ди-трет-бу-
тилфенол (2,6-ДТБФ) и 2,6-ди-трет-бутил-4-метилфенол (2,6-ДТБ-4-МФ)), обладающие токсическими 
свойствами для человека. В качестве методов анализа применялись ТСХ (тонкий слой силикагеля CTX-
1A, модифицированного углеводородами с длиной цепи C14-C15), жидкостная колоночная хромато-
графия обычного давления (колонка сорбента «Силасорб С-18 150×10 мм) и ВЭЖХ (колонка 250×4.6 
мм Discovery® C18 с предколонкой 20×4.0 мм).  
Исследовались особенности хроматографической активности выбранного класса полиалкилфенолов в 
тонком слое и колонках обращённых фаз при использовании полярных элюентов, включающих раз-
личные (5-100 об.%) доли органического составляющего, которым мог являться ацетон или ацетонит-
рил. Как критерии идентификации ди-трет-бутилфенолов рассмотренной группой методов были рас-
считаны основные параметры хроматографической подвижности аналитов. Было показано, что наибо-
лее приемлемые условия разделения соединений рассматриваемой группы обеспечиваются в резуль-
тате применения подвижных фаз вода – ацетонитрил (40:60) и буферный раствор (рН 5.5) – ацетонит-
рил (30:70) (ТСХ), вода – ацетонитрил (20:80) (колоночная хроматография обычного давления), аце-
татный буферный раствор (рН 5.5) – ацетонитрил (30:70) (ВЭЖХ). Хроматографическая подвижность 
анализируемых соединений в предлагаемых условиях зависит от числа и взаимного расположения ал-
кильных радикалов в их молекулах и увеличивается в соответствии с ростом их гидрофильности в ряду 
2,4-ДТБ-4-МФ˂2,6-ДТБФ ˂2,4-ДТБФ.  
На основе комплекса выполненных экспериментов разработаны методики определения веществ-объ-
ектов исследования в жидких биоматрицах (крови и плазме). Эти методики по основным валидацион-
ным критериям соответствуют требованиям, существующим в практике биологического и химико-ток-
сикологического анализа. Предельные минимальные количества ди-трет-бутилфенолов, обнаруживае-
мые разработанными методиками в 1 г крови, составляют (1.8-8.0)·10-6 г (для ТСХ) и (1.0-5.0)·10-6 г 
(для ВЭЖХ), в 1 г плазмы – (1.6-5.0)·10-6 г (для ТСХ) и (1.0-3.0)·10-6 г (для ВЭЖХ). 
Возможно использование разработанных по результатам исследований и прошедших валидационную 
оценку методик в практике химико-токсикологического анализа ди-трет-бутилпроизводных фенола 
для объективного доказательства фактов отравления этими биологически активными веществами. 
Ключевые слова: биологически активные ди-трет-бутилфенолы, ТСХ, колоночная хроматография, 
ВЭЖХ, кровь и плазма. 
Для цитирования: Чернова А.П., Шорманов В.К., Цацуа Е.П., Пугачёва О.И., Тарасова О.В. Приме-
нение методов обращённо-фазовой хроматографии для определения ди-трет-бутилфенолов в биологи-
ческих жидкостях // Сорбционные и хроматографические процессы. 2023. Т. 23, № 2. С. 225-235 
https://doi.org/10.17308/sorpchrom.2023.23/11146 
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The use of reversed-phase chromatography methods 
for the determination of di-tert-butylphenols in biological fluids 
 
Anna P. Chernova1, Vladimir K. Shormanov2✉, Elena P. Tsatsua2, 
Oksana I. Pugacheva2, Olga V. Tarasova2 
1National Research Tomsk State University, Tomsk, Russian Federation 
2Voronezh State University, Voronezh, Russia, R-WLADIMIR@yandex.ru✉ 
 
Abstract. The objects of the study were biologically active polyalkylphenols with di-tert-butyl radicals in po-
sitions "2" and "4" (2,4-di-tert-butylphenol (2,4-DTBP), 2,6-di-tert-butylphenol (2,6-DTBP) and 2,6-di-tert-
butyl-4-methylphenol (2,6-DTB-4-MP) toxic to humans. TLC (a thin layer of CTX-1A silica gel modified with 
hydrocarbons with a chain length of C14-C15), conventional pressure liquid column chromatography (Silasorb 
C-18 sorbent column 150×10 mm) and HPLC (250×4.6 mm Discovery® C18 column with precolumn 20×4.0 
mm) were used as analysis methods.  
The features of the chromatographic activity of a selected class of polyalkylphenols in a thin layer and columns 
of reversed phases were studied using polar eluents, including various (5-100 vol. %) of the organic component, 
which could be acetone or acetonitrile. The main parameters of the chromatographic mobility of analytes were 
calculated as criteria for identifying di-tert-butylphenols using the group of considered methods. It was shown 
that the most acceptable conditions for the separation of considered compounds are provided as a result of the 
use of mobile phases water-acetonitrile (40:60) and buffer solution (pH 5.5) – acetonitrile (30:70) (TLC), water 
- acetonitrile (20:80 ) (column chromatography of ordinary pressure), acetate buffer solution (pH 5.5) - ace-
tonitrile (30:70) (HPLC). The chromatographic mobility of the analysed compounds under the proposed con-
ditions depends on the number and mutual arrangement of alkyl radicals in their molecules and increases with 
the increase of their hydrophilicity in the series 2,4-DTB-4-MP˂2,6-DTBP ˂2,4-DTBP.  
Based on the complex of performed experiments, methods for determination of the investigated substances in 
liquid biomatrices (blood and plasma) have been developed. According to the main validation criteria, these 
methods correspond to the requirements existing in the practice of biological and chemical-toxicological anal-
ysis. Limiting minimum quantities of di-tert-butylphenols detected by the developed methods in 1 g of blood 
are (1.8-8.0) 10-6 g (for TLC) and (1.0-5.0) 10-6 g (for HPLC), in 1 g of plasma – (1.6-5.0) 10-6 g (for TLC) and 
(1.0-3.0) 10-6 g (for HPLC). 
The methods developed based on the results of studies after the validation assessment can be used for chemical 
and toxicological analysis of di-tert-butyl derivatives of phenol for evidence of the facts of poisoning by these 
biologically active substances. 
Keywords: biologically active di-tert-butylphenols, TLC, column chromatography, HPLC, blood and plasma. 
For citation: Chernova A.P., Shormanov V.K., Tsatsua E.P., Pugacheva O.I., Tarasova O.V. The use of re-
versed-phase chromatography methods for the determination of di-tert-butylphenols in biological fluids. 
Sorbtsionnye i khromatograficheskie protsessy. 2023. 23(2): 225-235 (In Russ.). https://doi.org/10.17308/sorp-
chrom.2023.23/11146 

Введение 
Ди-трет-бутилфенолы – вещества, 

наиболее известные как антиоксиданты 
[1-4]. Данные соединения используются 
при получении пластификаторов, стаби-
лизаторов, реактивного топлива, смол на 
синтетической основе, пестицидов [5-7], 
проявляют свойства ингибиторов роста 
сорных растений и фунгицидную актив-
ность [1, 8]. Ди-трет-бутилфенолы мо-
гут быть охарактеризованы как доста-
точно токсичные для человека и живот-
ных соединения [2, 9]. В литературных 

источниках приводятся сообщения с опи-
санием случаев острых отравлений лю-
дей ди-трет-бутилфенолами и струк-
турно близкими веществами, часть из ко-
торых имела фатальные исходы [10-11]. 

Наличие у 2,6-ди-трет-бутилфенолов 
токсических свойств, активное примене-
ние этих соединений, случаи отравления 
2,6-ди-трет-бутилфенолами людей поз-
воляют считать их важными объектами 
для токсикологической химии. 

Некоторые направления химико-ток-
сикологического анализа ди-трет-бутил-
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фенолов относительно мало прорабо-
таны. Например, не так детально иссле-
дованы особенности применения хрома-
тографии для целей очистки данной 
группы полиалкилфенолов от примесей 
биологической природы, обнаружения и 
количественной оценки их присутствия в 
извлечениях из биожидкостей.  

Цель данной работы – изучение вопро-
сов определения ди-трет-бутилфенолов 
методами обращенно-фазовой хромато-
графии в жидких биологических матри-
цах. 

Экспериментальная часть 
Исследованию подверглись 2,4-ди-

трет-бутилфенол (2,4-ДТБФ) («Sigma-
Aldrich chemistry», содержание 99.0%); 
2,6-ди-трет-бутилгидроксибензол (2,6-
ДТБФ) («Sigma-Aldrich chemistry»), со-
держание ≥99.0%); 2,6-ди-трет-бутил-4-
метилфенол (2,6-ДТБ-4-МФ) («Acros or-
ganics», содержание ≥99.8%). Внутрен-
ний стандарт – фенол (Ф) (ч.д.а., «Век-
тон», содержание 99.5%). 

В работе применена группа методов 
хроматографического анализа: ТСХ, 
жидкостная колоночная хроматография 
обычного давления (ЖКХОД) и ВЭЖХ. 
Во всех случаях применялся обращённо-
фазовый вариант проведения процесса. 

В методе ТСХ неподвижной фазой яв-
лялся силикагель (степень дисперсности 
– 5 мкм), модифицированный углеводо-
родами с числом атомов углерода 14-15. 
На стартовую линию пластины исследуе-
мые ди-трет-бутилфенолы наносили в 
форме 0.02%-ых растворов (наносимый 
объём – 5-10 мкм). Хроматографировали, 
применяя восходящий режим элюирова-
ния. Подвижные фазы – вода и буферные 
растворы, а также их бинарные компози-
ции с органическими модификаторами.  

Пятна аналитов детектировали на по-
лученных хроматограммах, воздействуя 
на них УФ-излучением с длиной волны 
254 нм. Вычисляли основные параметры, 
характеризующие подвижность аналитов 

(Rf, Rs, B – условное удерживание) и воз-
можность их разделения (N – число тео-
ретических тарелок, kʹ – коэффициент ём-
кости, Н – высота, эквивалентная 1 теоре-
тической тарелке, R – критерий разделе-
ния). Рассматривали влияние на скорость 
перемещения аналитов в тонком слое от 
уровня содержания модификатора в би-
нарных элюентах. 

В методе ЖКХОД сорбентом являлся 
Silasorb C18 30 мкм, сформированный в 
виде колонки 150×10 мм. Аналиты вно-
сили в колонку в форме 0.25%-ых раство-
ров в элюентах (вносимый объём 2 см3). 
Объём каждой фракции собираемых 
элюатов – 2 см3. Наличие ди-трет-бу-
тилфенолов в отдельных фракциях уста-
навливали методом спектрофотометрии 
после удаления растворителя и растворе-
ния остатка в этаноле. Для аналитов вы-
числяли время удерживания (tR) и ряд 
других, приводимых выше параметров. 

Воспроизводя ВЭЖХ, использовали 
прибор «LC-20 Prominance» (Shimadzu) с 
матричным фотодиодным детектором, 
колонкой Discovery® C18 250×4.6 мм 
(Supelco), термостатируемой при 40оС, и 
предколонкой Discovery® C18 20×4.0 мм 
(Supelco). Элюировали со скоростью 1 
см3/мин. Сигнал регистрировали при 280 
нм. Параметры хроматографирования 
вычисляли по известным формулам. Для 
оценки количественного содержания ди-
трет-бутилфенолов рассчитывали урав-
нения градуировочных графиков (линей-
ной зависимости площади пика от содер-
жания аналита в элюируемом объёме). 

Обсуждение результатов 
Результаты изучения подвижности ди-

трет-бутилфенолов в тонком слое сор-
бента отражены в табл. 1.  

Эти результаты показывают, что при 
применении монокомпонентных элюен-
тов (вода и буферные растворы) хромато-
графическая подвижность аналитов 
низка, что не обеспечивает необходимой 
селективности определения. 
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Таблица 1. Подвижность ди-трет-бутилфенолов в тонком слое сорбента СТХ-1А, модифицированного 
углеволородами с длиной цепи С14-С15  
Table 1. Mobility of di-tert-butylphenols in a thin layer of STX-1A sorbent modified with hydrocarbons with 
a chain length of C14-C15 

Элюент 

Доля 
моди-
фика-
тора,  

об. 
% 

Характеристики подвижности 
2,4-ДТБФ 2,6-ДТБФ 2,6-ДТБ-4-МФ Ф 

Абсо-
лютная 

(Rf) 

Отно-
ситель- 

ная 
(Rs) 

Абсо-
лютная 

(Rf) 

Отно-
ситель- 

ная 
(Rs) 

Абсо-
лютная 

(Rf) 

Отно-
ситель- 

ная 
(Rs) 

Абсо-
лютная 

(Rf) 

Раствор (рН 
5.5) - 0.00 0.00 0.00 0.11 0.00 0.00 0.10 

Вода  - 0.06 0.42 0.03 0.15 0.02 0.13 0.15 
Раствор (рН 

9.91) - 0.00 0.00 0.00 0.09 0.00 0.00 0.09 

Вода – ацетон 80 0.56 0.64 0.45 0.88 0.31 0.35 0.88 

Вода – ацетон 
Раствор (рН 

5.5) – ацетон 

70 0.40 0.49 0.33 0.82 0.25 0.31 0.82 
60 0.32 0.41 0.28 0.78 0.18 0.23 0.78 
50 0.23 0.36 0.18 0.64 0.12 0.19 0.64 
40 0.15 0.30 0.13 0.50 0.07 0.14 0.50 
30 0.10 0.22 0.08 0.45 0.05 0.11 0.45 
20 0.07 0.21 0.05 0.34 0.03 0.09 0.34 
80 0.59 0.69 0.47 0.86 0.35 0.41 0.86 

Раствор (рН 
5.5) – ацетон 
Раствор (рН 

9.91) – ацетон 

70 0.46 0.58 0.40 0.80 0.27 0.34 0.80 
60 0.36 0.52 0.32 0.69 0.22 0.32 0.69 
50 0.25 0.46 0.21 0.55 0.17 0.31 0.55 
40 0.17 0.33 0.13 0.52 0.10 0.19 0.52 
30 0.12 0.26 0.09 0.47 0.08 0.17 0.47 
20 0.09 0.25 0.06 0.36 0.05 0.14 0.36 
80 0.57 0.67 0.49 0.85 0.39 0.46 0.85 

Раствор (рН 
9.91) – ацетон 
Вода – ацето-

нитрил 

70 0.52 0.65 0.44 0.80 0.32 0.40 0.80 
60 0.44 0.61 0.35 0.72 0.25 0.35 0.72 
50 0.32 0.54 0.25 0.59 0.14 0.24 0.59 
40 0.23 0.44 0.17 0.52 0.09 0.17 0.52 
30 0.16 0.36 0.10 0.44 0.07 0.16 0.44 
20 0.11 0.33 0.07 0.33 0.04 0.12 0.33 
80 0.78 0.84 0.58 0.93 0.45 0.48 0.93 

Вода – ацето-
нитрил 

Раствор (рН 
5.5) – ацето-

нитрил 

70 0.69 0.80 0.48 0.86 0.36 0.42 0.86 
60 0.61 0.77 0.38 0.79 0.24 0.31 0.79 
50 0.44 0.65 0.31 0.68 0.20 0.29 0.68 
40 0.33 0.60 0.24 0.55 0.15 0.27 0.55 
30 0.21 0.45 0.15 0.47 0.11 0.23 0.47 
20 0.16 0.41 0.10 0.39 0.05 0.13 0.39 
80 0.70 0.75 0.56 0.94 0.42 0.45 0.94 

Раствор 
(рН 5.5) – аце-

тонитрил 
Раствор 

(рН 9.91) – 
ацето-нитрил 

70 0.58 0.65 0.42 0.89 0.27 0.30 0.89 
60 0.43 0.51 0.32 0.85 0.19 0.22 0.85 
50 0.36 0.46 0.23 0.79 0.15 0.19 0.79 
40 0.23 0.37 0.17 0.62 0.11 0.18 0.62 
30 0.16 0.33 0.11 0.49 0.08 0.16 0.49 
20 0.12 0.29 0.08 0.41 0.05 0.12 0.41 
80 0.67 0.73 0.45 0.49 0.38 0.41 0.92 

Раствор 
(рН 9.91) – аце-

тонитрил 

70 0.61 0.68 0.39 0.43 0.31 0.34 0.90 
60 0.54 0.66 0.33 0.40 0.24 0.29 0.82 
50 0.46 0.63 0.28 0.38 0.20 0.27 0.73 
40 0.35 0.60 0.21 0.36 0.15 0.26 0.58 
30 0.21 0.47 0.13 0.29 0.11 0.24 0.45 
20 0.13 0.31 0.06 0.15 0.05 0.13 0.39 
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Переходя к бинарным подвижным фа-
зам, удаётся увеличить хроматографиче-
скую подвижность ди-трет-бутилфено-
лов, оптимизируя тем самым процесс 
определения и обеспечивая лучшее раз-
деление аналитов. 

Как видно из табл. 1, для каждой 
группы бинарных элюентов отмечается 
рост хроматографической подвижности 
анализируемых ди-трет-бутилфенолов с 
увеличением содержания органического 
модификатора в элюенте. 

Наилучшие условия разделения анали-
тов методом ТСХ обусловлены примене-
нием групп подвижных фаз вода – ацето-
нитрил и раствор (рН 5.5) – ацетонитрил. 
Диаграммы, отражающие зависимость 
хроматографической подвижности ана-
литов от концентрации органического 

модификатора в группе элюентов вода – 
ацетонитрил изображена на рис. 1. Как 
видно из рисунка, оптимальным элюен-
том в данной группе является смесь вода-
ацетонитрил (40:60). Из группы подвиж-
ных фаз раствор (рН 5.5) – ацетонитрил 
оптимальной является смесь с соотноше-
нием разбавителя и модификатора 
(30:70). Хроматографические характери-
стики исследуемых ди-трет-бутилфено-
лов в случае применения этих подвиж-
ных фаз отражены в табл. 2.  

Спектрофотометрическое доказатель-
ство присутствия ди-трет-бутилфенолов 
в отдельных фракциях элюата при ис-
пользовании метода ЖКХОД проводи-
лось по форме спектра в этаноле и поло-
жению максимумов поглощения: 211 и 
271 нм (для Ф), 225 нм и 280 нм (для 2,4-

 
Рис. 1. Диаграммы хроматографирования ди-трет-бутилфенолов с использованием 

подвижных фаз вода – ацетонитрил 
Fig. 1. Diagrams of chromatography of di-tert-butylphenols  

using mobile phases water – acetonitrile 
 
Таблица 2. Параметры хроматографирования ди-трет-бутилфенолов в тонком слое сор-
бента с применением оптимальных подвижных фаз 
Table 2. Chromatography parameters for di-tert-butylphenols in a thin layer of sorbent using opti-
mal mobile phases 

Аналит Найденные параметры 
В k′ N Н, мм Rs 

Вода – ацетонитрил (40:60) 
Фенол 1.27 0.27 1136 0.070  

1.83 
3.81 
3.20 

2,4-ДТБФ 1.59 0.59 1343 0.060 
2,6-ДТБФ 2.63 1.63 924 0.087 

2,6-ДТБ-4-МФ 4.17 3.17 655 0.122 
Буферный раствор (рН 5.5) – ацетонитрил (30:70) 

Фенол 1.12 0.12 1267 0.063  

3.76 
2.91 
3.64 

2,4-ДТБФ 1.72 1.72 1264 0.064 
2,6-ДТБФ 2.38 1.38 1393 0.057 

2,6-ДТБ-4-МФ 3.70 2.70 829 0.097 
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ДТБФ), 224 и 275 нм (для 2,6-ДТБФ, 212 
и 279 нм (для 2,6-ДТБ-4-МФ).  

Параметры хроматографирования ана-
литов методом ЖКХОД в случае исполь-
зования в качестве элюентов воды, ацето-
нитрила и композиций данных раствори-
телей в тех или иных соотношениях (по 
объёму) отражены в табл. 3. 

Как показывают данные табл. 3, уни-
версальный элюент, обеспечивающий хо-
рошие условия хроматографирования 
всех аналитов, – система вода – ацетони-
трил (20:80). Она позволяет селективно 
определять ди-трет-бутилфенолы при 
их совместном присутствии и в присут-
ствии гидрофильных эндогенных соеди-
нений биоматериала, выходящих из ко-
лонки в первых фракциях элюата (4-8 см3). 

Хроматограмма смеси ди-трет-бу-
тилфенолов (метод ЖКХОД), получен-

ная на основе определения значений оп-
тической плотности этанольных раство-
ров остатков фракций элюата в области 
длинноволновых максимумов аналитов 
после элюирования системой вода – аце-
тонитрил (20:80) представлена на рис. 2. 

Рис. 2 демонстрирует возможность 
разделения аналитов в предлагаемой ко-
лонке при их совместном присутствии.  

В отличие от стандартных патронов 
(картриджей), рассчитанных на очистку 
извлечений из небольших навесок био-
матриц, колонка (150×10 мм) сорбента 
«Силасорб» С18 позволяет очищать извле-
чения из значительных количеств 
биожидкостей и тканей. Это важно в 
практике судебно-химического анализа, 
где по нормативам на исследование берут 
25-100 г биоматериала. С другой сто-
роны, предлагаемая колонка позволяет не 
только очищать аналиты, но и разделять 

Таблица 3. Параметры, описывающие поведение ди-трет-бутилфенолов в колонке 
неподвижной фазы Silasorb C18 30 мкм при эпюировании смесями вода-ацетонитрил 
Table 3. Parameters describing the behaviour of di-tert-butylphenols in stationary phase 
column Silasorb C18 phases 30 µm during elution with water-acetonitrile mixtures  

Аналит 

Отношение 
компонентов в 
элюенте вода-
ацетонитрил 

VR, 
см3 

tR, 
мин k΄ N Н, 

мм 

Фенол 

40:60 15.8 19.75 1.43 269 0.558 
30:70 15.6 16.60 1.40 159 0.943 
20:80 13.6 12.83 1.09 89 1.685 
10:90 13.2 8.63 1.03 52 2.885 
5:95 13.0 7.78 1.00 41 3.659 

0:100 12.8 7.19 0.97 32 4.688 

2,4-ди-трет-бу-
тилфенол 

30:70 39.1 41.60 5.02 682 0.220 
20:80 23.6 22.26 2.63 175 0.857 
10:90 17.5 11.44 1.69 47 3.192 
5:95 15.4 9.22 1.37 32 4.688 

0:100 13.4 7.52 1.06 24 6.250 

2,6- ди- трет-бу-
тилфенол 

30:70 50.3 53.51 6,74 1049 0.143 
20:80 28.4 26.79 3.37 285 0.526 
10:90 19.2 12.55 1.95 60 2.500 
5:95 16.0 9.58 1.46 41 3.658 

0:100 13.7 7.71 1.11 25 6.000 

2,6- ди- трет-бу-
тил-4-метилфе-

нол 

20:80 37.5 35.38 4.77 869 0.173 
15:85 25.5 19.32 2.92 332 0.452 
10:90 21.5 14.05 2.31 153 0.980 
5:95 19.5 11.68 2.00 112 1.339 

0:100 14.0 7.88 1.15 47  3.192 
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их смеси с возможным дальнейшем опре-
делением каждого из них.  

При определении ди-трет-бутилфе-
нолов методом ВЭЖХ в качестве 
элюента использовали смесь раствор (рН 
5.5) – ацетонитрил (30:70). 

Основные хроматографические пара-
метры рассматриваемых аналитов с ис-
пользованием метода ВЭЖХ отражены в 
табл. 4. 

Как видно из полученных данных, 
предлагаемая хроматографическая си-
стема позволяет достичь относительно 
высокой эффективности колонки в отно-
шении рассматриваемых ди-трет-бутил-
фенолов и обеспечить их полное разделе-
ние при одновременном содержании в 
элюируемом объёме. 

Предел обнаружения аналитов мето-
дом ВЭЖХ – 5.0∙10-9-1.0∙10-8 г в элюиру-
емой пробе. Величина относительной 

ошибки среднего результата при количе-
ственном определении ди-трет-бутил-
фенолов – не более 1.15% (n=6; P=0.95). 
Как показывают результаты определения 
различными методами, хроматографиче-
ская подвижность анализируемых соеди-
нений в предлагаемых условиях зависит 
от числа и взаимного расположения ал-
кильных радикалов в их молекулах и уве-
личивается в соответствии с ростом гид-
рофильности в ряду 2,4-ДТБ-4-МФ˂2,6-
ДТБФ ˂2,4-ДТБФ.  

На основе предварительных исследо-
ваний предложены пути очистки и опре-
деления аналитов в биожидкостях вы-
бранной группой методов.  

Методики определения аналитов в 
биожидкостях. Модельные смеси (по 
25 г) на основе крови или плазмы, содер-
жащие 0.0002-0.04% аналитов, которые 
сохраняли ¾ часа при 18-22оС, после чего 

 
Рис. 2. Хроматограмма (ЖКХОД) смеси анализируемых соединений 

1 – Ф, 2 – 2,4-ДТБФ, 3 – 2,6-ДТБФ, 4 – 2,6-ДТБ-4-МФ (колонка Силасорб C18 150×10 мм, 
элюент – вода – ацетонитрил (20:80)) 

Fig. 2. Chromatogram (LCC) of a mixture of analysed compounds 
1 – F, 2 – 2,4-DTBP, 3 – 2,6-DTBP, 4 – 2,6-DTB-4-MP (column Silasorb C18 150×10 mm, 

eluent – water – acetonitrile (20:80)) 
 

Таблица 4. Основные параметры хроматографирования ди-трет-бутилфенолов методом 
ВЭЖХ (колонка Discovery® C18 250×4.6 мм; подвижная фаза ацетатный буферный раствор 
(pH 5.5) – ацетонитрил (30:70)) 
Table 4. Basic chromatography parameters of di-tert-butylphenols by HPLC (column Discovery® 
C18 250×4.6 mm; mobile phase acetate buffer solution (pH 5.5) – acetonitrile (30:70)) 

Хроматографи- 
руемые вещества 

tR, 
мин 

VR, 
мл 

k′ ω, 
мин 

N Н, 
мм 

Rs 

Фенол 4.700 4700 0.516 0.28 4398 0.057  

13.750 
7.229 
5.501 

2,4-ДТБФ 9.187 9187 1.964 0.38 9352 0.027 
2,6-ДТБФ 11.989 11989 2.867 0.45 11356 0.022 

2,6-ДТБ-4-МФ 14.602 14602 3.710 0.50 13646 0.018 
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дважды по 30 мин обрабатывали порци-
ями (50 см3 каждая) бинарного экстра-
гента ацетон-этилацетат (1:1) (по объ-
ёму).  

Экстракты пропускали сквозь слой 
(высота 1.5 см, диаметр ≈ 4 см) Na2SO4, 
после чего сквозь него же пропускали 
20 см3 бинарного экстрагента ацетон-эти-
лацетат (1:1). Объединив фильтраты и по-
местив в поток воздуха, их упаривали до 
0.7-1.0 см3, после чего, поместив в поток 
азота, добивались полного удаления рас-
творителей,  

Остаток обрабатывали 2 см3 системы 
вода – ацетонитрил (20:80), вводили рас-
твор в колонку (150×10 мм) сорбента 
«Силасорб С18», элюировали смесью рас-
творителей вода – ацетонитрил (20:80). 
Элюат собирали по 2 см3 в отдельные 
пробирки. Порции аналита, содержащие 
тот или иной ди-трет-бутилфенол, сли-
вали в фарфоровую чашку, обрабатывали 
0.4 см3 1%-ого раствора NaOH, помещали 
в поток воздуха комнатной температуры 
и удаляли растворители. Остаток раство-
ряли в 1.8 см3 бинарной системы диэти-
ловый эфир – HCl конц. (92:8), вводили 
туда 0.5 г Na2SO4 и, используя поток 
азота, удаляли жидкую часть раствора. 
Растворив остаток в 5 см3 ацетонитрила, 
получали раствор для анализа. 

ТСХ. 0.4 см3 раствора для анализа по-
мещали на поверхность сорбента (модель 
привитой фазы С14-С15). Определение 
проводили, элюируя смесью вода-ацето-
нитрил (40:60). Аналиты идентифициро-
вали по величине Rf после обнаружения 
их пятен в УФ-свете. 

ВЭЖХ. 2.5 см3 раствора для анализа 
смешивали с 5.5 см3 ацетонитрила в мер-
ной колбе на 10 см3 и доводили до метки 
ацетатным буфером (рН 5.5). 2 мкл обра-
зующегося раствора подвергали хромато-
графированию, элюируя системой аце-
татный буферный раствор (рН 5.5) – аце-
тонитрил (30:70) со скоростью 1 см3/мин, 
регистрируя оптическую плотность при 
280 нм. Хроматограмма смеси ди-трет-
бутилфенолов, выделенных из крови, 
изображена на рис. 3. С этой хромато-
граммой практически совпадает хромато-
грамма смеси аналитов, выделенных из 
плазмы с той лишь разницей, что интен-
сивность сигнала в области 2.0±0.5 мин, 
обусловленного остатками эндогенных 
вешеств биоматрицы, заметно ниже.  

Идентификация аналитов проводилась 
по времени (объёму) удерживания. Пре-
дел обнаружения в 1 г биоматриц состав-
ляет 3.0·10-6 г (кровь) и 2.0·10-6 г (плазма) 
для 2,4-ДТБФ, 5.0·10-6 г (кровь) и 3.0·10-6 
г (плазма) для 2,6-ДТБФ, 1.0·10-6 г  

 

 
Рис. 3. Хроматограмма (ВЭЖХ) анализируемых соединений, выделенных из крови: 

1 – Ф, 2 – 2,4-ДТБФ, 3 – 2,6-ДТБФ, 4 – 2,6-ДТБ-4-МФ (колонка Discovery® C18 

 250×4.6 мм, элюент – буферный раствор (рН 5.5) – ацетонитрил (30:70)) 
Fig. 3. Chromatogram (HPLC) of analysed compounds isolated from blood: 

1 – P, 2 – 2,4-DTBP, 3 – 2,6-DTBP, 4 – 2,6-DTB-4-MP (column Discovery® C18 
250×4.6 mm, eluent – buffer solution (pH 5.5) – acetonitrile (30:70)) 
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Таблица 5. Валидация методик по показателям правильности и прецизионности 
Table 5. Validation of methods by accuracy and precision 

Биомат-
рица Аналит 

Добав-
лено 

аналита 
в био- 

матрицу, 
г/г 

Определено 
в первый день в последующий день 

х  
(n=5), 

г/г 
S S r, % ε, % 

х  
(n=5), 

г/г 
S S r, % ε, % 

Кровь 

2,4-
ДТБФ 

2.4∙10-5 2.549 
∙10-5 

8.010 
∙10-7 3.15 6.21 2.536 

∙10-5 
7.704 
∙10-7 

3.02 
 5.66 

2.0∙10-4 2.167 
∙10-4 

4.749 
∙10-6 2.19 8.34 2.192 

∙10-4 
4.362 
∙10-6 2.27 -4.05 

3.6∙10-4 3.724 
∙10-4 

7.141 
∙10-6 1.92 3.44 3.350 

∙10-4 
6.808 
∙10-6 2.03 -6.95 

 

 
 

2,6-
ДТБФ 

3.6∙10-5 3.405 
∙10-5 

9.602 
∙10-7 2.83 -5.43 4.052 

∙10-5 
1.211 
∙10-6 

2.98 
 12.56 

2.4∙10-4 2.562 
∙10-4 

6.230 
∙10-6 2.43 6.75 2.596 

∙10-4 
6.619 
∙10-6 

2.55 
 8.18 

4.8∙10-4 4.454 
∙10-4 

9.862 
∙10-6 2.21 -7.21 4.845 

∙10-4 
1.032 
∙10-5 2.13 0.95 

 
 

2,6-ДТБ- 
4-МФ 

6.0∙10-6 6.769 
∙10-6 

2.406 
∙10-7 3.55 12.81 6.522 

∙10-6 
2.217 
∙10-7 3.40 8.70 

1.6∙10-3 1.727 
∙10-3 

4.193 
∙10-5 2.43 7.95 1.763 

∙10-3 
4.152 
∙10-5 2.36 10.16 

3.2∙10-3 3.420 
∙10-3 

7.240 
∙10-5 2.12 6.87 2.879 

∙10-3 
6.280 
∙10-5 2.18 -10.02 

Плазма 

 
 

2,4-
ДТБФ 

1.2∙10-5 1.296 
∙10-5 

4.001 
∙10-7 2.84 8.02 1.141 

∙10-5 
3.303 
∙10-7 2.91 -4.95 

1.6∙10-4 1.674 
∙10-4 

3.068 
∙10-6 1.83 4.63 1.715 

∙10-4 
3.376 
∙10-6 1.97 7.20 

3.0∙10-4 3.189 
∙10-4 

5.590 
∙10-6 1.75 6.31 2.953 

∙10-4 
4.890 
∙10-6 1.66 -1.57 

 
2,6-

ДТБФ 

3.6∙10-5 3.765 
∙10-5 

9.603 
∙10-7 2.56 4.57 3.896 

∙10-5 
1.051 
∙10-6 2.71 8.22 

2.4∙10-4 2.568 
∙10-4 

5.857 
∙10-6 2.28 6.98 2.511 

∙10-4 
5.553 
∙10-6 2.21 4.63 

4.8∙10-4 4.908 
∙10-4 

9.532 
∙10-6 1.94 2.25 4.499 

∙10-4 
1.076 
∙10-5 2.39 -6.26 

 
2,6-ДТБ- 

4-МФ 

6.0∙10-6 6.578 
∙10-6 

2.170 
∙10-7 3.30 9.64 6.639 

∙10-6 
2.129 
∙10-7 3.21 10.65 

1.6∙10-3 1.708 
∙10-3 

3.683 
∙10-5 2.16 6.73 1.728 

∙10-3 
4.082 
∙10-5 2.36 8.02 

3.2∙10-3 3.513 
∙10-3 

6.974 
∙10-5 1.99 9.78 2.992 

∙10-3 
6.395 
∙10-5 2.14 -6.49 

       

(кровь) и 1.0·10-6 г (плазма) для 2,6-ДТБ-
4-МФ. 

Количество аналитов, присутствую-
щих в биожидкостях, рассчитывали, ис-
ходя из площади пика, по уравнениям со-
ответствующих градуировочных графи-
ков.  

Разработанные методики валидиро-
вали по критериям линейности, селектив-
ности, стабильности. 

Результаты валидации по критериям 
правильности и прецизионности отра-
жены в табл. 5. 
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Заключение 
Изучено хроматографическое поведе-

ние ряда ди-трет-бутилфенолов в тон-
ком слое и колонках обращённо-фазовых 
сорбентов. 

Выявлена связь хроматографической 
активности выбранной группы ди-трет-
бутилпроизводных фенола с особенно-
стями химической структуры аналитов, 
компонентным составом подвижных фаз 
и долей органического составляющего в 
них. 

Рассмотренные методы хроматогра-
фии применимы для очистки аналитов, 
их идентификации и оценки количествен-
ного содержания. Выполненные экспери-
менты явились основой для разработки 
методик определения исследуемых ве-
ществ в биожидкостях. Методики соот-
ветствуют валидационным требованиям, 

принятым в области биологического ана-
лиза. Пределы обнаружения ди-трет-бу-
тилфенолов разработанными методиками 
в 1 г крови составляют (1.8-8.0)·10-6 г (для 
ТСХ) и (1.0-5.0)·10-6 г (для ВЭЖХ), в 1 г 
плазмы – (1.6-5.0)·10-6 г (для ТСХ) и (1.0-
3.0)·10-6 г (для ВЭЖХ).  

Разработанные методики могут приме-
няться в химико-токсикологическом ана-
лизе ди-трет-бутилфенолов для доказа-
тельства фактов отравления данными со-
единениями. 

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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Новая неподвижная фаза на основе ионной жидкости 
для двумерной газовой хроматографии с высокой селективностью 
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Аннотация. Ионные жидкости являются уникальным классом веществ объединяющие свойства орга-
нической и неорганической материи. Они проявляют свойства органических полярных растворителей, 
и благодаря ионной структуре молекулы обладают такими свойствами как высокая вязкость и низкое 
давление насыщенных паров, что обычно свойственно неорганическим соединениям. Недавно было 
показано, что ряд ионных жидкостей обладает характеристиками, позволяющими использовать их в 
качестве неподвижных жидких фаз для капиллярной газовой хроматографии. В частности, одним из 
направлений в разработке новых колонок стало создание неподвижной жидкой фазы на основе ионной 
жидкости, которая демонстрирует повышенное разрешение при разделении ароматических и кислород 
содержащих соединений. Проводя исследования в данном направлении, была создана данная работа, 
которая посвящена созданию и исследованию новой высокополярной капиллярной колонки с непо-
движной жидкой фазой на основе бензил-акридиниевой ионной жидкости. Показано, что данная ко-
лонка обладает высокими показателями водородной связи и π-π взаимодействий с точки зрения модели 
Абрахама. При этом, акридиниевая ионная жидкость являясь, как и аналогичные фазы на основе ион-
ных жидкостей, высокополярной, проявляет повышенную селективность в удержании ароматических 
соединений (ароматические углеводороды, фенолы и подобные соединения) и большинству кислород-
содержащих соединений и оснований в сравнении с алифатическими углеводородами. Это позволяет 
проводить разделения сложных смесей, включающих ароматические углеводороды и кислородсодер-
жащие соединения. Также показана высокая термическая стабильность разработанной колонки, срав-
нимая с аналогами на основе хинолиниевых ионных жидкостей, но в отличие от них имеющая другую 
селективность, обусловленную более высокими значения π-π-взаимодействий и водородной связи по 
донорному механизму. Это открывает новые перспективы для использования этой колонки и, вероятно, 
её аналогов, для разделения сложных смесей, содержащих полярные ароматические и кислородсодер-
жащие соединения, особенно в двумерной хроматографии. Данные особенности были показаны на при-
мере разделения сложной смеси методом двумерной газовой хроматографии, где данная колонка вы-
ступала в качестве второй колонки. 
Ключевые слова: ионные жидкости, капиллярная хроматография, двумерная хроматография 
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Сорбционные и хроматографические процессы. 2023. Т. 23, № 2. С. 236-243. 
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Abstract. Ionic liquids are a unique class of substances that combine the properties of organic and inorganic 
matter. They exhibit the properties of organic polar solvents, and due to the ionic structure of the molecules, 
they have such properties as high viscosity and low vapour pressure, which are usually characteristic of inor-
ganic compounds. Recently, a number of ionic liquids have been shown to have characteristics that allow them 
to be used as stationary liquid phases for capillary gas chromatography. In particular, one of the directions in 
the development of new columns was the creation of a stationary liquid phase based on an ionic liquid, which 
demonstrates increased resolution in the separation of aromatic and oxygen-containing compounds. This study 
was performed by conducting research devoted to the creation and study of a new high-polarity capillary col-
umn with a stationary liquid phase based on benzyl-acridinium ionic liquid. It was shown that this column has 
high rates of hydrogen bonding and π-π interactions in terms of the Abraham model. At the same time, acri-
dinium ionic liquid, which is, like similar phases based on ionic liquids, highly polar, exhibits increased selec-
tivity in retaining aromatic compounds (aromatic hydrocarbons, phenols and similar compounds) and most 
oxygen-containing compounds and bases in comparison with aliphatic hydrocarbons. This allows the separa-
tion of complex mixtures, including aromatic hydrocarbons, and oxygen-containing compounds. The high ther-
mal stability of the developed column was also shown, comparable to analogues based on quinolinium ionic 
liquids, but unlike them, it has a different selectivity due to higher values of π-π interactions and hydrogen 
bonding according to the donor mechanism. This opens up new prospects for the use of this column and, prob-
ably, its analogues, for the separation of complex mixtures containing polar aromatic and oxygen-containing 
compounds, especially in two-dimensional chromatography. These features were shown based on the example 
of the separation of a complex mixture by two-dimensional gas chromatography, where this column acted as 
the second column. 
Keywords: ionic liquids, capillary chromatography, two-dimensional chromatography 
Acknowledgments: the work was carried out within the framework of the state task of the Institute of Catalysis 
of the Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences. 
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Введение 
Ионные жидкости (ИЖ) являются уни-

кальным классом веществ, демонстриру-
ющим свойства присущие органическим 
и неорганическим соединениям. Как пра-
вило, они состоят из органического кати-
она (например, алкил-имидазолий, алкил-
аммоний, алкил-фосфоний) и органиче-
ского или неорганического аниона (NTf2-, 
TfO-, Br-, PF6-, BF4-, и др.) [1]. По этой при-
чине, с одной стороны, ИЖ проявляют 
свойства органических полярных раство-
рителей. С другой стороны, благодаря 
ионной структуре ИЖ обладают такими 
свойствами как высокая вязкость и низ-
кое давление насыщенных паров, что ха-
рактерно для неорганических соедине-
ний. Благодаря этим свойствам они 
нашли применение в областях, которые 
относятся к органическому синтезу, элек-
трохимии (в основном в качестве элек-
тролитов для аккумуляторов), а также для 
процессов разделения, включая экстрак-
цию и хроматографию [1-3]. Кроме того, 
некоторые из ИЖ нашли промышленное 

применение. Недавно было показано, что 
ИЖ возможно использовать в качестве 
неподвижных жидких фаз (НЖФ) для ка-
пиллярной газовой хроматографии [4]. 
Кроме того, ИЖ обладают уникальными 
по сравнению с традиционными НЖФ 
разделительными свойствами, которые 
можно изменять в широких пределах пу-
тем варьирования структуры катионов и 
использования различных анионов [5].  

Одним из направлений такого 
направленного изменения свойств 
является создание НЖФ на основе ИЖ, 
которые демонстрируют высокое разре-
шение ароматических соединений. Было 
показано, что новый класс катионов с 
конденсированной ароматической 
системой – алкил-хинолиниевые [6], по 
сравнению неконденсированными анало-
гами – пиридиниевыми [5] позволяют 
значительно улучшить разделение 
ароматических соединений, к примеру, 
сложных продуктов пиролиза и 
автомобильного бензина. Такие свойства 
фаз могут быть перспективными при 
решении аналитических задач экологии, 
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в анализе пищевых продуктов, а также 
задач, связанных с анализом продуктов 
пиролиза, где необходимо разделение 
фенольных соединений в сложных 
полярных матрицах. 

В настоящей работе реализуется 
подход, позволяющей далее эти 
преимущества углубить и достигнуть еще 
большего разрешения ароматических 
соединений. Для этого предложено 
использовать акридиновую систему. 
Акридиниевый катион, в отличие от 
хинолиниевого содержит не одно, а два 
бензольных кольца, что должно 
существенно увеличить π-π-
взаимодействия. Кроме того, 
предлагается вместо алкильного 
использовать бензильный заместитель, 
который даст дополнительный вклад в 
увеличении разрешения ароматических 
соединений. 

Данная работа посвящена 
исследованию свойств капиллярной 
колонки с новой неподвижной фазой на 
основе бензилакридиниевой ИЖ с 
бистрифлимидным анионом. Колонка 
охарактеризована с точки зрения 
полярности, селективности и 
термостабильности. Показана 
возможность колонки с данной фазой для 
решения задачи разделений сложной 
смеси методом двумерной 
хроматографии (ГХ×ГХ). 

Экспериментальная часть 
Реактивы. Реактивы для синтеза: 

литий бис(трифторметилсульфонил)-
имид (LiNTf2) (99%, Acros), остальные 
AlfaAesar: акридин (98%), бромистый 
бензил (98%), 1,6-дибромгексан (97%), 

1,9-дибромнонан (97%), 1,4-дибромбутан 
(97%). Растворители особой чистоты для 
синтезов и нанесения фазы: дихлорметан, 
этилацетат.  

Синтез ионных жидкостей. ИЖ 
бензилакридиний бис(трифторметил-
сульфонил)имид (рис. 1) была 
синтезирована согласно процедуре, 
аналогичной описанной для алкил-
хинолиниевой ИЖ [6]. Синтезированная 
ИЖ охарактеризована с помощью 1H,13C 
ЯМР, что подтвердило целевую 
структуру и чистоту 97%. 

1H NMR: 9.94 (s, 1H, H-9), 8.58 (d 8.4 
Hz, 2H, H-1,8), 8.30 (pseudo-d 4Hz, 4H, H-
3,4,5,6), 7.94 (m, 2H, H-2,7), 7.36 (m, 3H, 
meta-Ph, para-Ph), 7.08 (m, 2H, ortho-Ph), 
6.58 (s, 2H, CH2); 

13CNMR: 152.15 (CH,1C, C-9), 141.62 
(C,2C, C-11,14), 140.28 (CH,2C, C-3,6), 
132.48 (CH,2C, C-1,8), 132.40 (C,1C, Ph), 
129.71 (CH,2C, meta-Ph), 129.04 (CH,1C, 
para-Ph), 128.24 (CH,2C, C-2,7), 126.82 
(C,2C, C-12,13), 125.40 (CH,2C, ortho-Ph), 
119.71 (CF3, q 321 Hz,2C), 117.91 (CH,2C, 
C-4,5), 54.42 (CH2,1C). 

Приготовление капиллярных колонок. 
Колонки готовили с использованием 
статического метода низкого давления. 
Фазу наносили на капилляр из 
плавленого кварца с внутренним 
диаметром 0.25 мм, в качестве 
растворителя для НЖФ использовали 
дихлорметан [6]. Полярность и 
селективность оценивали на колонке с 
толщиной пленки 0.2 мкм и длиной 10 м. 
Тестирование колонок и измерение 
хроматографических характеристик 
проводили с помощью хроматографа 
Agilent 7890A с масс-

 
Рис. 1 Структурная формула бензилакридиний бис(трифторметилсульфонил)имид 

Fig. 1 Structural formula of Benzylacridinium bis(trifluoromethylsulfonyl)imide 
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спектрометрическим детектором (Agilent 
7000B), температура детектора 250°C, 
электронная ионизация, режим 
сканирования 40-400 m/z, в качестве газа-
носителя использовался гелий. Для 
получения разделения методом 
двумерной хроматографии приготовлена 
колонка с толщиной пленки 0.2 µм и 
длиной 25 м 

Измерение полярности и параметров 
модели Абрахама. Для измерений ин-
декса полярности по Мак-Рейнольдсу 
проводили хроматографирование смеси 
тестовых веществ Мак-Рейнольдса при 
температуре 120оС: бензол, бутанол-1, 
пентанон-2, нитропропан-1, пиридин. Ре-
пером мертвого времени служил н-пен-
тан, для вычисления индексов Ковача из-
меряли удерживание нормальных углево-
дородов С10-С16. Значения полярности 
определяли в соответствии со шкалой по-
лярности, использованной в [7], где за ну-
левое значение полярности принимается 
сквалан, за 100 – фаза SPB-IL100 
(Supelco). Для расчета параметров мо-
дели Абрахама получали данные удержи-
вания для 35 тестовых веществ, дескрип-
торы (E, S, A, B, L) для которых взяты из 
[8]. Температуры измерений: 100°С, 
1200С, 140°С. Для расчета параметров 
модели (e, s, a, b, l) применялся метод 
множественной линейной регрессии с ис-
пользованием ПО STATISTICA-
10.0.228.8. 

Исследование термической стабильно-
сти и получение разделений. Исследова-
ние термостабильности и получение при-
меров разделений проводили на хромато-
масс-спектрометре Agilent 7000В c детек-
тором на основе тройного квадруполя. Во 
всех случаях, скорость потока (He) со-
ставляла 0.8 см3/мин. Детектирование 
проводили в режиме сканирования в диа-
пазоне масс 40-500 m/z. Энергия иониза-
ции 70 эВ. 

Для исследования термостабильности 
термостат колонок нагревали по про-
грамме 200°С (10 мин) – далее 3°С/мин до 

250°С (10 мин), далее до 300°С (15 мин). 
Температура испарителя 300°С. 

ГХ×ГХ – разделение газойля катали-
тического крекинга проведено при следу-
ющих условиях: первая колонка акриди-
ниевая ИЖ 25 м х 0.25мм х 0.2 µм вторая 
колонка – HP-5 5м х 0.25мм х 0.25µм. 
Температурная программа термостата ко-
лонок: 90°С (0мин), далее программиро-
вание со скоростью 3°С/мин до конечной 
температуры 300°С. Температура испа-
рителя 300°С. Скорость потока через 
первую колонку 0.7 см3/мин, через вто-
рую – 40 см3/мин.  

Обсуждение результатов 
Чтобы произвести оценку 

разделительных свойства новых НЖФ, 
требуется их характеризация с точки 
зрения полярности и селективности. 
Система Мак-Рейнольдса [9] является 
наиболее распространенным и простым 
способом для оценки полярности фазы. 
Данная система позволяет сравнить 
полярность новой фазы с уже 
известными. При решении задач 
хроматографического анализа 
использование данного подхода 
оказывается очень удобным, особенно 
благодаря скорости его использования. 

Для изучаемой в работе акридиниевой 
ИЖ полярность по Мак-Рейнольдсу 
оказалось равной 83 единицы. Это 
означает, что данная колонка является 
высокополярной. При этом, как 
оказалось, полярность данной ИЖ выше, 
чем для всех изученных ранее 6-метил 
хинолиниевых ИЖ (табл.1, последний 
столбец). Таким образом, можно сделать 
вывод, что данная фаза будет 
перспективна для создания колонок 
предназначенных для ряда задач, где 
требуется достигнуть высокой 
селективности среди полярных 
соединений.  

Тем не менее, система Мак-
Рейнольдса является сравнительной. 
Такой подход не обеспечивает 
достоверной оценки всех типов 
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межмолекулярных взаимодействий со 
стороны фазы, отвечающих за 
удерживание различных классов 
веществ, что может приводить к 
некорректным оценкам. Исходя из этого, 
Михаелем Абрахамом была предложена 
модель линейной зависимости свободной 
энергии (ЛЗСЭ), которая учитывает 
индивидуальные вклады всех типов 
взаимодействий со стороны фазы в 
удерживание вещества [10]. 

В основе модели лежит 
предположение, что свободная энергия 
взаимодействия между веществом и 
фазой зависит линейно от набора 
индивидуальных типов взаимодействий. 
При заданной температуре вместо 
энергии используют логарифм константы 
распределения (KL): 
𝑙𝑙𝑙𝑙𝐾𝐾𝐿𝐿 = 𝑐𝑐 + 𝑒𝑒𝑒𝑒 + 𝑠𝑠𝑠𝑠 + 𝑎𝑎𝑎𝑎 + 𝑏𝑏𝑏𝑏 + 𝐼𝐼𝐼𝐼(1) 

где KL – коэффициент распределения 
между подвижной и неподвижной фазой, 
с – модельная константа. Заглавные 
буквы (E, S, A, B, L), называемые 
дескрипторами, являются коэффициен-
тами, учитывающие вклад в 
межмолекулярные взаимодействия со 
стороны аналитов. Маленькие буквы – 
параметры модели (учитывают вклад 
неподвижной фазы). Параметр (e) 

отвечает за π-π и n-π взаимодействия, (s) 
– за диполь-дипольные (в том числе и 
индукционные). (а) и (b) являются 
оценкой вклада фазы в образование 
обратимой водородной связи, причем (а) 
отвечает за силы, где фаза выступает в 
качестве акцептора водорода, а (b) – в 
качестве донора. (l) учитывает диспер-
сионную составляющую межмолекуляр-
ных взаимодействий.  

Данная система удобна не только как 
способ характеризации неподвижных фаз 
с точки зрения селективности к 
определенным классам соединений, но 
она также удобна как способ оценки 
различных типов взаимодействий, 
возникающих между ИЖ и 
взаимодействующими с ней молекулами. 
Результаты оценки бензил-акридиновой 
ИЖ по Абрахаму в сравнении с ранее 
изученными хинолиниевыми 
представлены в табл. 1, где при 
температурах 100, 120, 140°С приведены 
параметры различных типов 
межмолекулярных взаимодействий, 
характерных для изученных ИЖ. Из 
таблицы 1 видно, что наибольшие 
значения имеют параметры дипольных 
взаимодействий (s) и водородной связи 
(a, b). Также значителен вклад π-π 

Таблица 1. Параметры модели Абрахама (e, s, a, b, l) и полярность по Мак-Рейнольсу 
бензил-акридиниевой ИЖ с сравнением с хинолиниевыми 
Table 1. Abraham model parameters (e, s, a, b, l) and McReynols polarity of benzyl-acridinium 
IL compared with quinolinium 

Ионная 
жидкость 

Температура 
(°С) 

Параметры модели Статистика Полярность 
(P)  e s a b l k F 

6MQHex [6]  
100 0.12 1.65 1.32 0.33 0.50 0.999 4165 

64 120 0.09 1.62 1.18 0.23 0.45 0.999 3315 
140 0.09 1.61 1.09 0.09 0.41 0.999 4057 

6MQBu [6]   
100 0.26 1.59 1.29 0.45 0.47 0.999 2891 

77 120 0.23 1.58 1.15 0.41 0.42 0.999 2842 
140 0.22 1.56 1.04 0.11 0.38 0.998 2575 

6MQPr [6]    
100 0.36 1.60 1.39 0.63 0.47 0.999 4164 

79 120 0.27 1.70 1.28 0.59 0.37 0.999 3344 
140 0.25 1.61 1.14 0.49 0.32 0.999 3034 

Benzyl 
Acrydine 

100 0.41 1.19 1.40 0.90 0.43 0.999 2015 
83 120 0.39 1.17 1.25 0.80 0.39 0.999 1876 

140 0.32 1.21 1.05 0.74 0.37 0.999 2023 
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взаимодействий (e). Можно наблюдать 
ряд важных отличий при сравнении 
изучаемой акридиниевой ИЖ с 
хинолиниевыми. В первую очередь более 
высокое разрешение ароматических 
соединений (e) и параметры водородной 
связи донорного типа (b). При этом для 
дипольных взаимодействий (s) 
характерны значительно более низкие 
значения. Из выше сказанного можно 
сделать вывод, что акридиниевая ИЖ 
являясь, как и аналоги высокополярной 
НЖФ, будет проявлять повышенную 
селективность при разделении аромати-
ческих соединений (ароматические 
углеводороды, фенолы и пр.), а также к 
большинству кислородсодержащих 
соединений и основаниям.  

Термостабильность. Были проведены 
измерения уровня фонового тока колонки 
при нагреве её в диапазоне 200-250-
300°С, чтобы сравнить свойства термо-
стабильности исследуемой ИЖ с извест-
ными НЖФ. Были получены результаты, 
что при нагреве до 300°С не наблюдается 

значительного увеличения фонового 
тока. Абсолютный уровень фонового 
тока при нагреве оказался сопоставим с 6-
метилхинолиниевой ИЖ [6], для которой 
ранее было показано, что она является за-
ведомо термостабильной до 300°С и при-
годна для решения практических задач 
высокотемпературного разделения. 

Подобная термическая стабильность 
необходима для разделения смесей 
нефтепродуктов, содержащих различные 
классы углеводородов. Пример такого 
разделения до максимальной темпера-
туры 300°С приведен на рис. 2. Можно 
увидеть, что использование в качестве 
первой колонки с бензил-акридиниевой 
ИЖ приводит к достижению хорошей се-
лективности при разделении ароматиче-
ских углеводородов, в частности бицик-
лических ароматических углеводородов, 
которая составляет максимальную долю 
в данной смеси (табл. 2). К сожалению, 
эффективность для неароматических уг-
леводородов, оказалась не столь высокой, 

 

 
Рис. 2. Разделение газойля каталитического крекинга на колонке с бензил-акридиниевой ИЖ. 

Fig. 2. Separation of catalytic cracking gas oil on a column with benzyl-acridinium IL 
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что проявляется в виде размытия алифа-
тических углеводородов. Вероятно, дан-
ную проблему можно решить более тща-
тельным подбором условий, тем более 
что потенциал селективности позволяет 
значительно увеличить начальную темпе-
ратуру и скорость программирования. 

Заключение 
Представленная ИЖ, синтезированная 

на основе бензил-акридиниевого 
катиона, является еще одной новой 
ступенью на пути разработки новых 
классов неподвижных фаз на основе ИЖ. 
Как и свои предшественники она 
обладает высокой полярностью, высокой 
термической стабильностью (до 300°С), 
но в отличие от них имеют другую 

селективность, обусловленную более 
высокими значения π-π-взаимодействий 
и водородной связи по донорному 
механизму. Это открывает новые 
перспективы для использования этой 
колонки и, вероятно, её аналогов, для 
разделения сложных смесей, содержащих 
полярные ароматические и кислород-
содержащие соединения, особенно в 
двумерной хроматографии.  

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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Он-лайн концентрирование с применением магнитного 
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Аннотация. В последнее время актуальны исследования, в которых предлагаются способы концентри-
рования различных веществ в динамических условиях с применением магнитных сорбентов. 
В работе изучено концентрирование в динамических условиях с применением молекулярно импринти-
рованного сорбента (Fe3O4@МИП-БФА) с отпечатками бисфенола А (БФА) для его последующего 
определения в водах, почвах и донных отложениях на уровне ультрамикроколичеств. 
Разработана оригинальна стендовая установка, основанная на принципах он-лайн магнитной твердо-
фазной экстракции. Установка включает колонку из боросиликатного стекла, заполненную 
Fe3O4@МИП-БФА, который фиксируется двумя неодимовыми магнитами. По сравнению с примене-
нием одного магнита конструкция с двумя магнитами обеспечивает равномерность распределения сор-
бента по всему сечению колонки. Наибольшие коэффициенты концентрирования (EF=3216) и степень 
десорбции БФА из колонки достигаются соответственно при объемной скорости пропускания раствора 
(W) 2.0 см3/мин и при элюировании метанолом W=0.4 см3/мин. 
Определение методом ГХ-МС БФА в концентратах из модельных сред обеспечивает высокую чувстви-
тельность разработанного способа определения БФА. При анализе модельных растворов, приготовлен-
ных в дистиллированной воде, предел обнаружения (ПО) составляет 0.3 нг/дм3. При анализе речной 
воды ПО возрастает примерно в 2 раза. При анализе почв ПО=2.2 нг/кг сухой массы. Почвы по сравне-
нию с водными объектами содержат большее количество мешающих компонентов, чувствительность 
способа снижается в 7-8 раз. Еще более загрязнены донные отложения, ПО возрастает более чем 
в 2 раза по сравнению с определением БФА в почвах. 
Ключевые слова: он-лайн магнитная твердофазная экстракция, молекулярно импринтировннный сор-
бент, бисфенол А, определение, вода, донные отложения, почва. 
Для цитирования: Губин А.С., Кушнир А.А., Суханов П.Т. Он-лайн концентрирование с применением 
магнитного молекулярно импринтированного сорбента и ГХ-МС определение бисфенола А в природ-
ных средах // Сорбционные и хроматографические процессы. 2023. Т. 23, № 2. С. 244-254. 
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In this study we investigated concentration under dynamic conditions using a molecularly imprinted sorbent 
(Fe3O4@MIP-BPA) with imprints of bisphenol A (BPA) for its subsequent determination in waters, soils and 
bottom sediments at the level of ultra microquantities. 
Designed, original stand installation, based on online magnetic solid phase extraction principles was developed. 
The installation includes a borosilicate glass column filled with Fe3O4@MIP-BPA, which is fixed with two 
neodymium magnets. In comparison with the use of a single magnet, the dual magnet design ensures that the 
sorbent is evenly distributed over the entire cross section of the column. The highest enrichment factors 
(EF=3216) and the degree of BPA desorption from the column were achieved for the volumetric filtration rate 
(W) 2.0 cm3/min and for W=0.4 cm3/min for the elution with methanol.  
The GC-MS determination of BPA in concentrates from model media ensures the high sensitivity of the de-
veloped method for the determination of BPA. For the analysis of model solutions prepared in distilled water, 
the limit of detection (LOD) is 0.3 ng/dm3. In the analysis of river water, the LOD increases by about 2 times. 
In the analysis of soils, LOD=2.2 ng/kg dry wt. Soils, in comparison with water bodies, contain a greater 
amount of interfering components, the sensitivity of the method is reduced by 7-8 times. The bottom sediments 
are even more polluted, the LOD increases by more than 2 times in comparison with the determination of BPA 
in soils. 
Keywords: online magnetic solid phase extraction, molecularly imprinted sorbent, bisphenol A, determination, 
water, bottom sediments, soil. 
For citation: Gubin A.S., Kushnir A.A., Sukhanov P.T. On-line concentration using a magnetic molecularly 
imprinted sorbent and GC-MS determination of bisphenol A in natural media. Sorbtsionnye i khromatografich-
eskie protsessy. 2023. 23(2): 244-254. (In Russ.). https://doi.org/10.17308/sorpchrom.2023.23/11148 

 

Введение 
Для концентрирования органических 

токсикантов из различных сред применя-
ются следующие методы: твердофазная 
экстракция (ТФЭ), экстракция «зелеными 
растворителями», он-лайн ТФЭ, магнит-
ная ТФЭ и др. [1-6]. Одним из перспек-
тивных направлений при концентрирова-
нии различных соединений является при-
менение сорбентов с магнитными свой-
ствами, способных быстро и практически 
полностью отделяться из любых сред 
магнитной сепарацией. Для этого обычно 
применяются неодимовые магниты. В 
классической схеме пробоподготовки 
сорбент добавляют к анализируемому 
раствору, перемешивают до достижения 
сорбционного равновесия и далее, удер-
живая сорбент магнитом, отделяют рас-
твор, отводят магнит, извлекают сорбент из 
сосуда и десорбируют из него аналит [2, 7].  

Новые разработки направлены на воз-
можность концентрирования с примене-
нием магнитных свойств сорбентов в ди-
намических условиях. Простейшим 
устройством является проточная система 
для динамической сорбции солей ко-
бальта в колонке, в которой слой магнит-
ного сорбента удерживается одним маг-
нитом [8]. Для концентрирования ионов 

кобальта 100 мкл водной суспензии ча-
стиц Fe3O4, покрытых Al2O3, удерживают 
в колонке постоянным магнитом. Затем 
сорбент модифицируют пропусканием 
через него смеси лаурилсульфоната 
натрия и 1-(2-пиридилазо)-2-нафтола 
(ПАН). Далее через колонку пропускают 
анализируемый раствор. После достиже-
ния динамического равновесия комплекс 
кобальта с ПАН десорбируют этанолом и 
анализируют полученный концентрат.  

Другие авторы считают такую систему 
недостаточно эффективной, поскольку 
под действием магнитных полей в сор-
бенте возможно образование каналов, по-
этому рекомендуют использовать два 
магнита, установленных перпендику-
лярно друг другу (on-line magnetic sorbent 
extraction) [9]. Такая система применена 
для концентрирования и хемилюминис-
центного определения ионов меди. Авто-
рами предложена проточно-реакторная 
роботизированная микросистема, в кото-
рой для концентрирования применен им-
мобилизованный магнитом слой сор-
бента [10]. Система совмещает особенно-
сти классического концентрирования и 
проточного анализа. Анализируемым 
раствором заполняют микроячейку с 
микромешалкой и иммобилизованным 
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магнитным сорбентом, функционализи-
рованным ПАН. При отведении магнита 
иммобилизованный сорбент отходит от 
стенок ячейки и перемешивается мешал-
кой. После завершения сорбции магнит 
прижимают к стенке микроячейки, сор-
бент иммобилизуется, раствор, содержа-
щий комплекс иона меди и ПАН, отделя-
ется и к нему добавляется смесь H2O2 и 
HNO3. Магниты вновь отводятся от сте-
нок колонки, а сорбент перемешивается. 
Магниты возвращаются на исходные по-
зиции и слой сорбента при этом фиксиру-
ется на стенке микроячейки. Затем рас-
твор из ячейки сливают, к фиксирован-
ному слою сорбента добавляют люминол 
и все операции проводят снова. Далее 
сорбент удаляют из колонки потоком 
воды и определяют в нем ионы меди. 

Системы, включающие два магнита, 
рекомендуются для проведения проточ-
ного анализа в автоматизированном фор-
мате. Одна из таких систем состоит из 
шприцевого насоса и шестиходового 
крана, переключающего потоки, и приме-
нена для определения ионов тяжелых ме-
таллов. В качестве сорбента применены 
магнитные частицы, функционализиро-
ванные ионообменной смолой. Анализи-
руемый раствор подают через трубки с 
внутренним диаметром 0.5 мм и объемом 
0.4 см3 [11]. Для формирования концен-
трирующей он-лайн системы применяют 
кольцевой неодимовый магнит, окружа-
ющий микроколонку [12]. 

Также предлагается не фиксировать 
сорбент магнитами, а перемешивать его 
за счет поступательных движений двух 
магнитов по обе стороны от колонки 
(magnetic-field-assisted on-line solid-phase 
extraction). Способ применен для анализа 
остаточных количеств антибиотиков в 
воде [13, 14]. 

БФА относится к группе фенольных 
ксеноэстрогенов – химических веществ, 
разрушающих эндокринную систему 
(при попадании в организм образуются 
ложные половые гормоны) [20]. Он был 
обнаружен в детских бутылочках для 

кормления, пластиковой посуде, консер-
вированных напитках, водных объектах и 
почвах [20, 21]. Таким образом, важно 
разрабатывать селективные и чувстви-
тельные аналитические методы для обна-
ружения БФА в образцах окружающей 
среды и пищевых продуктов. 

Цель работы – оценить возможность 
применения динамического концентри-
рования с применением магнитного мо-
лекулярно импринтированного сорбента 
(МИП) с отпечатками бисфенола А 
(БФА) для его определения в водах, поч-
вах и донных отложениях на уровне уль-
трамикороколичеств. 

Экспериментальная часть 
Синтез МИП с отпечатками БФА 

(Fe3O4@МИП-БФА), его характеристики 
и сорбционные свойства подробно изло-
жены в работах [15, 16]. 

Приборы и материалы. Для динамиче-
ского концентрирования разработана 
установка, в которой подачу растворов и 
растворителей в колонку проводили 
шприцевыми двухканальными ViVa 
(Vesta KL-702, Kelly Med, КНР) и пери-
стальтическими (LOIP LS – 301, Россия) 
насосами. 

Магнитный сорбент помещался в ко-
лонки из боросиликатного стекла (внут-
ренний диаметр – 2 мм, длина – 1 м), вы-
полненные по специальному заказу. Со-
единение всех частей системы осуществ-
ляли при помощи силиконовых трубок с 
внутренним диаметром 1 и 2 мм 
(Siliconium, РФ). Переключение потоков 
проводили ручными трехпозиционными 
кранами-переключателями – Interchim 
Valve 3-port Manual Flow Complete (LP 
Liquid Chromatography, Франция). Для 
подкисления и подщелачивания анализи-
руемых проб применяли соответственно 
растворы HCl и NaOH, приготовленные 
из препаратов квалификации ч.д.а. Де-
сорбцию БФА проводили метанолом, 
сорбент промывали н-гексаном (квали-
фикации для хроматографии, Ленреак-
тив, РФ).  
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Схема динамического концентрирова-
ния БФА. Для динамического концентри-
рования БФА предложена установка, ос-
нованная на принципах он-лайн магнит-
ной ТФЭ (рис. 1).  

Перед проведением анализа колонку 
К1 заполняли сорбентом. Для этого 
шприцевым насосом ШН1 через треххо-
довой кран в колонку со скоростью 
0.5 см3/мин подавали 0.1 г суспензии сор-
бента Fe3O4@МИП-БФА в бидистилли-
рованной воде. С обеих сторон колонки 
находились одинаковые неодимовые маг-
ниты М1 и М2 с магнитной индукцией 
1.57 Тл. Один из магнитов устанавливали 
перпендикулярно по отношению к дру-
гому (рис. 2). Таким расположением и ис-
пользованием одновременно двух магни-
тов достигается равномерность распреде-
ления сорбента и заполнение всего сече-
ния колонки. 

В емкость Е1 помещали 100 см3 анали-
зируемой воды и перистальтическим 
насосом ПН1 с объемной скоростью (W) 
2.0 см3/мин подавали ее в колонку. Для 
улавливания магнитных частиц, находя-
щихся в воде, применялся магнит М. По-
сле прохождения участка колонки с маг-
нитом раствор направлялся в колонку К1. 
Для снижения матричных эффектов 

шприцевым насосом ШН3 сорбент про-
мывали 1 см3 н-гексана или н-гептана с 
W=0.1 см3/мин. Для десорбции БФА че-
рез трехходовой кран ТК2 в колонку К1 
шприцевым насосом ШН2 подавали 1.2 
см3 метанола (W=0.4 см3/мин). После де-
сорбции элюат собирали, упаривали до 
0.1 см3 и анализировали методом ГХ-МС.  

После десорбции через колонку К1 
насосом ШН2 из емкости Е2 прокачивали 
еще по 5 см3 метанола и деионизирован-
ной воды. Магниты М1 и М2 эксцентри-
ком [13] отводили от колонки К1 и про-
пускали через нее еще 5-8 см3 бидистил-
лированной воды (W=5 cм3/мин). Сор-
бент с потоком воды через трехходовой 
кран поступал в колонку К2, где удержи-
вался магнитами и промывался последо-
вательно 1 см3 0.1 М NaOH, 1 см3 0.1 М 
HCl и 10 см3 бидистиллированной воды. 
Магниты М3 и М4 отводили от колонки 
К2, через нее пропускали воду и направ-
ляли регенерированный сорбент в шпри-
цевой насос ШН1.  

Построение выходных кривых дина-
мической сорбции. Для построения вы-
ходных кривых сорбции 1.5 дм3 раствора 
БФА с концентрацией 1 мкг/дм3 подкис-
ляли до рН 3 и пропускали через систему 
для динамического концентрирования с 

 
Рис. 1. Схема стендовой установки для сорбционного онлайн концентрирования с при-

менением магнитного сорбента: Е1 – емкость с анализируемым раствором; Е2 – емкость с 
деионизированной водой; М, М1 – М4 – неодимовые магниты; К1 и К2 – колонки из боро-
силикатного стекла; ТК1 – ТК6 – трехходовые краны; ШН1 – ШН3 – шприцевые насосы; 

ПН1 и ПН2 – перистальтические насосы. 
Fig. 1. Scheme of stand installation for sorption online concentration using a magnetic 

sorbent: C1 – container with the analysed solution; C2 – container with deionized water;  
M, M1 – M4 – neodymium magnets; C1 and C2 – borosilicate glass columns; TV1 – TV6 – 

three-way valves; SP1 – SP3 – syringe pumps; PP1 and PP2 are peristaltic pumps. 
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W=1.5, 2.0, 3.0 и 5.0 см3/мин. Колонку за-
полняли 1 см3 сорбента (в пересчете на 
сухое вещество). Десорбцию проводили 
2 см3 метанола. Строили выходные кри-
вые сорбции в координатах с/с0 = f(V), где 
с и с0 – концентрации БФА (мкг/см3) на вы-
ходе и входе в систему соответственно; V – 
объем пробы, прошедший через колонку, 
см3. По ним находили объем до проскока 
V10% (см3) и коэффициент концентрирова-
ния в динамических условиях (К) [17]:  

К = сс/с0, 
cтв = m/Vтв , 

где с0 и сс – концентрации аналита в ис-
ходном водном растворе и объеме сор-
бента (мг/см3) в момент 10 %-ного про-
скока соответственно, Vтв – объем сухого 
сорбента в колонке (см3), m – масса ана-
лита (мг), сорбированного твердой фазой 
из объема, соответствующего 10%-ному 
проскоку. 

Рассчитывали коэффициент концен-
трирования (EF) как отношение исход-
ной концентрации аналита к его концен-
трации после процедур сорбции, промы-
вания н-гептаном (или н-гексаном) и упа-
ривания. 

Определение методом ГХ-МС. Кон-
центрат вводили в узел ввода газового 
хроматографа Agilent 7890B GC System с 
масс-детектором Agilent 5977A MSD при 

известных условиях [18]: объем пробы – 
1.0 мкл, деление потока 30:1, колонка HP-
5MS UI (30 м × 0.25 мм × 0.25 мкм), фаза 
– (5% фенил)-метилполисилоксан. Газ-
носитель – гелий (1.0 см3/мин), темпера-
тура узла ввода пробы – 280°С, темпера-
тура источника ионов – 250°С. Условия 
программирования температуры: старто-
вая 90°С в течение 1 мин, далее ее повы-
шали со скоростью 3°С/мин до 150°С, 
6°С/мин до 210°С и 10°С/мин до 280°С и 
удерживали 2 мин. Применялась иониза-
ция с энергией электронов 70 эВ. В ре-
жиме мониторинга проводился контроль 
ионов с m/z=213, 228 и 270. 

Определение БФА в природных сре-
дах. Пробы природной воды подкисляли 
до рН 3, к образцам почв и донных отло-
жений добавляли раствор NaOH (рН 12) и 
перемешивали 3 ч, затем отфильтровы-
вали, отстаивали и подкисляли HCl до  
рН 3. Отбирали 100 см3 и пропускали че-
рез стендовую установку. 

Обсуждение результатов 
Ранее установлено, что МИП с моле-

кулярными отпечатками фенолов, содер-
жащие функциональные группы, спо-
собны образовывать водородные связи, 
характеризуются наибольшей селектив-
ностью и обеспечивают максимальные 

                  
Рис. 2. Распределение сорбента в колонке при иммобилизации с применением одного 

(а) и двух (б) неодимовых магнитов после проведения сорбционного концентрирования 
при W=3 см3/мин. Макросъемка проведена фотоаппаратом Nikon D5200 с объективом 

Nikkor 70 – 300 мм 1:4.5-5.6 G (фокусное расстояние 300 мм). 
Fig. 2. The distribution of the sorbent in the column during immobilization using one (a) 

and two (b) neodymium magnets after sorption concentration at W=3 cm3/min The macro photog-
raphy was done using Nikon D5200 camera with a Nikkor 70 lens – 300 mm 1:4.5-5.6 G 

(focal length 300 mm). 
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степени извлечения и величины предель-
ной сорбции. Импринтинг-фактор 
Fe3O4@МИП-БФА составляет 7.1 и при 
однократной сорбции извлекается более 
96% БФА. Высокая намагниченность 
насыщения Fe3O4@МИП-БФА (≈35 э.м.е./г) 
позволяет надежно закрепить сорбент по 
сечению колонки. 

Конструкция колонки с двумя магни-
тами обеспечивает равномерное заполне-
ние колонки по всему сечению по сравне-
нию с применением одного магнита. При 
иммобилизации Fe3O4@МИП-БФА од-
ним магнитом в сечении колонки образу-
ются полости, не заполненные сорбентом 
(рис. 2 а), либо плотность упаковки ко-
лонки неравномерна. При фиксации сор-
бента с применением двух магнитов, 
один из которых находится перпендику-
лярно другому, сорбент по сечению ко-
лонки распределяется практически рав-
номерно и сохраняет такую структуру 
при пропускании раствора через слой 
сорбента (рис.2 б). В целом закономер-
ность распределения сорбента по сече-
нию колонки аналогична [9]. При элюи-
ровании со скоростью W=1-5 см3/мин 
сорбент не уносится из колонки, анализи-
руемый раствор стабильно проходит че-
рез слой Fe3O4@МИП-БФА. При даль-
нейшем увеличении W унос сорбента из 
колонки начинается при W 8.2-8.4 см3/мин 
и существенно возрастает при W более 
10 см3/мин. 

При регулировании скорости пропус-
кания анализируемого раствора руковод-
ствовались не только достигаемыми К в 

динамических условиях, но и временем, 
затрачиваемым на процедуру концентри-
рования. При W=1.5 см3/мин, несмотря на 
высокие К, время проведения анализа 
увеличивается значительно (табл. 1). При 
W до 2 см3/мин К уменьшается лишь на 
5%, но время анализа сокращается в 1.5 
раза.  

При дальнейшем возрастании W до 
3 см3/мин К снижается на 38% (табл. 1). 
Вероятно, это обусловлено образованием 
каналов по бокам от центральной части 
колонки (в этих зонах магнитное поле 
наиболее слабое). При W=5 см3/мин пока-
затели эффективности сорбции снижа-
ются более чем в 6 раз. Таким образом, 
оптимальные условия динамического 
концентрирования обеспечиваются при 
W=1.5 см3/мин, для десорбции – W=0.4 
см3/мин. 

При концентрировании из модельных 
растворов, приготовленных в дистилли-
рованной воде, и последующем анализе 
концентратов методом ГХ-МС предел об-
наружения (ПО) БФА составляет 0.3 нг/дм3 
(табл. 2). При анализе речной воды ПО в 
2 раза выше. При анализе почв ПО= 
2.2 нг/кг сухой массы. Снижение чув-
ствительности в 7-8 раз при анализе почв 
обусловлено содержанием в ней боль-
шого количества мешающих компонен-
тов. Еще более загрязнены донные отло-
жения, ПО возрастает более чем в 2 раза 
по сравнению с определением БФА в поч-
вах. 

Определению мешают гумусовые кис-
лоты (гуминовые и фульвокислоты, 

Таблица 1. Объемы до проскока (V10%, см3) и коэффициенты концентрирования (K, EF) при 
динамической сорбции фенолов в зависимости от скоростей пропускания растворов (объем 
сухого сорбента 1.0 см3)*  
Table 1. Breakthrough volumes (V10%, cm3) and concentration factors (K, EF) during dynamic 
sorption of phenols depending on the flow rates of solutions (volume of dry sorbent 1.0 cm3)  

Характеристики Скорости пропускания растворов (см3/мин) 

1.5  2.0  3.0  5.0  
V10% 1022 945 635 117 

К 822 782 489 78 
EF 3529 3216 1895 405 

*коэффициенты К рассчитаны с учетом объема метанола при десорбции 
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нефтепродукты, хлорфенолы и алкилфе-
нолы). Для уменьшения их влияния через 
колонку пропускали н-гексан или н-геп-
тан. Алкилфенолы и хлорфенолы хорошо 
растворимы в углеводородах и практиче-
ски полностью удаляются из матрицы. 

Хлорфенолы, гуминовые и фульвокис-
лоты частично растворимы в углеводо-
родных растворителях, при этом в значи-
тельной степени также десорбируются 
при промывании колонки. БФА плохо 
растворим в углеводородах, особенно в н-

Таблица 2. Определение бисфенола А методом «введено-найдено» (n=3, P=0.95) 
Table 2. Determination of bisphenol A by the "introduced-found" method (n=3, P=0.95) 

Введено, 
нг/дм3 

(нг/кг) 

Найдено, 
нг/дм3 (нг/кг) sr, % r2 

Предел 
обнару-
жения, 
нг/дм3 
(нг/кг) 

Предел 
определе-

ния, 
нг/дм3 
(нг/кг) 

Диапазон 
линейно-
сти гра-
дуиро-

вочного 
графика, 

нг/дм3 
(нг/кг) 

Дистиллированная вода 
1 1.1±0.2 14.5 

0.995 0.3 0.9 0.9-600 

5 4.9±0.5 12.7 
10 9.9±0.8 9.2 
50 50.1±3.9 7.0 

100 96.3±4.0 3.8 
500 500±21 2.9 

1000 ** ** 
Речная вода 

1 * * 

0.993 0.7 2.1 2.1-700 

5 4.5±0.6 12.9 
10 9.8±1.0 11.7 
50 49.5±4.0 7.1 

100 94.9±4.7 4.5 
500 507±29 3.1 

1000 ** ** 
Почва 

1 - - 

0.991 5.0 15 15-1500 

5 - - 
10 * * 
50 45.3±4.5 10.3 

100 92.2±7.1 8.2 
500 477±34 5.8 

1000 978±16 2.5 
Донные отложения 

1 - - 

0.990 12 40 40-1500 

5 - - 
10 * * 
50 54.3±4.9 9.5 

100 102.2±7.2 7.2 
500 500±43 6.1 

1000 1008±18 2.2 
*ниже предела обнаружения; ** выходит за пределы интервала линейности градуировочного гра-
фика. 



 

Сорбционные и хроматографические процессы. 2023. Т. 23, № 2. С. 244-254. 
Sorbtsionnye i khromatograficheskie protsessy. 2023. Vol. 23, No 2. pp. 244-254. 
 
ISSN 1680-0613_____________________________________________________________ 

 

 

 
 

251  

гептане [19] и практически не десорбиру-
ется из Fe3O4@МИП-БФА. 

Несмотря на длительное время он-лайн 
концентрирования с применением сор-
бента Fe3O4@МИП-БФА (более 450 мин) 
коэффициент EF более чем в 10-140 раз 
выше (табл. 3) по сравнению с ТФЭ, жид-
кофазной микроэкстракции (МЭ) и твердо-
фазной микроэктракцией (ТФМЭ) [20-25]. 

Заключение 
Для динамического сорбционного 

концентрирования БФА предложена 
стендовая установка, в которой сорбент 
фиксируется при помощи двух неодимо-
вых магнитов. За счет высокой намагни-

ченности насыщения сорбента концен-
трирование проводится с объемной ско-
ростью W до 5 см3/мин. Динамическое 
концентрирование в сочетании с методом 
ГХ-МС позволяет проводить определе-
ние БФА на уровне 0.9, 2.1, 15 и 40 нг/дм3 

или нг/кг в дистиллированной воде, реч-
ной воде, почве и донных отложениях со-
ответственно. 

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. 

Таблица 3. Сравнение разработанного способа он-лайн динамического концентрирования 
бисфенола А с аналогами. 
Table 3. Comparison of the developed online dynamic concentration method of bisphenol A with 
analogues. 

Способ 
концентрирования 

Условия 
концентрирования Условия десорбции EF Литера- 

тура 

Fe3O4@МИП 
Объем сухого сор-
бента 1.0 см3, W= 

2 см3/мин, V=945 см3 

Метанол, 5 см3, 
W=0.4 см3/мин 3216 [данная 

работа] 

ТФЭ с примене-
нием сорбента 

Fe3O4 @SiO2, по-
крытого ионной 

жидкостью 

m=0.10 г, V=40 см3, 
 t=10 мин, рН=10 

Метанол, V=4 см3, 
 t=5 мин 25 [20] 

Матричная ТФЭ с 
применением маг-

нитных МУНТ 

m=0.05 г, V=50 см3,  
t=15 мин, рН=10 

Тетрахлорметан,  
V=35 мкл, t=1.5 мин 

2268-
2363 [21] 

Он-лайн ТФМЭ  с 
применением во-
локна с шаблоном 

из карбовакса  

m=0.05 г, V=10 см3,  
t=60 мин, рН=6.8 

Ацетонитрил/вода, 
70:30, об.; V=10 см3, 

t=5 мин 
1000 [22] 

ТФЭ с примене-
нием сорбента P-

CDP 
m=0.02 г, V=8 см3 Метанол, V=20 см3 32 [23] 

Жидкофазная МЭ с 
использованием 
экстракционных 

растворителей низ-
кой плотности  

V=320 см3,  
t=90 мин, рН=8 

Эктсрагент – толуол 
(60 мкл) 70.7 [24] 

ТФЭ с примене-
нием сорбента 
MHAP/β-CDP 

m=0.015 г, V=10 см3, 
t=5 мин, рН=7 

Метанол, V= 
300 мкл, t=5 мин 91.2 [25] 
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Метод высокоэффективной жидкостной хроматографии 
в количественном анализе гидроксикоричных кислот растений, 
произрастающих в Российской Федерации 
 
Евгения Владимировна Компанцева1✉, Алексей Иванович Сливкин2 
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России, Пятигорск, Россия, dskompanceva@mail.ru✉ 
2Воронежский государственный университет, Воронеж, Россия 
 
Аннотация. В настоящее время ведущее место в контроле качества лекарственных средств и изучении 
растительного сырья занимает метод высокоэффективной жидкостной хроматографии. За последние 
годы накопился большой объем информации по исследованию растений, произрастающих или культи-
вируемых на территории Российской Федерации, для выявления гидроксикоричных кислот. Целью 
настоящего обзора является систематизация сведений по использованию метода высокоэффективной 
жидкостной хроматографии для определения количественного содержания гидроксикоричных кислот 
в растениях, произрастающих или культивируемых на территории Российской Федерации. Проведена 
систематизация научных исследований, опубликованных в научных журналах и материалах конферен-
ций, проводимых в РФ. Анализ этих исследований показал, что российские ученые за последние 15 лет 
стали широко использовать метод ВЭЖХ для определения количественного содержания гидроксико-
ричных кислот в растительном сырье. Почти все работы выполнены на зарубежном оборудовании и в 
анализе успешно используются подвижные фазы растворителей как для изократического, так и гради-
ентного режима элюирования. В опубликованных 50 источниках литературы приведены результаты 
поиска гидроксикоричных кислот в растительном сырье около 150 видов растений. В качестве сырья 
преимущественно использовалась трава или листья растений и почти во всех изучаемых растениях об-
наружена хлорогеновая кислота. Наибольшее ее количество содержат плоды некоторых видов Berberis, 
листья Parasenecio hastatus (L.) H. Koyama, листья Nepeta cataria. L., трава Galeópsis bífida L., листья 
Cynara cardunculus L. Представляют интерес и растения, содержащие розмариновую кислоту – Prunella 
vulgaris L., Prunella laciniata (L.) L., Majorana hortensis, Mentha spicata L., Artemisia santonica, Origanum 
vulgare и кофейную кислоту – листья Arctium tomentosum Mill. В градиентном режиме элюирования 
определяли содержание гидроксикоричных кислот в Prunella vulgaris L., P. Laciniata (L.) L. и P. 
grandiflora (L.) Turra. При этом, доля раствора В (смесь ацетонитрил - метанол - вода с хлорной кисло-
той в соотношении 40:40:20, рН 2.5) в смеси с раствором А (водный раствор хлорной кислоты, рН 1.8) 
возрастала от 0% до 100% в течение 80 минут, при температуре 30°С. Найдены кофейная кислота 
(следы) и розмариновая кислота (до 2.9%) [33]. 
Данные растения могут служить потенциальными источниками для создания новых высокоэффектив-
ных лекарственных средств. Однако с этой целью необходимо иметь данные о динамике накопления 
гидроксикоричных кислот в зависимости от времени года, места произрастания, сроков и условий за-
готовки, хранения растения. Ввиду отсутствия таких данных, необходимы исследования по нормиро-
ванию количества гидроксикоричных кислот в потенциальном растительном сырье, обладающем их 
высоким содержанием. 
Ключевые слова: растительное сырье, Российская Федерация, гидроксикоричные кислоты, высоко-
эффективная жидкостная хроматография, ВЭЖХ. 
Для цитирования: Компанцева Е.В., Сливкин А.И. Метод высокоэффективной жидкостной хромато-
графии в количественном анализе гидроксикоричных кислот растений, произрастающих в Российской 
Федерации // Сорбционные и хроматографические процессы. 2023. Т. 23, № 2. С. 255-268 
https://doi.org/10.17308/sorpchrom.2023.23/11149 
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High performance liquid chromatography in the quantitative analysis 
of hydroxycinnamic acids in plants growing in the Russian Federation 
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Pyatigorsk, Russian Federation, dskompanceva@mail.ru ✉ 
2Voronezh State University, Voronezh, Russian Federation 
 
Abstract. Currently, high performance liquid chromatography method has a leading position in drug quality 
control and study of plant material. In recent years, a large amount of information on the study of plants 
growing or cultivated on the territory of the Russian Federation for the identification of hydroxycinnamic acids 
has been accumulated. The purpose of this review is systematization of information on the use of high perfor-
mance liquid chromatography method for the determination of the quantitative content of hydroxycinnamic 
acids in plants growing or cultivated on the territory of the Russian Federation. The systematization of scien-
tific research published in scientific journals and abstracts of conferences performed in the Russian Federation 
was performed. The analysis of these studies showed that Russian scientists over the past 15 years started 
widely use the HPLC method for the determination of the quantitative content of hydroxycinnamic acids in 
plant material. Almost all studies were performed using foreign equipment, and mobile phases of solvents 
were successfully used in the analysis for both isocratic and gradient elution modes. The results of the search 
of hydroxycinnamic acids in plant raw material of about 150 plant species were published 50 literature sources. 
Grass or leaves of plants were mainly used as raw material, and chlorogenic acid was found in almost all the 
plants studied. The highest amount of chlorogenic acid was find in fruits of some Berberis species, leaves 
ofParasenecio hasstatus (L.) H. Koyama, Nepeta cataria L. leaves , Galeopsis bifida L. grass , Cynara car-
dunculus L. leaves. Plants containing rosmarinic acid – Prunella vulgaris L., Prunella laciniata (L.) L., Ma-
jorana hortensis, Mentha spicata L., Artemisia santonica, Origanum vulgare and plants containing caffeic 
acid - Arctium tomentosum Mill. leaves are also promising. In the gradient elution mode, the content of hy-
droxycinnamic acids in Prunella vulgaris L., P. laciniata (L.) L. and P. grandiflora (L.) Turra. was determined. 
At the same time, the proportion of solution B (a mixture of acetonitrile - methanol - water with perchloric 
acid in a ratio of 40:40:20, pH 2.5) in a mixture with solution A (an aqueous solution of perchloric acid, pH 
1.8) increased from 0% to 100% during 80 minutes at 30°C. Caffeic acid (traces) and rosmarinic acid (up to 
2.9%) were found [33]. 
These plants can serve as potential sources for the creation of new highly effective drugs. However, for this 
purpose it is necessary to have data on the dynamics of accumulation of hydroxycinnamic acids depending on 
the season, place of growth, terms and conditions of harvesting, storage of the plant. In the absence of such 
data, studies aimed at normalization of the amount of hydroxycinnamic acids in potential plant raw material 
with high content are required. 
Keywords: plant raw material, Russian Federation, hydroxycinnamic acids, high performance liquid chroma-
tography, HPLC. 
For citation: Kompantseva E.V., Slivkin А.I. High performance liquid chromatography in the quantitative 
analysis of hydroxycinnamic acids in plants growing in the Russian Federation. Sorbtsionnye i khromato-
graficheskie protsessy. 2023. 23(2): 255-268 (In Russ.). https://doi.org/10.17308/sorpchrom.2023.23/11149 

 

Введение 
В контроле качества лекарственных 

средств основными аналитическими ме-
тодами в настоящее время являются хро-
матографические. Ведущее место, при 
этом, занимает метод высокоэффектив-
ной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) 
[1] А.И. Марахова в 2009 году и другие 

авторы отмечали, что метод ВЭЖХ ши-
роко применяется в качественном и коли-
чественном анализе лекарственного рас-
тительного сырья (ЛРС). В частности, об-
ращенно-фазовая ВЭЖХ является основ-
ным методом исследования флавоноидов 
и фенолокислот. К недостаткам метода 
можно отнести тщательную пробоподго-
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товку для отделения производных фе-
нольных соединений от других веществ, 
содержащихся в ЛРС, а также стадию 
концентрирования при их низком содер-
жании в растении [2]. Несмотря на это, 
метод включен в ряд фармакопейных ста-
тей Государственной Фармакопеи РФ 14 
издания для определения основных био-
логически активных соединений (БАС) в 
корнях и корневищах валерианы, элеуте-
рококка и родиолы, в траве донника, в 
плодах и семенах лимонника [3].  

Гидроксикоричные кислоты (ГКК) – 
один из видов биологически активных 
соединений, синтезируемых растениями. 
По химическому строению ГКК отно-
сятся к фенольным соединениям и явля-
ются представителями обширного 
класса фенилпропаноидов [4]. 

Изучение научных работ отечествен-
ных ученых, посвященных исследованию 
гидроксикоричных кислот в растениях, 
произрастающих или культивируемых на 
территории Российской Федерации (РФ) 
также свидетельствует о том, что хрома-
тографические методы и, особенно, 
ВЭЖХ открывают широкие возможности 
в изучении этой области исследования.  

Интерес к изучению гидроксикорич-
ных кислот в растениях РФ не случаен. В 
настоящее время известно, что спектр 
фармакологической активности боль-
шинства гидроксикоричных кислот до-
статочно широк благодаря наличию фе-
нольных гидроксилов, проявляющих ан-
тиоксидантные свойства. Комбинация 
различных ГКК в лекарственных расте-
ниях обусловливает суммарный фарма-
кологический эффект лекарственных 
препаратов на их основе. ГКК проявляют 
антигипоксическую, противовоспали-
тельную, антимикробную, противогриб-
ковую, активность, а также антиаритми-
ческое, желчегонное, гепатопротектор-
ное, антиаллергическое действие [4-6]. 
Возрастает интерес к феруловой [5], ци-
коревой [6], хлорогеновой и входящей в 
ее состав кофейной кислотам [7,8], а 
также к розмариновой кислоте [9]. 

В связи с вышеописанным, целью 
настоящего сообщения является обзор 
информации, представленной в отече-
ственных научных журналах и материа-
лах научных конференции, проводимых в 
РФ, касающийся использования метода 
ВЭЖХ для определения количественного 
содержания гидроксикоричных кислот в 
растениях, произрастающих или культи-
вируемых на территории России.  

Для исследования использованы ис-
точники отечественной научной литера-
туры за период 2007-2022 г включи-
тельно, в которых приведены результаты 
применения метода высокоэффективной 
жидкостной хроматографии для опреде-
ления количественного содержания гид-
роксикоричных кислот в растительном 
сырье. Методом исследования служил 
системный контент-анализ источников 
литературы. Список литературы вклю-
чает 50 источников. 

Обсуждение результатов 
Как следует из результатов изучения 

научных работ российских авторов 
ВЭЖХ анализ ГКК проводится, в основ-
ном, на аппаратуре и колонках зарубеж-
ных производителей. Крайне редко 
встречаются исследования, проведенные 
с помощью прибора Миллихром-А-02 
[10-13] 
Процесс элюирования производят как в 
градиентном режиме, так и в изократиче-
ском, при использовании подвижных фаз 
различных составов. Известно, что на ко-
нечный результат исследований, прово-
димых методом ВЭЖХ, влияет, в основ-
ном, правильный выбор режима элюиро-
вания и состав подвижных фаз. Из дан-
ных таблиц 1 и 2 следует, что подвижные 
фазы, используемые при ВЭЖХ-анализе 
фенольных соединений, обычно вклю-
чают водные растворы уксусной, рас-
творы уксусной, муравьиной или орто-
фосфорной кислот, а также метанол или 
ацетонитрил. При изократическом ре-
жиме элюирования в цитируемых рабо-
тах  чаще    всего    встречалась   система  
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Таблица 1. Подвижные фазы изократического режима элюирования 
Table 1. Mobile phases of isocratic elution mode  

Растение Подвижная фаза Ссылка* 

Lotus corniculatus L. 4М лития перхлорат + 0.1М хлорная кислота : вода 
(5:95) 10 

Vaccinium oxycoccus L., 
Vaccinium vitis-idaea L. 
Vaccinium myrtillus L. 

0.1% водный раствор муравьиной кислоты и ацето-
нитрил, содержащий 0.1% муравьиной кислоты 14 

Echinacea purpurea (L.) 
Moench. 

ацетонитрил-вода-фосфорная кислота в диапазоне 
объемных соотношений от 10:90:0.5 до 12:88:0.5 1 

Thymus talijevii Klokov 
& Des.-Shost. Вода-ацетонитрил-фосфорная кислота (80:20:0.05) 15 

Род Berberis** 8% ацетонитрила, 2% уксусной кислоты, 
0.2% триэтиламина в воде 16 

Echinacea purpurea (L.) 
Moench. 

Ацетонитрил – 0.01 М раствор калия дигидрофос-
фата, доведенный фосфорной кислотой 

до рН 3.0±0.2 (15:85) 
17 

Campánula latifólia L. Метанол – 2.3% уксусная кислота (30:70) 18 
Род Monarda** Метанол-вода-фосфорная кислота (400:600: 5) 19 

Grossularia reclinata (L.) 
Mill. Метанол-вода-фосфорная кислота (400:600: 5) 20 

Knautia arvensis (L.) 
Coult.) : Метанол-вода-фосфорная кислота (400:600: 5) 21 

Род Euphrasia** Метанол-вода-фосфорная кислота (400:600: 5) 22 
Rosmarinus officinalis L. Метанол-вода-фосфорная кислота (20:80:0.5) 12 

*источник литературы; **анализ нескольких видов растений данного рода 
 
растворителей «метанол-вода-фосфор-
ная кислота», а также сочетание ацетони-
трила и воды с фосфорной, хлорной или 
уксусной кислотами. Большим разнооб-
разием отличаются системы растворите-
лей, используемых при градиентном ре-
жиме элюирования. Из 16, приведенных 
в качестве примеров опубликованных ра-
бот, в 8 работах одной из подвижных фаз 
является ацетонитрил или ацетонитрил в 
присутствии муравьиной или трифторук-
сусной кислот, а в трех работах – мета-
нол. В 4 работах в качестве одной из по-
движных фаз была использована смесь 
перхлората лития в растворе хлорной 
кислоты различных концентраций. Опи-
сана также подвижная фаза, в которой в 
0.1% растворе фосфорной кислоты со-
держание метанола изменяется от 50 до 
52% за 56 минут. Отмечается, что опти-
мальный баланс между качеством разде-
ления и временем анализа может зави-
сеть не только от правильного выбора 

подвижных фаз, но и от качества исполь-
зуемой колонки, ее размера, а также от 
качества адсорбента и его зернения. Важ-
ным моментом в качественном разделе-
нии ГКК при использовании градиент-
ного режима элюирования является про-
грамма режима элюирования. В изучен-
ных нами работах авторы тщательно 
подходили к выбору программ, которые 
в каждой работе имели индивидуальный 
характер. 

Так, в градиентном режиме элюирова-
ния определяли содержание гидроксико-
ричных кислот в Prunella vulgaris L., P. 
Laciniata (L.) L. и P. grandiflora (L.) 
Turra. При этом, доля раствора В (смесь 
ацетонитрил - метанол - вода с хлорной 
кислотой в соотношении 40:40:20, рН 
2.5) в смеси с раствором А (водный рас-
твор хлорной кислоты, рН 1.8) возрас-
тала от 0% до 100% в течение 80 минут, 
при температуре 30°С. Найдены кофей-
ная кислота (следы) и розмариновая кис-
лота (до 2.9%) [33]. 
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Таблица 2. Подвижные фазы градиентного режима элюирования 
Table 2. Mobile phases of the gradient elution mode  

Растение Подвижная фаза Ссылка* 

Nepeta cataria. L. А – 2.2 М LiClO4 в 2.228 M хлорной кислоте 
В – ацетонитрил 23 

Bupleurum multinerve 
DC. 

А – 0.2 М LiClO4 в 2.5 мкМ хлорной кислоте 

B – ацетонитрил 11 

Galeópsis bífida L. А – 0.2 М LiClO4 в 0.006 M хлорной кислоте 
В-ацетонитрил 24 

Parasenecio hastatus 
(L.) H. Koyama 

А – 4.1 М LiClO4 в 0.1 M хлорной кислоте и вода 
5:95 В-ацетонитрил 25 

Hyssopus officinalis L. 
А- 0.1% ортофосфорной кислоты, 

0.3% тетрагидрофурана, 0.018% триэтиламина 
В – метанол 

26 

Achillea millefolium L. 
Origanum vulgare 

А – 0.1 % ортофосфорной кислоты; 
0.3 % тетрагидрофурана; 0.018 % триэтиламина 

В – метанол 
27 

Prunella  vulgaris L. 
А- 0.1% ортофосфорной кислоты, 

0.3% тетрагидрофурана, 0.018% триэтиламина 
В- метанол 

28 

Род Berberis** Rosa ca-
nina L. 

А – 0.5 % раствор муравьиной кислоты в воде 
В – 0.5 % раствор муравьиной кислоты в ацетонит-

риле 
29 

Artemisia taurica Willd. 
Artemisia santonica 

А – ацетонитрил 
В – 0.1% раствор муравьиной кислоты в воде 30 

Viburnum opulus L. А- 1% раствор муравьиной кислоты 
В - ацетонитрил 31 

Cichorium intybus L. А – ацетонитрил 
В – 0.1 % раствор фосфорной кислоты в воде 32 

Prunella vulgaris L. и 
Prunella laciniata (L.) 

L. 

А – водный раствор хлорной кислоты с рН 1.8 
В – смесь ацетрнитрил-метанол- вода-  

40:40:20, рН 2.5 

33 
 

Род Aronia** 
А – 10 % муравьиной кислоты и 6 % ацетонитрила в 
воде; В – 10 % муравьиной кислоты и 20 % ацетони-

трила в воде. 
34 

Achillea millefolium L. А – ацетонитрил; В – 0.04М калия дигтдрофосфат, 
подкисленного фосфорной кислотой до рН 2.8 35 

Polygonum aviculare L. В 0.1% растворе фосфорной кислоты метанол изме-
няет концентрацию от 50 - 52% (56 мин) 36 

Пряно-ароматические 
растения Никитского 
ботанического сада 

А – 0.1% раствор трифторуксусной кислоты в воде; 
В – 0.1% раствор трифторуксусной кислоты  

в ацетонитриле 
37 

*источник литературы; ** анализ нескольких видов растений данного рода.  
 

С помощью метода ВЭЖХ при гради-
ентном режиме элюирования проведено 
также исследование ГКК травы 
Echinacea purpurea (L.) Moench. Условия 
проведения анализа: хроматограф Waters 
Alliance 2695 с ДМД 2996; колонка 
Zorbax SB-C18 150 х 4.6 + 12.5 х 4.6 мм 

3.5 мкм ПФ В: вода –  ацетонитрил – фос-
форная кислота (900 : 100 : 4); ПФ D: 
вода – ацетонитрил – фосфорная кислота 
(150 : 850 : 4); расход ПФ 1 см3/мин; 
объем пробы 20 мкл; температура ко-
лонки – 30°C; длина волны детектирова-
ния – 320 нм. Установлено, что в извле-
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чении из свежего сырья преобладает фе-
руловая кислота, а в извлечении из су-
хого сырья в большей степени накапли-
ваются цикориевая и хлорогеновая кис-
лоты, которые, по-видимому, образу-
ются в растении как вторичные метабо-
литы в процессе высушивания. Осталь-
ные гидроксикоричные кислоты присут-
ствуют в следовых количествах [38]. Еще 
одно исследование посвящено выбору 
оптимального экстрагента ГКК травы 
Echinacea purpurea (L.) Moench., в кото-
ром авторы выбрали изократический ре-
жим элюирования: подвижная фаза - 
смесь ацетонитрила и 0.01 М раствора 
калия дигидрофосфата, доведенного кис-
лотой фосфорной до рН 3.0, в объемном 
соотношении 15:85. Показано, что мак-
симальная концентрация суммы ГКК 
наблюдалась в извлечениях, полученных 
при экстракции 60% метанолом, 40% эта-
нолом, 40% пропанолом-1, 60% ацето-
ном и 20% ДМСО и наиболее воспроиз-
водимые результаты получены при экс-
тракции 60% ацетоном [17].  

В таблице 3 приведены результаты 
определения ГКК методом ВЭЖХ в 22 
видах сырья растений, относящихся к 
различным семействам. Сырьем для ис-
следования служила, в основном, надзем-
ная часть растений (трава, листья и 
цветки), свежие листья (Cynara 
cardunculus L.) и свежие плоды (Viburnum 
opulus L.) [31, 39], а также в некоторых 
случаях сухие плоды [29] и корни Arctium 
tomentosum Mill. [13]. Для использования 
метода ВЭЖХ почти все извлечения из 
растений готовились в соотношении сы-
рье/экстрагент от 1:3 до 1:20 и только в 
случае Viburnum opulus L. было использо-
вано извлечение 1:40 [31]. В качестве экс-
трагента, как показал анализ работ (таб-
лица 3), предложены вода [31,39] и этило-
вый спирт различной концентрации (40, 
50. 70 и 95%). Экстракцию ГКК прово-
дили на кипящей водяной бане в течение 
30 или 60 минут. Описан также прием 
настаивания при комнатной температуре 
в течение нескольких суток [26,41,42]. 

При экстракции ГКК Galeopsis bifida 
Boenn. и Viburnum opulus L. авторы ис-
пользовали нагревание в ультразвуковой 
ванне [24, 31]. 

Свыше 1% ГКК было обнаружено в 
свежих листьях Cynara cardunculus L. 
[39], в траве Prunella vulgaris L. и Prunella 
laciniata (L.) L., листьях и корнях Arctium 
tomentosum Mill., траве Galeopsis bifida 
Boenn, листьях двух видов Mentha и пло-
дах трех видов Berberis 
[13,24,29,33,41,42]. Причем в этих плодах 
найдено от 5 до 12% хлорогеновой кис-
лоты. Как правило, значительные количе-
ства ГКК относились к хлорогеновой и 
розмариновой кислотам. В 11 исследо-
ванных растениях были обнаружены 
ГКК, содержание которых находилось в 
пределах десятых долей процента (хлоро-
геновая, розмариновая, редко кумаровая, 
феруловая и кофейная кислоты). Кроме 
того, такие ГКК как кофейная, кумаровая, 
феруловая и синаповая кислоты находи-
лись в исследуемых растениях в пределах 
сотых долей процента (табл.3).  

Менее 0.1% найдено ГКК в таких рас-
тениях, как Polygonum persicaria L. [46], 
Campánula latifólia L. [18], Grossularia 
reclinata (L.) Mill. [20], Melissa officinalis 
L. [48], Thymus talijevii Klokov & Des.-
Shost. [15], Cichorium intybus L. [32].  

Представляет интерес исследование 
травы Nepeta cataria L., из которой были 
выделены 7 фенилпропаноидов ( или 
ГКК) и установлено строение на основа-
нии данных УФ-, ИК-, МС-, ЯМР-спек-
троскопии. Количественный анализ рас-
тительного сырья проводили методом 
МК-ВЭЖХ-УФ (табл. 4). 

Проведенные исследования показали, 
что растение способно накапливать су-
щественные количества розмариновой и 
кофеилтартроновой кислоты [23]. В вод-
ном экстракте Achillea millefolium L. с по-
мощью метода ВЭЖХ-УФ была опреде-
лена концентрация кофеилхинных кис-
лот. Установлено, что в аптечных образ-
цах Achillea millefolium L. содержится 
0.72 мг/дм3 транс-кофейной кислоты,  
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Таблица 3. Содержание гидроксикоричных кислот в растительном сырье (%) 
Table 3. The content of hydroxycinnamic acids in plant raw material (%) 

Растение Сырье 

Кислоты 

Л
ит

ер
ат

ур
а 

ко
ри

чн
ая

 

ко
фе

йн
ая

 

ро
зм

ар
ин

ов
ая

 

фе
ру

ло
ва

я 

хл
ор

ог
ен

ов
ая

 

Cynara cardunculus L. листья     1.50 39 
Berberis regeliana Kochne плоды  0.11  0.04 7.30 29 

Berberis vulgaris f. atropurpurea 
Regel плоды  0.09  0.36 12.1 29 

Berberis thunbergii DC. плоды  0.05  0.03 5.1 29 
Hyssopus officinalis L. трава  0.01 0.17   26 

Viburnum opulus L. плоды     0.58 31 

Knautia arvensis (L.) J.M. Coult. трава  0.06  0.10* 0.65 21 
40 

Lotus corniculatus L. трава  0.14     
Arctium tomentosum Mill. листья  3.16   3.49 13 
Arctium tomentosum Mill. корни  0.57   2.71 13 
Monarda × hybrida hort. трава     0.13 19 

Mentha longifolia (L.) Huds) трава 0.02  1.51  0.09 41 
Mentha spicata L. листья  0.02 1.31  0.09* 42 

Galeopsis bifida Boenn) трава  0.05   2.21 24 
Leonurus quinquelobatus Gilib. трава     0.32 43 

Leonurus cardiaca L. трава     0.09 43 

Rosmarinus officinalis L. листья 
побеги   0.18 

0.06   12 

Spiraea baldshuanica B. Fedtsch листья 
цветки 

0.30 
0.37    0.51 

0.66 44 

Morus nigra L. листья     0.14 20 
45 

Rosa canina L. плоды  0.01   0.19 29 
Prunella grandiflora (L.) Turra трава  0.02 2.91   33 

Prunella laciniata (L.) L. трава  0.01 1.21   33 
*или изомеры кислоты  
1.90 мг/дм3 4-О-кофеилхинной, 7.1 мг/дм3 
3-О-кофеилхинной, 5.1 мг/дм3 5-О-кофе-
илхинной, 7.0 мг/дм3 3,4-О-дикофеил-
хинной, 9.3 мг/дм3 3,5-О-дикофеилхин-
ной и 10.7 мг/дм3 4,5-О-дикофеилхинной 
кислот. [35]. 

При исследовании состава фенольных 
соединений водно-спиртовых экстрактов 
свежих ягод Vaccinium oxycoccus L., Vac-
cinium vitis-idaea L. и Vaccinium myrtillus 
L. методом ВЭЖХ (табл. 5), установлено 

повышение их концентрации в ряду: 
клюква – брусника – черника [14]. 

Ю.Г. Базарнова и О.Б. Иванченко ис-
пользовали метод ВЭЖХ для проведения 
исследований состава и свойств БАС 
водно-спиртовых экстрактов травы дико-
растущих растений, разрешенных к при-
менению в пищевой промышленности, 
для обогащения пищевых продуктов фи-
томикронутриентами [27]. Для иденти-
фикации фенольных веществ в получен-
ных экстрактах авторы использовали  
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Таблица 4. Содержание гидроксикоричных кислот в сырье Nepeta cataria L. ( мг/г) [23] 
Table 4. The content of hydroxycinnamic acids in Nepeta cataria L. raw material (mg/g) 

ГКК Цветки Стебли Корни Листья 
Кофейная кислота 0.45 0.98 1.84 0.68 

Кофеилтартроновая кислота 4.23 16.70 3.85 20.10 
Кафтаровая кислота 0.38 1.05 0.15 1.67 
Цикориевая кислота 0.12 0.05 <0.01 0.14 
Фазеловая кислота 0.42 1.12 <0.01 1.62 

Розмариновая кислота 7.67 9.39 36.9 0.70 
3-О-кофеилхинная кислота 0.15 0.39 0.22 0.59 

 
Таблица 5. Содержание гидроксикоричных кислот в экстрактах, мг/дм3 [14] 
Table 5. The content of hydroxycinnamic acids in extracts, mg/dm3 

ГКК Vaccinium 
oxycoccus L. 

Vaccinium 
vitis-idaea L. 

Vaccinium 
myrtillus L. 

3-п-кумароилхинная 30 – 130 
Хлорогеновая 532 240 342 

Кофейная 4.3 13.6 4.7 
Кумаровая 3.7 119 10 
Феруловая 3.9 24 – 

 
Таблица 6. Содержание гидроксикоричных кислот в экстрактах, мг/г [27] 
Table 6. Content of hydroxycinnamic acids in extracts, mg/g 

ГКК 
Экстракт 

Thymus 
vulgaris L. 

Hypencum 
perforatum L. 

Achillea 
millefolium L. 

Origanum 
vulgare L. 

Хлорогеновая 0.72±0.04 – 3.12±0.16 0.16±0.01 
Феруловая 0.76±0.04 1.44±0.07 0.76±0.04 0.16±0.01 

 
стандартные образцы хлорогеновой и 
феруловой кислот (таблица 6). 

Научными сотрудниками Никитского 
ботанического сада проводятся исследо-
вание состава биологически активных ве-
ществ перспективных видов, сортов и 
форм пряно- ароматических и лекар-
ственных растений, произрастающих или 
выращенных на коллекционных участках 
в условиях Южного берега Крыма. Так в 
работах А.Е. Палий с соавт. в результате 
скрининговых исследований было опре-
делено содержание фенольных соедине-
ний в 32 видах пряно-ароматических и 
лекарственных растений из семейств La-
miaceae, Asteraceae и Apiaceae. [37,47]. 
Экстракцию суммы ГКК проводили 50% 
спиртом этиловым при соотношении сы-
рья и экстрагента – 1:10, настаиванием в 
течение 10 суток при комнатной темпера-
туре. Из гидроксикоричных кислот во 
всех исследованных видах обнаружены 

кофейная, хлорогеновая кислота и ее изо-
меры, в некоторых растениях – изомеры 
розмариновой кислоты [37]. Наличие роз-
мариновой кислоты выявлено в 15 видах 
растений из семейств Lamiaceae и 
Asteraceae. В экстрактах растений семей-
ства Apiaceae розмариновой кислоты не 
обнаружено [47]. Концентрация розмари-
новой кислоты в исследуемых видах со-
ставляла 40.6-2535.5 мг/100 г раститель-
ного сырья. Наиболее высокие концен-
трации обнаружены в семействе Lamia-
ceae: Majorana hortensis, Mentha longi-
folia, Thymus vulgaris и Origanum vulgare 
[37, 47]. Среди представителей семейства 
Asteraceae розмариновая кислота выяв-
лена в четырех из семи видов рода 
Artemisia L., с максимальным содержа-
нием в экстракте Artemisia santonica 
(756.0 мг/100 г) [47]. Розмариновая кис-
лота оказалась в доминирующих количе-
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ствах также в Artemisia annu. Самое высо-
кое содержание суммы ГКК (до 2.7%) об-
наружено в Echinacea angustifolia и 
Echinacea purpurea [37]. Среди основных 
кислот в сырье исследуемых растений 
оказались хлорогеновая и 4-кофеилхин-
ная кислоты. 

О.В. Старцевой с соавт. проведены ис-
следования возможности определения 
ГКК методом ВЭЖХ на примере дико-
растущих полыней Крыма – Artemisia 
santonica L. и Artemisia taurica Willd. По-
казана необходимость проводить пробо-
подготовку и анализ растения в день 
сбора,     так как за время хранения данные 
по содержанию изучаемых веществ мо-
гут быть искажены. [30].  

В качестве примера использования 
корректирующих коэффициентов, кото-
рые характеризуют зависимость площа-
дей пиков и концентраций веществ, 
можно привести работу Д. В. Моисеева 
по определению ГКК в траве Melissa 
officinalis L. [48]. В работе были исполь-
зованы градуировочные графики для роз-
мариновой (y=-1.996+1.016x, r=0.9981) и 
кофейной кислот (y=-0.7159+0.9414x, 
r=0.9988) при длине волны детекции 280 
нм [49]. Пренебрегая значением свобод-
ного члена линейной зависимости, 
можно получить отношение наклонов 
градуировочных графиков для розмари-
новой и кофейной кислот – 
1.016/0.9414=1.079. Определение содер-
жания кофейной кислоты в образце про-
водили в пересчете на стандартный обра-
зец (0.04%). Содержание розмариновой 
кислоты, рассчитанное с использованием 
коэффициентов пересчета по кофейной 
кислоте [49], составляет 0.52%. содержа-
ние хлорогеновой кислоты находилось на 
уровне менее 0.01% [48].  

Медведевым Ю.В. с соавт. [50] разра-
ботана методика определения гидрокси-
коричных кислот для экспертизы более 
90 образцов сырья для БАД к пище, кото-
рая включена в «Руководство по методам 
контроля качества и безопасности биоло-

гически-активных добавок к пище». Изу-
чены физико-химические свойства ГКК 
(растворимость, хроматографическая по-
движность, УФ- и видимые спектры, 
масс-спектры). Подобраны оптимальные 
и доступные растворители для извлече-
ния гидроксикоричных кислот (60 % рас-
твор метанола) и определено оптималь-
ное время экстрагирования (15 минут на 
кипящей водяной бане и обработка уль-
тразвуком в течение 10 мин). Соотноше-
ние сырье/экстрагент 1:50 [50]. Резуль-
таты количественного содержания 
суммы ГКК в исследуемых образцах ле-
карственных растений и растительного 
сырья, используемого для получения 
БАД к пище, свидетельствуют о том, что 
наибольшее содержание ГКК обнару-
жено в листьях Ilex paraguariensis -14.2%, 
в зеленых семенах Coffea arabica - 6.3% и 
в листьях Tussilago farfara – 5.3%. В 14 
объектах исследования найдено гидрок-
сикоричных кислот от 1.0 до 2.6%, еще в 
23 объектах исследования – от 0.11 до 
0.96%. В работе были использованы раз-
личные виды сырья: трава, листья, 
цветки, плоды, побеги, семена и почки. 
Из подземной части растений использо-
вались корни, корневище и корневище с 
корнями. Чаще всего, в качестве объек-
тов исследования использовалась трава.  

Проведенный анализ изученной нами 
литературы свидетельствуют, что наибо-
лее часто в растениях встречается хлоро-
геновая кислота. В статье В.И. Дейнека с 
соавт., отмечается, что хлорогеновая кис-
лота является одной из важных составля-
ющих фенилпропаноидной цепи метабо-
лизма растений [16]. Авторами была раз-
работана методика разделения изомеров 
хлорогеновой кислоты методом изократи-
ческой обращенно-фазовой ВЭЖХ. Опре-
делено строение и содержание хлороге-
новой (5-кофеоилхинной) кислоты в пло-
дах и листьях некоторых растений семей-
ства Berberidaceae. Экстракты плодов и 
свежих листьев барбарисов Ботаниче-
ского сада БелГУ получали настаиванием 
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в элюенте в течение 3-6 часов. Установ-
лено, что содержание хлорогеновой кис-
лоты в некоторых видах достигает от 4 до 
7%, что может указывать на высокую анти-
оксидантную активность плодов и листьев 
растений и препаратов на их основе. 

В работе В.И. Дейнека с соавт. по 
изучению рябины исследованы плоды 
нескольких видов растений рода Aronia 
на содержание хлорогеновых кислот с 
целью определения химических марке-
ров для дифференциации этих видов 
(табл. 7). Авторы считают, что при вы-
боре условий для определения хлороге-
новых кислот следует контролировать 
разделяющую способность используе-
мой хроматографической системы отно-
сительно изомерных хлорогеновых кис-
лот [34]. 

Для идентификации ГКК надземных 
органов Bupleurum multinerve DC В.М. 
Мирович с соавт. использовали метод 
УВЭЖХ-ДМД-ИЭР-МС в сравнении со 
стандартными образцами. В траве иден-
тифицировано 7 фенилпропаноидов – 
эфиров хинной кислоты с кофейной, фе-
руловой, кумаровой кислотами. Методом 
МК-ВЭЖХ-УФ в воздушно-сухом сырье 
надземных органах установлено их коли-
чественное содержание (мг/г): 5-О-Кофе-
илхинная – 6.60; 3-О-Кофеилхинная – 
0.28; 3,5-Ди-О-кофеилхинная – 1.58; 4,5-
Ди-О-кофеилхинная – 0.26; 5-О-Феруло-
илхинная – 0.21; 3-О-Ферулоилхинная – 
0.25; 5-О-п-Кумароилхинная – 0.55 [11].  

В результате хроматографического 
разделения бутанольной фракции извле-
чения из листьев Parasenecio hastatus 
(L.) H. Koyama было выделено и иденти-
фицировано 12 фенилпропаноидов. С 
применением метода микроколоночной 
ВЭЖХ установлено, что максимальное 
содержание фенилпропаноидов в ли-
стьях. наблюдается в фазу массового 
цветения (до 60.83 мг/г). Доминирую-
щими компонентами суммы ГКК оказа-
лись 5-О-кофеилхинная кислота и 3,5-
ди-О-кофеилхинная кислота [25].  

Заключение 
Проведенный анализ научных иссле-

дований, опубликованных в журналах и 
материалах конференций, проводимых в 
РФ, показал, что российские ученые в по-
следние 15 лет широко используют метод 
ВЭЖХ для определения количественного 
содержания ГКК в растениях, произрас-
тающих или культивируемых на террито-
рии России, а также используемых для 
изготовления биологически активных до-
бавок к пище. При этом следует отме-
тить, что почти все работы проведены на 
зарубежном оборудовании. Для анализа 
успешно используются подвижные фазы 
растворителей как для изократического, 
так и градиентного режима элюирования. 
В 50 публикациях приведены результаты 
определения ГКК в растительном сырье 
около 150 растений. В качестве сырья 
преимущественно использовалась трава 

Таблица 7. Хлорогеновые кислоты (QCA) плодов видов рода Aronia [34] 
Table 7. Chlorogenic acids (QCA) of fruits of species of the genus Aronia 

Вид аронии Доля изомеров в смеси, моль % Сумма * 
мг/100 г 3QCA 5CQA 4CQA 

Aronia melanocarpa 71.9 13.3 14.7 0.341 
Aronia prunifolia 37.7 59.1 3.1 0.157 
Aronia mitchurinii 52.3 45.2 2.6 0.177 

Плоды** 

48.3 49.2 3.4 н/о 
39.4 58.2 2.4 н/о 
39.3 58.0 2.7 н/о 
43.3 53.8 3.0 н/о 

*в пересчете на цианидин-3-глюкозид хлорид; **с деревьев на личном подворье; н/о– не опреде-
ляли. 
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или листья растений и почти во всех ис-
точниках обнаружена хлорогеновая кис-
лота. Наибольшее ее количество содер-
жат плоды трех видов Berberis ( от 5% до 
12%), листья Parasenecio hastatus (L.) H. 
Koyama (6%), листья Nepeta cataria. L. 
(2%), трава Galeópsis bífida L. (2.2%), ли-
стья Cynara cardunculus L. (1.5%). Кроме 
растений, содержащих хлорогеновую 
кислоту, представляют интерес растения, 
содержащие розмариновую кислоту -- 
Prunella grandiflora (L.) Turra (2.9%), Pru-
nella laciniata (L.) L. (1.2%), Mentha spi-
cata L. (1.3%), Majorana hortensis, (1.7%), 
Origanum vulgare (2.5 %) и кофейную 
кислоту – листья Arctium tomentosum Mill. 
(3.2%). Данные растения могут служить 
потенциальными источниками для созда-

ния новых высокоэффективных лекар-
ственных средств. Однако с этой целью 
необходимо иметь данные о динамике 
накопления ГКК в зависимости от вре-
мени года, места произрастания растения 
и стабильности от сроков хранения сы-
рья. В опубликованных и подвергшихся 
анализу исследованиях нет результатов 
по возможности нормирования содержа-
ния ГКК в потенциальном сырье, облада-
ющем их высоким содержанием. 

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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Применение методов ТСХ и ВЭЖХ/МС для оптимизации условий 
синтеза 10-аминобензо[4,5]имидазо[1,2-а]пиримидинов 
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Аннотация. Современный рациональный дизайн полифункциональных (по сферам практического 
назначения) гетероциклических соединений требует высокой эффективности вследствие необходимо-
сти одновременного повышения молекулярной сложности и минимизации числа стадий синтетических 
процедур. Эти проблемы становятся еще более значимыми при конструировании различных полиаза-
гетероциклических структур, в том числе содержащих имидазольный фрагмент. Поэтому, актуаль-
ными являются проблемы, связанные с поиском новых селективных синтетических подходов к постро-
ению гетероциклических систем на основе имидазола, изучением с помощью хроматографических ме-
тодов механизмов их образования, реакционной способности и дальнейшей направленной функциона-
лизации, выбора доступных реагентов для их синтеза. 
В этом отношении перспективны 1,2-диаминоимидазолы, интерес к которым обусловлен их двойствен-
ной реакционной способностью. Наличие в данной молекуле четырех (1,2-диамино-4-R-имидазол) или 
трех (1,2-диаминобензимидазол, 1,2-диамино-4-R-5-R1-имидазол) неэквивалентных нуклеофильных 
центров обеспечивает альтернативные возможности в направлении реакций с диэлектрофилами что, за 
счет подбора определенных условий и катализаторов, открывает широкие возможности получения но-
вых пяти-, шести- и семичленных аннелированных и линеарно связанных азотсодержащих гетероцик-
лических соединений, перспективных в том числе для использования в качестве добавок в процессах 
электрохимического меднения [1-2]. 
В данной работе, нами предложен новый способ получения имидазо[1,2-а]пиримидинов, образую-
щихся в ходе взаимодействия 1,2-диаминобензимидазола с диметилацетилендикарбоксилатом. При по-
мощи ВЭЖХ-МС и тонкослойной хроматографии (ТСХ) изучены и подобраны оптимальные условия 
для проведения данной реакции. 
Ключевые слова: 1,2-диаминобензимидазол, высокоэффективная жидкостная хроматография, тонко-
слойная хроматография, масс-спектрометрия, имидазо[1,2-а]пиримидины, оптимизация условий 
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Application of TLC and HPLC/MS methods for the optimize of the 
conditions for the synthesis of 10-aminobenzo[4,5]imidazo[1,2-A]pyrimidines 
 
Dmitry Yu. Vandyshev1✉, Tatiana N. Khmelevskaya2,  
Vladislav Yu. Gazin1, Khidmet S. Shikhaliev1 
1Voronezh State University, Voronezh, Russian Federation, francy_2007@mail.ru✉ 
2 Voronezh State Medical University named after N.N. Burdenko, Voronezh, Russian Federation 
 
Abstract. The modern rational design of polyfunctional (according to practical use) heterocyclic compounds 
requires high efficiency due to the need simultaneously increase the molecular complexity and minimize the 
number of steps in synthetic procedures. These problems become even more important in the construction of 
various polyazaheterocyclic structures, including those containing an imidazole fragment. Therefore, the prob-
lems associated with the search for new selective synthetic approaches to the construction of heterocyclic sys-
tems based on imidazole, the study of the mechanisms of their formation, reactivity and further directed func-
tionalization, the choice of available reagents for their synthesis using chromatographic methods are important. 
Therefore, 1,2-diaminoimidazoles with dual reactivity are promising compounds. The presence in this mole-
cule of four (1,2-diamino-4-R-imidazole) or three (1,2-diaminobenzimidazole, 1,2-diamino-4-R-5-R1-imidaz-
ole) of non-equivalent nucleophilic centres provides alternative possibilities in the direction of reactions with 
dielectrophiles, which, due to the selection of certain conditions and catalysts, opens up wide possibilities for 
obtaining new five-, six-, and seven-membered annelated and linearly bonded nitrogen-containing heterocyclic 
compounds, which are also promising for use as additives in the processes of electrochemical copper plating 
[1-2]. 
In this study, we proposed a new method for obtaining imidazo[1,2-A]pyrimidines formed during the interac-
tion of 1,2-diaminobenzimidazole with dimethylacetylenedicarboxylate. Using HPLC-MS and thin-layer chro-
matography (TLC), the optimal conditions for this reaction were studied and selected. 
Keywords: 1,2-diaminobenzimidazole, high performance liquid chromatography, thin layer chromatography, 
mass spectrometry, imidazo[1,2-a]pyrimidines, optimization of conditions. 
Acknowledgments: the study was supported by the Ministry of Science and Higher Education of the Russian 
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A]pyrimidines. Sorbtsionnye i khromatograficheskie protsessy. 2023. 23(2): 269-279 (In Russ.). 
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Введение 
В последние годы было синтезировано 

значительное количество новых произ-
водных имидазопиримидинов, обладаю-
щих различной фармакологической ак-
тивностью, а также применимых в каче-
стве различных добавок в процессах, при-
меняемых в микроэлектронике [1-2]. Ин-
терес к построению данной матрицы 
прежде всего обусловлен структурным 
сходством с природными биологически 
активными веществами, в частности с пу-
риновыми и пиримидиновыми основани-
ями. Среди образующихся соединений 

обнаружены ингибиторы фосфодиэсте-
разы, топоизомеразы, р38 МАР-киназы, 
анатгонисты эстрогенположительных ре-
цепторов и CRF рецепторов 1, 2α и 2β ти-
пов [3-9]. В связи с этим они использу-
ются в качестве противовоспалительных, 
успокоительных, сосудорасширяющих, 
антибактериальных, противогрибковых, 
противовирусных, противоопухолевых 
лекарственных средств [10-12]. Из воз-
можных вариантов сочленения бензими-
дазольного и пиримидинового циклов 
наиболее распространенными являются 
пиримидо[1,2-a]бензимидазолы, которые 
можно синтезировать различными мето-
дами [10].  
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Одним из способов синтеза пири-
мидо[1,2-a]бензимидазолов является ге-
тероциклизация пиримидинов с амино-
спиртами [3] или 2-аминопиримидинов с 
бромкетонами [6-7]. Однако это направ-
ление, как правило, включает большое 
количество стадий, в том числе с исполь-
зованием труднодоступных реагентов. 
Поэтому синтетически более привлека-
тельным представляется построение бен-
зимидазопиримидиновой системы из 
производных бензимидазола, в частности 
из 2-аминобензимидазола [13-16] и 1,2-
диаминобензимидазола. 

Полинуклеофильность 1,2-диамино-
бензимидазола обусловливает различные 
варианты взаимодействия с диэлектро-
фильными реагентами. Для создания пи-
римидинового цикла 1,2-диаминобензи-
мидазол должен взаимодействовать с 1,3-
диэлектрофилами как 1,3-N-C-N-динук-
леофил. Известна двухкомпонентная ре-
акция данного диамина с этоксиметиле-
новыми производными диэтилмалоната и 
циануксусного эфира [17], а также с N-
арилмалеимидами [18] и N-арилитакони-
мидами [19]. При взаимодействии с хло-
рангидридами карбоновых кислот [20], 
карбоновыми кислотами [21], их слож-
ными эфирами и 1,3-дикарбонильными 
соединениями [22] 1,2-диаминобензими-
дазол реагирует как 1,4-N-N-C-N-динук-
леофил, что приводит к образованию 
пяти- и шестичленных систем. 

На основании всего вышеизложенного 
целью данной работы являлось изучение 
взаимодействия 1,2-диаминобензимида-
зола с диметилацетилендикарбоксилатом 
(ДМАД): подбор оптимальных условий 
данной реакции с использованием мето-
дов классического органического синтеза 
и аналитической химии. Стоит также от-
метить, что ДМАД – это универсальный 
синтетический инструмент для химиков-
органиков, благодаря которому были от-
крыты совершенно новые методы в ком-
бинаторной химии и многокомпонент-
ных реакциях получения гетероцикличе-

ских соединений. Являясь представите-
лем электронодефицитных ацетиленовых 
производных, в зависимости от выбирае-
мых условий, он может выступать в роли 
акцептора Михаэля или вступать в реак-
ции циклоприсоединения. Особый инте-
рес представляют взаимодействия ДМАД 
с аминоазолами, приводящие, в зависи-
мости условий, к образованию различных 
гетероциклических систем из структурно 
схожих исходных бинуклеофильных суб-
стратов. Все эти различия могут быть свя-
заны с эффектом растворителя, катализа, 
а также с природой заместителей [23-29]. 

Экспериментальная часть 
Исходный 1,2-диаминобензимидазол 

синтезирован по ранее описанной мето-
дике [30], ДМАД и этилпропаргилат – 
приобретены в компании Alinda-Chemi-
cal Ltd (США-Россия). 

Методика синтеза метил 10-амино-2-
оксо-2,10-дигидробензо[4,5]имидазо[1,2-
a]пиримидин-4-карбоксилата 5. К 5 
ммоль диаминоимидазола 1, растворен-
ного в 5 см3 метанола с добавлением ка-
талитических количеств уксусной кис-
лоты (2-3 капли), по каплям прибавляли 5 
ммоль диметилового эфира ацетиленди-
карбоновой кислоты 2. После добавления 
2, реакционную массу кипятили в колбе с 
обратным холодильником в течение 60 
минут. Выпавшие кристаллы отфильтро-
вывали и перекристаллизовывали из ме-
танола. Выход 93%, т.пл. 257-259оС. 1Н 
ЯМР спектр, δ, м.д.: 7.66 (1Н, д, J=8.3, 
Нбенз); 7.55 (1Н, д, J=7.4, Нбенз); 7.45 (1Н, 
т, J=7.4, Нбенз); 7.26 (1Н, тд, J=7.3, J=1.2, 
Нбенз); 6.56 (1Н, с, СНпиримид); 5.82 (2Н, с, 
NH2); 4.03 (3Н, с, CH3). Найдено, m/z: 
259.0825 [M+H]+. C12H10N4O3. Вычис-
лено, m/z: 259.0826 [M+H]+. 

Методика синтеза 10-амино-2-оксо-
2,10-дигидробензо[4,5]имидазо[1,2-a]пи-
римидин-4-карбоновой кислоты 6. К 5 
ммоль соединения 5 добавляли 5.5 ммоль 
гидроксида калия, предварительно рас-
творенного в 5 см3 воды. Смесь кипятили 
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в течение 2 часов, до полного исчезнове-
ния 5 (контроль по ТСХ). По охлаждению 
реакционной массы смесь подкисляли со-
ляной кислотой до кислой реакции среды. 
Образующийся осадок отфильтровывали. 
Выход 78%, т.пл. 290-292оС. 1Н ЯМР 
спектр, δ, м.д.: 12.32 (1Н, уш.с, ОН); 7.62 
(1Н, д, J = 8.2, Нбенз); 7.53 (1Н, д, J=7.7, 
Нбенз); 7.41 (1Н, т, J=8.0, Нбенз); 7.34 (1Н, 
тд, J=7.3, J=1.2, Нбенз); 6.51 (1Н, с, СНпири-

мид); 5.76 (2Н, с, NH2). Найдено, m/z: 
245.0670 [M+H]+. C11H8N4O3. Вычислено, 
m/z: 245.0669 [M+H]+. 

Методика синтеза 10-аминобен-
зо[4,5]имидазо[1,2-a]пиримидин-2(10Н)-
она 7. Способ А: 5 Ммоль кислоты 6 рас-
творяли в 5 см3 дифенилового эфира и 
при постоянном нагревании и переме-
шивании прибавляли 15 ммоль ацетата 
меди (II). Реакционную массу оставляли 
кипеть в течение 3 часов. Образующийся 
осадок отфильтровывали, промывали во-
дой, а затем перекристал-лизовывали из 
смеси изопропиловый спирт – диметил-
формамид, 2:1. Способ Б: К 5 ммоль диа-
миноимидазола 1, предварительно рас-
творенного в 5 см3 метанола с добавле-
нием каталитических количеств уксусной 
кислоты (2-3 капли), при постоянном пе-
ремешивании и нагревании в пределах 
40оС по каплям добавляли 5 ммоль 
этилпропиноата 8. После, реакционную 
массу выдерживали при этой темпера-
туре в течение 60 минут. Образующийся 
осадок отфильтровывали и перекристал-
лизовывали из смеси изопропиловый 
спирт – диметилформамид, 2:1. Выход 
49% (А) и 83% (Б), т.пл. ˃300 оС. 1Н ЯМР 
спектр, δ, м.д.: 8.66 (1Н, д, J=7.5, СНпири-

мид); 7.91 (1Н, д, J=8.0, Нбенз); 7.49 (1Н, д, 
J=7.9, Нбенз); 7.41 (1Н, т, J=7.6, Нбенз); 7.30 
(1Н, т, J=7.5, Нбенз); 6.15 (1Н, д, J=7.5, 
СНпиримид); 5.77 (2Н, с, NH2). Найдено, 
m/z: 201.0771 [M+H]+. C10H8N4O. Вычис-
лено, m/z: 201.0771 [M+H]+. 

Для проведения анализа методом ТСХ 
использовалась подвижная фаза (ПФ) в 
составе хлороформ-метанол (20:1), (10:1) 

или метанол. Компоненты ПФ смешива-
лись непосредственно перед анализом, 
время насыщения камеры составляло 10 
минут. Пробоподготовка заключалась в 
растворении 400 мкг анализируемого об-
разца в 0.5 см3 диметилформамида. Хро-
матографирование проводилось на пла-
стинах для ТСХ TLC Silica gel 60 F254 
(Merck) длиной 4 см. Объем пробы – 1 
мкл. Время анализа 10 минут. Для прояв-
ления хроматографических зон пластину 
помещали в УФ камеру или обрабаты-
вали парами йода. Все используемые ре-
активы имели степень чистоты не менее 
«хч». 

1H ЯМР и NOESY спектры были 
зарегистрированы на спектрометре 
BrukerDRX-500 (500.13 МГц) в DMSO-D6 
с внутренним стандартом TMS. 
ВЭЖХ/МС анализ проводился на 
приборе Agilent Technologies 1260 infinity 
с масс-детектором Agilent 6230 TOF 
LC/MS (времяпролетный детектор масс 
высокого разрешения), метод ионизации 
– двойное электрораспыление (dual-ESI). 
Запись и регистрация сигналов 
проводилась в положительной 
полярности; небулайзер (N2) 20 psig, газ-
осушитель (N2) 6 см3/мин, 325°C; 
диапазон обнаружения масс составляет 
50-2000 Дальтон. Напряжение на 
капилляре 4.0 кВ, фрагментаторе +191 В, 
скиммере +66 В, OctRF 750 В. Условия 
хроматографирования: колонка Poroshell 
120 EC-C18 (4.6 x 50 мм; 2.7 мкм). 
Градиентное элюирование: ацетонит-
рил/вода (0.1% муравьиной кислоты); 
скорость потока 0.4 см3/мин. Програм-
мное обеспечение для обработки резуль-
татов исследований – MassHunter Work-
station/Data Acquisition V.06.00. Темпера-
туры плавления определены на аппарате 
Stuart SMP30. 

Обсуждение результатов 
Учитывая, что процессы с участием 

диаминоазолов и ДМАД сильно зависят 
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от природы растворителя, нами были изу-
чены и подобраны оптимальные условия 
реакции между 1,2-диаминобензимидазо-
лом 1 и ДМАД 2. На основании литера-
турных данных и растворимости исход-
ного диамина в качестве растворителей 
нами были выбраны бензол, диоксан, 
хлороформ, хлористый метилен, метанол 
и этанол. Оценка состава реакционной 
массы осуществлялась при помощи ТСХ 
и ВЭЖХ/МС анализа. Интерпретация 
сигналов произведена на основе предва-
рительно рассчитанных масс, в виде мо-
лекулярных ионов с [M+H]+, всех воз-
можных исходных, промежуточных и об-
разующихся веществ. Пробы отбирались 
в 0, 60 и 120 минут. Необходимо также от-
метить, что ДМАД в условиях нашего 
эксперимента ВЭЖХ/МС не протониро-
вался и не детектировался при данной 
длине волны. Полученные результаты от-
ражены в табл. 1. 

Как видно из таблицы 1, при использо-
вании таких растворителей как бензол, 
диоксан, хлороформ, хлористый метилен 
максимальная конверсия исходного диа-
мина после двухчасового кипячения со-
ставляет около 37-45 %. При этом в реак-
ционной массе фиксируются сигналы об-
разующихся интермедиатов и продуктов 
их внутримолекулярной циклизации. 

Иная картина наблюдается при ис-
пользовании метанола и этанола. Полная 
конверсия 1 происходит за 2 часа. Од-
нако, в случае применения этилового 
спирта, образование целевого продукта 
реакции было значительно ниже, что 

можно объяснить протекающим процес-
сом переэтерификации сложноэфирного 
фрагмента и образующаяся смесь этило-
вых и метиловых эфиров не поддавалась 
индивидуализации. 

Ранее нами было установлено, что ре-
акции гетероциклизаций с участием диа-
миноимидазола протекают с большей 
скоростью в присутствии кислотного ка-
тализа (уксусной кислоты) [18-19, 23]. 
Введение ее в изучаемый процесс к подо-
бранному, оптимальному растворителю 
(метанол) в различных количествах, су-
щественно изменяло картину взаимодей-
ствия. Как видно из таблицы 1, при добав-
лении каталитических количеств уксус-
ной кислоты полная конверсия реагентов 
достигалась за 60 минут. При этом, сле-
дует отметить, что, несмотря на полную 
конверсию диамина уже через 60 минут, 
проведение реакции в чистой уксусной 
кислоте приводило к образованию много-
численных побочных продуктов с моле-
кулярными массами, отличными от рас-
четных значений предполагаемого про-
дукта. Интегрированные сканированные 
хроматограммы полного ионного тока 
для реакционных масс исследуемого про-
цесса, на примере бензола, метанола, эта-
нола и метанола с каталитическим коли-
чеством уксусной кислоты, представлены 
в таблице 2. 

Таблица 1. Содержание 1,2-диаминобензимидазола в реакционной массе 
Table 1. The content of 1,2-diaminobenzimidazole in the reaction mass 

Растворитель Время реакции, мин 
0 60 120 

Бензол 100 80 63 
1,4-Диоксан 100 50 35 

Хлористый метилен 100 60 40.2 
Хлороформ 100 70 54.5 

Этанол 100 37.6 0.57 
Метанол 100 14.6 0 

Метанол/уксусная кислота (kat) 100 0.71 - 
Метанол/уксусная кислота (1:1) 100 42.1 32.8 
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Таким образом, установлено, что 
наиболее гладко реакция между димети-
лацетилендикарбоксилатом 2 и 1,2-диа-
минобензимидазолом 1 протекает при ис-
пользовании в качестве растворителя ме-
танола с добавлением каталитических ко-
личеств уксусной кислоты. При этом пол-
ная конверсия исходного диамина и мак-

симальный выход целевого продукта до-
стигаются после часового кипячения реа-
гентов. 

Принимая во внимание 
полинуклеофильный характер исходного 
1,2-диаминобензимидазола 1, на схеме 1 
отражены структуры всех возможных 
полупродуктов его взаимодействия с 
ДМАД 2. Так, на первом этапе, 

Таблица 2. Примеры полученных хроматограмм. 
Table 2. Examples of obtained chromatograms 

t, 
мин 

Интегрированные сканированные хроматограммы полного ионного тока 

0 

Независимо от растворителя 

 

60 

Бензол                                                              Метанол 

 
Этанол                                         Метанол с каталитическим 

                                        количеством уксусной кислоты 

        

120 

Бензол 

 
Метанол 

 
Этанол 
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присоединение 1 по тройной связи к 2 за 
счет NH-фрагмента цикла и NH2 групп, 
может приводить к соответствующим 
интермедиатам 3, 3-А и 3-В. Обра-
зующиеся аддукты Михаэля могут 
подвергаться внутримолекулярной цик-
лизации, за счет «ближайшей» или 
«дальней» карбоксильной группы, с обра-
зованием соответствующих продуктов. 
Для простоты восприятия, на схеме 
указаны наиболее вероятные имида-
зопиримидин 5 и имидазоимиазо-лин 4. 

В ЯМР1Н спектре предполагаемого 
метил 10-амино-2-оксо-2,10-дигидро-
бензо[4,5]имидазо[1,2-a]пиримидин-4-
карбоксилата 5, в отличии от исходного 
диамина 1, отсутствуют характерные сиг-
налы протонов аминогруппы гидразино-
вого фрагмента, а фиксируется сигнал 
протона пиримидинового цикла при 
δ=6.57 м.д. Дополнительным подтвер-
ждением этого предположения, является 
сохранение сигналов аминогруппы гид-
разинового фрагмента. Ключевым крите-
рием при выборе структуры полученных 
(между 4 и 5) соединений является при-
сутствие кросс-пиков в спектре NOESY 

между протонами метильной группы 
сложноэфирного фрагмента и протоном 
бензольного кольца в шестом положении 
изображенного на рисунке 1, реализация 
которых невозможно в случае имидазои-
мидазолина 4. Таким образом можно за-
ключить, что в ходе взаимодействия диа-
миноимидазлов 1 и ДМАД однозначно 
образуется метиловый эфир 10-амино-2-
оксо-2,10-дигидробензо[4,5]имидазо[1,2-
a]пиримидин-4-карбоновой кислоты 5. 

В качестве дополнительного способа 
доказательства структуры образующе-
гося 10-амино-2-оксо-2,10-дигидробен-
зо[4,5]имидазо[1,2-a]пиримидин-4-кар-
боксилата 5 нами была осуществлен ряд 
последовательных химических процес-
сов (схема 2). Так, в ходе щелочного гид-
ролиза с последующим декарбоксилиро-
ванием (путь А) образовывались соответ-
ственно карбоновая кислота 6 и 10-ами-
нобензо[4,5]имидазо[1,2-a]пиримидин-
2(10Н)-он 7. Стоит отметить, что опти-
мальными условиями щелочного гидро-
лиза являлось кипячение эфира 5 в мета-
ноле с использованием 2,5 избытка гид-
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Рис. 1. Ключевые взаимодействия в спектрах NOESY соединения 5. 

Fig. 1. Key interactions in the NOESY spectra of the compound 5 
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роксида калия, а уменьшение или увели-
чение этого количества способствовало 
образованию трудно разделимых смесей 
(контроль по ТСХ, рисунок 2).  

Для соединения 7 был проведен его 
встречный синтез – взаимодействие 1,2-
диаминобензимидазола 1 с этилпропар-
гилатом 8 (путь В). Как и в случае с 
ДМАД, оптимальным условием оказа-
лось кипячение смеси реагентов в мета-
ноле с добавлением пары капель уксус-
ной кислоты в течение 60 минут при по-
стоянном перемешивании реагентов. 
Строение выделенных соединений 6 и 7 
доказано при помощи ЯМР1Н спектро-
скопии, NOESY и масс-спектрометрии. 

Заключение 
Таким образом, был предложен новый 

синтетический подход для удобного по-

лучения функционализированных произ-
водных 10-аминобензо[4,5]имидазо-[1,2-
a]пиримидина из легкодоступных 1,2-ди-
аминобензимидазола и диметилацетилен-
дикарбоксилата. Исследованием реакци-
онных масс и конверсии исходного диа-
мина при помощи ВЭЖХ/МС анализа 
установлено, что оптимальными услови-
ями процесса является часовое кипяче-
ние смеси реагентов в метаноле с добав-
лением каталитических количеств уксус-
ной кислоты.  

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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Научная статья 
УДК 66.081.3 
doi: 10.17308/sorpchrom.2023.23/11151 
  
Анализ эффективности сорбционного удаления цинка 
из водных растворов нанокомпозитом 
на основе оксида графена и углеродных нанотрубок 
 
Татьяна Сергеевна Кузнецова1, 
Александр Евгеньевич Бураков1, Татьяна Владимировна Пасько1, 
Ирина Владимировна Буракова1✉, Оксана Альбертовна Ананьева1, 
Анастасия Евгеньевна Меметова1, Алексей Григорьевич Ткачев1 

1Тамбовский государственный технический университет, Тамбов, Россия, iris_tamb68@mail.ru✉ 
 
Аннотация. Современным подходом к решению задач экологической безопасности водных объек-
тов является использование жидкофазных сорбционных методов, основанных на применении новых 
типов комплексных наноструктурированных адсорбентов. Углеродные наноматериалы и их модифи-
цированные формы, обладающие уникальными физико-химическими и эксплуатационными характе-
ристиками, позволяют обеспечить высочайшую эффективность очистки водных объектов. При этом 
наноматериалы могут обеспечить извлечение одновременно нескольких типов загрязнителей как орга-
нической, так и неорганической природы. Такое преимущество достигается за счет синергетического 
эффекта – развитой удельной поверхности наносорбентов наряду с возможностью химического моди-
фицирования поверхности и привития широкого спектра активных функциональных групп. В работе 
проведены кинетические сорбционные исследования процесса извлечения ионов цинка Zn (II) синте-
зированными нанокомпозитами. Данные материалы представляют собой сорбенты на основе восста-
новленного оксида графена и окисленных углеродных нанотрубок, модифицированных функциональ-
ным органическим компонентом – полианилином и фенолформальдегидной смолой. В работе оцени-
валось влияние режимных параметров получения нанокомпозитов (карбонизация, метод сушки) на их 
сорбционную способность. Исследования проводились для аэрогельной формы материалов, а также 
для карбонизированных аэрогеля и криогеля. Описание кинетики адсорбции проводилось с помощью 
следующих эмпирических моделей: псевдо-первого порядка, псевдо-второго порядка, модели Еловича. 
Механизм адсорбции цинка на полученных материалах исследовали с использованием диффузионных 
моделей – Морриса-Вебера (внутричастичная диффузия) и Бойда (пленочная диффузия). Результаты 
проведенных экспериментов показали, что за первые 10 мин была достигнута адсорбционная емкость 
аэрогеля, карбонизированного аэрогеля и карбонизированного криогеля – 200, 110, 178 мг/г, соответ-
ственно. Установлено, что поглощение осуществляется по смешанно-диффузионному механизму с 
вкладом химического взаимодействия между ионом металла и функциональными группами сорбента. 
Ключевые слова: углеродные нанотрубки, оксид графена, полианилин, аэрогель, криогель, карбони-
зация, адсорбция, цинк, кинетика 
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Analysis of the efficiency of zinc sorption from aqueous solutions 
by nanocomposite based on graphene oxide and carbon nanotubes 
 
Tatyana S. Kuznetsova1, Alexander E. Burakov1, Tatyana V. Pasko1, 
Irina V. Burakova1✉, Oksana A. Ananyeva1, Anastasia E. Memetova, Alexey G. Tkachev 
1Tambov State Technical University, Tambov, Russian Federation, iris_tamb68@mail.ru✉ 
 
Abstract. A modern approach to the solution of the problems of environmental safety of water bodies is the 
application of liquid-phase sorption methods based on the use of new types of complex nanostructured adsor-
bents. Carbon nanomaterials and their modified forms, which have unique physical, chemical and operational 
characteristics, provide the highest efficiency in water treatment. At the same time, nanomaterials can ensure 
the extraction of several types of pollutants, both organic and inorganic. This advantage is achieved due to the 
synergistic effect - the developed specific surface of nanosorbents along with the possibility of chemical mod-
ification of the surface and grafting a wide range of active functional groups. In this work, kinetic sorption 
studies of the extraction of Zn (II) zinc ions by synthesized nanocomposites were carried out. These materials 
are sorbents based on reduced graphene oxide and oxidized carbon nanotubes modified with a functional or-
ganic component, polyaniline, and phenol-formaldehyde resin. The influence of regime parameters of obtain-
ing nanocomposites (carbonization, drying method) on their sorption capacity was evaluated. Studies were 
carried out for the aerogel materials, as well as for carbonized aerogel and cryogel. The adsorption kinetics 
was described using the following empirical models: pseudo-first order, pseudo-second order models, Elovich 
model. The mechanism of zinc adsorption on the obtained materials was studied using diffusion Weber-Morris 
(intraparticle diffusion) and Boyd (film diffusion) models. The results of the experiments showed that in the 
first 10 minutes the adsorption capacity of the aerogel, carbonized aerogel and carbonized cryogel was reached 
– 200, 110, and 178 mg/g, respectively. It has been established that the absorption is carried out according to 
the mixed-diffusion mechanism with the contribution of the chemical interaction between the metal ion and 
the functional groups of the sorbent. 
Keywords: carbon nanotubes, graphene oxide, polyaniline, aerogel, cryogel, carbonization, adsorption, zinc, 
kinetics. 
Acknowledgments: the study was supported by Russian Science Foundation grant (project No. 22-13-20074P, 
https://rscf.ru/project/22-13-20074). 
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Введение 
Растущее техногенное влияние совре-

менных промышленных предприятий и 
фабрик на качество и чистоту воды спо-
собствует активному росту исследова-
ний, посвященных эффективному удале-
нию загрязнителей из водных сред с по-
мощью адсорбционных методов [1, 2]. 

Опасными неорганическими загрязни-
телями водных сред являются тяжелые 
металлы – ртуть (Hg), кадмий (Cd), сви-
нец (Pb), хром (Cr), цинк (Zn), медь (Cu), 
олово (Sn) и прочие. В частности, цинк 

является жизненно важным микроэле-
ментом, однако чрезмерное его потребле-
ние может привести к различным острым 
и хроническим побочным эффектам [3-5]. 
Предельно допустимая концентрация 
цинка в воде хозяйственно-питьевого и 
культурно-бытового назначения состав-
ляет 1.0 мг/дм3 [6], в питьевой воде 
5.0 мг/дм3 [7]. Очистка водных сред от 
ионов тяжелых металлов осуществляется 
рядом методов: мембранная фильтрация, 
ионный обмен, адсорбция, химическое 
осаждение, обратный осмос [4, 8]. Одним 
из наиболее эффективных является ад-
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сорбция, в частности, на наноструктури-
рованных материалах (оксид графена 
(ОГ), углеродные нанотрубки (УНТ) и 
др.) [4, 9-11]. В частности, УНТ, благо-
даря высокоразвитой поверхности, низ-
кой массовой плотности, наличию эффек-
тивной пористости и простоте модифи-
цирования, широко используются для 
удаления различных тяжелых металлов 
[2]. При этом увеличение доступности и 
функциональности поверхности УНТ до-
стигается, например, посредством окис-
ления.  

Существует ряд проблем, которые 
ограничивают применимость наномате-
риалов. Довольно серьёзной проблемой 
при использовании графена в качестве 
адсорбента является его склонность к аг-
регации и переукладке графеновых ли-
стов из-за ван-дер-ваальсовых сил между 
ними. Одним из способов решения дан-
ной проблемы считается создание упоря-
доченной пористой структуры, а именно, 
каркасных композитов с помощью сверх-
критической сушки и лиофилизации. 
Данные материалы не только имеют 
большую удельную поверхность, но и со-
четают различные функциональные свой-
ства всех компонентов композита [4, 12-
15]. Например, для очистки воды от 
ионов цинка Zn2+ использовали коммер-
ческие одностенные и многостенные 
УНТ [16]. Для придания гидрофильности 
УНТ были термообработаны при 350°С в 
течение 30 минут, очищены 70%-ым рас-
твором гипохлорита натрия, и подверг-
нуты ультразвуковой очистке в течение 
20 минут на водяной бане (при 85°C). Ад-
сорбционная емкость по Zn2+ составила 
43.66 мг/г. В работах [5, 17] исследована 
сорбция ионов цинка Zn2+ на углеродных 
аэрогелях. Также довольно часто угле-
родные аэрогели проходят дополнитель-
ный этап обработки – карбонизацию [14, 
18, 19]. 

В настоящей статье проведены кине-
тические исследования сорбции ионов 
цинка из модельных растворов на нано-

композитных материалах, матрицей ко-
торых являются УНТ и ОГ, модифициро-
ванные полианилином (ПАНИ) и фенол-
формальдегидной смолой (ФФС). Также 
авторами осуществлялась оценка влия-
ния способов сушки на сорбционную 
способность материалов. 

Экспериментальная часть 
Для синтеза нанокомпозитных матери-

алов применялись приборы, материалы и 
реактивы, аналогичные работе [15]. 
Предварительно получены нанокомпо-
зитные гидрогели на основе восстанов-
ленного оксида графена (в-ОГ) и окис-
ленных углеродных нанотрубок (о-УНТ), 
модифицированных функциональным 
органическим компонентом – полиани-
лином и фенолформальдегидной смолой 
[15]. Все графеновые наноматериалы в 
окисленной и восстановленной форме 
были приобретены в ООО «НаноТех-
Центр», г. Тамбов. Окисленные УНТ (с 
массовым содержанием 11.48% сухого 
вещества) получены путем окисления 
раствором гипохлорита натрия много-
стенных УНТ марки «Таунит - М» (внеш-
ний диаметр – 10-20 нм, внутренний диа-
метр – 5-15 нм, ориентация графеновых 
слоев - цилиндрическая). в-ОГ (с массо-
вым содержанием 2,42% сухого веще-
ства) получен путем восстановления ас-
корбиновой кислотой 1% суспензии ОГ. 
Согласно открытым данным на сайте ор-
ганизации, данная водная дисперсия ОГ 
производится в промышленных масшта-
бах по модифицированной методике 
Хаммерса [20]. Технология запатенто-
вана (патент РФ № 2709594 «Способ по-
лучения оксида графена» [21]). В указан-
ной работе были получены четыре формы 
образцов – аэрогель, полученный по тех-
нологии сверхкритических флюидов 
(АС); аэрогель, полученный лиофильной 
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сушкой (АЛ); карбонизированный аэро-
гель (АСК) и карбонизированный крио-
гель (АЛК). В таблице 1 приведены пара-
метры пористой структуры рассматрива-
емых в работе композитов. 

Для проведения кинетики сорбции 
ионов цинка готовили модельный рас-
твор Zn(NO3)2·6H2O с начальной концен-
трацией 100 мг/дм3 в буфере с рН=6. Экс-
перименты проводили в статических 
условиях: в 30 см3 раствора нитрата 
цинка добавляли 0.01 г сорбента, для луч-
шего контакта фаз пробирки помещали в 
программируемый ротатор (Multi-Rotator 
BioSan) для перемешивания со скоростью 
вращения 120 об/мин. Время контакта ва-
рьировалось от 2 до 60 мин. После рас-
твор фильтровали для отделения твердой 
фазы и определяли конечную концентра-
цию ионов цинка с помощью энергодис-
персионной рентгенофлуоресцентной 
спектрометрии (спектрометр ARLQuant 
ThermoScientific, ThermoScientific, США).  

Обсуждение результатов 
На рис. 1 представлено влияние вре-

мени контакта на сорбционную емкость 
ионов Zn2+ для всех исследуемых адсор-
бентов. Равновесное время достигается 
через 10 мин. Следует отметить, что ха-
рактер протекания сорбции – стремитель-
ный, за первые 10 мин достигается равно-
весие в системе «сорбат-сорбент» и кине-
тическая кривая выходит на плато. Из 
всех рассматриваемых нанокомпозитов 
наиболее эффективным оказался аэро-
гель.  

В данной работе обработка массива 
кинетических экспериментальных дан-
ных проводилась с использованием моде-
лей адсорбции, таких как псевдо-первого 
порядка, псевдо-второго порядка и Ело-
вича. 

Кинетическая модель псевдо-первого 
и второго порядков выражается с помо-
щью формул (1) и (2), соответственно [22, 
23]: 

𝑞𝑞𝑡𝑡 = 𝑞𝑞𝑒𝑒�1 − 𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒(−𝑘𝑘1𝑡𝑡)�  (1) 

𝑞𝑞𝑡𝑡 = 𝑘𝑘2𝑞𝑞𝑒𝑒2𝑡𝑡
1+𝑘𝑘2𝑞𝑞𝑒𝑒𝑡𝑡

   (2) 
Кинетическая модель Еловича выра-

жается с помощью уравнения [24]: 
𝑞𝑞𝑡𝑡 = 1

𝛽𝛽
𝑙𝑙𝑙𝑙(1 + 𝛼𝛼𝛼𝛼𝑡𝑡)  (3) 

где 𝑞𝑞𝑒𝑒 – количество ионов Zn2+, адсорби-
рованного при равновесном времени t 
(мг/г); 𝑞𝑞𝑡𝑡 – количество ионов Zn2+, адсор-
бированного в момент времени t (мг/г); 
𝑘𝑘1 – константа скорости адсорбции 
псевдо-первого порядка (мин-1); 𝑘𝑘2 – кон-
станта скорости адсорбции псевдо-вто-
рого порядка (г·(мг·мин)-1); α (г/мг) и β 
(мг/г·мин) – константы уравнения Ело-
вича.  

Обработка вышеуказанными моде-
лями экспериментальных кинетических 
результатов показана на рис. 1. На осно-
вании этих результатов были определены 
расчетные кинетические параметры ад-
сорбции ионов Zn2+ на АС, АСК и АЛК, 
которые представлены в табл. 2. Из полу-
ченных результатов можно сделать вы-
вод, что модель кинетики псевдо-первого 
порядка дает самые высокие значения ко-
эффициента корреляции R2 (0.9965-

Таблица1. Оценка параметров пористого пространства рассматриваемых композитов 
Table 1. Estimation of the nanocomposites porous space parameters. 

Нанокомпо-
зит 

Удельная по-
верхность мате-

риала (BET), 
м2/г 

Удельная по-
верхность 
(DFT), м2/г 

Объем пор 
(DFT), см3/г 

Размер пор 
(DFT), нм 

АС 290 189 0.314 1.410 
АСК 315 245 0.768 1.126 
АЛК 290 238 0.324 1.126 
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0.9983) для всех исследуемых материа-
лов. Кроме того, отклонения между экс-
периментальными и расчетными значе-
ниями (𝑞𝑞𝑒𝑒) по уравнению кинетики 
псевдо-первого порядка по сравнению с 
моделью псевдо-второго порядка, мини-
мальные (менее 1%). Следовательно, мо-
дель псевдо-первого порядка может быть 
использована для описания кинетики ад-
сорбции ионов Zn2+ на рассматриваемых 
материалах. 

Механизм адсорбции ионов Zn2+ на 
трех полученных адсорбентах также изу-
чали с помощью диффузионных моделей, 
таких как Морриса-Вебера (внутрича-
стичная диффузия) и Бойда (пленочная 
диффузия). 

Диффузионные модели Морриса-Ве-
бера и Бойда выражаются с помощью 
формул (4) и (5), соответственно [25, 26]: 

𝑞𝑞𝑡𝑡 = 𝑘𝑘𝑖𝑖𝑖𝑖 ∙ 𝑡𝑡
1
2� + 𝐶𝐶  (4) 

𝐹𝐹 = 1 − � 6
𝜋𝜋2
� 𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒(−𝐵𝐵𝑡𝑡)  (5) 

  
а б 

 
с 

Рис. 1. Графическое представление моделей псевдопервого, псевдовторого порядка 
и Еловича процесса адсорбции ионов Zn2+ на АС (а), АСК (б) и АЛК (с) 

Fig. 1. Graphical representation of the pseudo-first, pseudo-second order and Elovich models 
of the adsorption process of Zn2+ ions on AS (a), ASC (b) and ALC (c) 

 
Таблица 2. Значения кинетических параметров адсорбции ионов Zn (II) 
Table 2. The values of the kinetic parameters of the adsorption of Zn (II) ions 

Мате-
риал 

Экспе-
ри-

мент 

Модель псевдо-пер-
вого порядка 

Модель псевдо-вто-
рого порядка 

Модель Еловича 

𝑞𝑞𝑒𝑒 𝑘𝑘1 𝑞𝑞𝑒𝑒 R2 𝑘𝑘2 𝑞𝑞𝑒𝑒 R2 β  α R2 
АС ~200 0.290 199.2 0.9965 0.002 218.1 0.9899 0.031 6.14∙102 0.9492 
АСК ~178 0.239 179.8 0.9971 0.002 199.2 0.9788 0.030 2.69∙102 0.9277 
АЛК ~110 0.280 109.5 0.9983 0.003 120.2 0.9906 0.056 1.07∙102 0.9484 
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𝐵𝐵𝑡𝑡 = 0.4977 − ln (1 − 𝑞𝑞𝑡𝑡/𝑞𝑞𝑒𝑒 ) (6) 
где 𝑘𝑘𝑖𝑖𝑖𝑖 – константа скорости внутрича-
стичной диффузии (мг/г мин-1/2); 𝐶𝐶 – па-
раметр, связанный с толщиной погранич-
ного слоя (мг/г); 𝐹𝐹 – доля вещества, ад-
сорбированного в разное время 𝑡𝑡 (мг/г); 
𝐵𝐵𝑡𝑡 – функция 𝐹𝐹. 

Модель внутричастичной диффузии 
сформулирована на основе модели Ве-
бера и Морриса и используется для опре-
деления стадии, ограничивающей ско-
рость процесса адсорбции (табл. 3). Как 
правило, вещества, присутствующие в 

растворе, адсорбируются путем массопе-
реноса. Как правило, вещества, присут-
ствующие в растворе, адсорбируются пу-
тем массопереноса - поверхностная, пле-
ночная диффузия и диффузия через поры. 

Хорошо известно, что если графики 
зависимости qt от t1/2 являются линей-
ными и проходят через начало координат, 
то диффузия внутри частиц является ста-
дией, контролирующей скорость [25]. На 
рис. 2 показаны графики модели Вебера и 
Морриса из которых видно, что для всех 
полученных адсорбентов они являются 

Таблица 3. Значения параметров диффузионных моделей 
Table 3. Parameter values of diffusion models 

Материал Модель Морриса-Вебера Модель Бойда 
𝑘𝑘𝑖𝑖𝑖𝑖 С R2 R2 

АС 54.22 20.19 0.9958 0.9627 
АСК 57.13 9.75 0.9988 0.9737 
АЛК 30.20 9.08 0.9918 0.9818 

 

  
а б 

 
в 

Рис. 2. Графики модели Морриса-Вебера для адсорбции ионов Zn2+ 
на АС (а), АСК (б) и АЛК (в) 

Fig. 2. Graphs of the Weber-Morris model for the adsorption process of Zn2+ ions 
on AS (a), ASC (b) and ALC (c) 
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билинейными (т. е. сорбция Zn2+ сопро-
вождается двумя отдельными стадиями). 
Первая более резкая ступень связана с 
диффузией ионов Zn2+ в пограничном 
слое. Вторая ступень соответствует ста-
дии конечного равновесия. Кроме того, 
первый линейный участок не проходит 
через начало координат для всех полу-
ченных адсорбентов (С > 0; R2>0.99; 
табл. 2). Самое большое значение С 
наблюдалось на АС, указывающее на вы-
сокую начальную сорбцию Zn2+ с диффу-
зией через раствор на внешнюю поверх-
ность адсорбента через толстый погра-
ничный слой.  

Модель Бойда используется для пони-
мания является ли пленочная диффузия 
шагом, контролирующим скорость про-
цесса адсорбции. Бойд пришел к выводу, 
что внешняя поверхность вокруг адсор-
бента оказывает большое влияние на 
диффузию адсорбата [26]. Согласно этой 
модели, поровая диффузия контролирует 

перенос массы, когда график является ли-
нейным и проходит через начало коорди-
нат. На рис. 3 показаны графики модели 
Бойда для адсорбции Zn2+ на всех иссле-
дуемых адсорбентах. 

Из рисунка 3 можно сделать вывод, 
что графики для всех исследуемых мате-
риалов не проходят через начало коорди-
нат. Поэтому скорость контролируется 
пленочной диффузией или химической 
реакцией. 

Заключение 
В работе проведено кинетическое ис-

следование процесса извлечения ионов 
цинка на гибридных нанокомпозитных 
материалах, синтезированных на основе 
о-УНТ и в-ОГ, модифицированных 
ПАНИ и ФФС. Также проведена оценка 
влияния методов сушки на сорбционную 
способность указанных материалов. В ре-
зультате статических кинетических ис-
следований выявлено, что равновесное 

 
 

а б 

 
в 

Рис. 3. Графики модели Бойда для адсорбции ионов Zn2+ на АС (а), АСК (б) и АЛК (в) 
Fig. 3. Graphs of the Boyd model for the adsorption process of Zn2+ ions on AS (a), ASC (b) and ALC (c) 
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время сорбции для каждого материала со-
ставило 10 мин. Установлено, что кине-
тика сорбции по всем материалам удовле-
творительно описывается моделью 
псевдо-первого порядка, отвечающей за 
«сорбат-сорбент» взаимодействие. Ад-
сорбционная емкость для АС составила 
200 мг/г, АСК – 178 мг/г, АЛК – 110 мг/г. 
При оценке вклада диффузии в общую 
скорость процесса установлено, что про-
цесс поглощения имеет смешанно-диф-

фузионный характер. При этом предпо-
ложительно скорость адсорбции контро-
лируется пленочной диффузией. 
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вестных финансовых конфликтов интере-
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Разработка эффективного метода очистки ДНК при бисульфитной 
конверсии с использованием оксида кремния в качестве сорбента 
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Аннотация. Метилирование ДНК – один из самых изученных механизмов эпигенетической регуляции 
генома, который контролирует экспрессию генов растений и животных. Разработка эффективных ме-
тодов анализа метильного статуса генов имеет огромное значение, так как обработка ДНК бисульфитом 
натрия – многоэтапный и трудоемкий процесс, в котором недопустимы большие потери целевого про-
дукта. Именно поэтому чистота модифицированной ДНК играет решающую роль в последующем про-
цессе амплификации. Наличие в исследуемых образцах высоких концентраций различных солей и при-
месей способно ингибировать полимеразную активность ДНК-полимеразы. В типичных протоколах, 
описывающих методику конверсии ДНК бисульфитом натрия, для очистки модифицированной ДНК 
используют коммерческие наборы, однако их применение нередко приводит к большим потерям целе-
вого продукта, что существенно снижает эффективность процесса очистки. Кроме того, в условиях 
большого объема анализируемых образцов применение коммерческих наборов существенно повышает 
стоимость работ. В рамках исследования разработан эффективный, простой и недорогой способ 
очистки модифицированной ДНК от солей путём сорбции на диоксид кремния (SiO2). Применение в 
качестве сорбента мелкодисперсного диоксида кремния обусловлено его способностью селективно 
связываться c молекулами отрицательно заряженной ДНК. Анализ конвертированной и очищенной 
ДНК методом электрофореза в 2% агарозном геле позволил установить, что потери целевого продукта 
в ходе многостадийной обработки бисульфитом натрия составили порядка 33%. Проведение метил-
специфичной ПЦР с использованием праймеров к отдельным CpG-динуклеотидам в составе промотора 
гена GDH2 глутаматдегидрогеназы кукурузы (Zea mays L.) отмечено, что полученные ампликоны со-
ответствовали теоретическому размеру – 175 п.н., 203 п.н. и 275 п.н. к первому, второму и третьему 
анализируемому CpG-динуклеотиду, соответственно. В связи с этим, можно утверждать, что конвер-
тированная и сорбированная на диоксид кремния матрица пригодна для анализа метильного статуса 
ДНК. 
Ключевые слова: эпигенетика, метилирование, ДНК, очистка, бисульфит натрия, метил-специфичная ПЦР 
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Abstract. DNA methylation is one of the most studied mechanisms of epigenetic regulation of the genome, 
which controls gene expression in plants and animals. The development of effective methods for analysing the 
methyl status of genes is of great importance, since DNA treatment with sodium bisulphite is a multi-stage and 
labour-intensive process in which significant losses of the target product are unacceptable. The purity of the 
modified DNA plays a decisive role in the subsequent amplification process. The presence of high concentra-
tions of various salts and impurities in the studied samples can inhibit the polymerase activity of DNA poly-
merase. In typical protocols describing the method of DNA conversion with sodium bisulphite, commercial 
kits are used for the purification of modified DNA, but their use often leads to large losses of the target product, 
which significantly reduces the efficiency of the purification process. In addition, due to large volume of ana-
lysed samples, the use of commercial kits significantly increases the cost of work. As part of the study, an 
effective, simple and inexpensive method was developed for purification of modified DNA from salts by sorp-
tion on silicon dioxide (SiO2). The use of finely dispersed silicon dioxide as a sorbent is due to its ability to 
selectively bind negatively charged DNA molecules. Analysis of the converted and purified DNA by electro-
phoresis in 2% agarose gel allowed to establish that the loss of the target product during the multistage treat-
ment with sodium bisulphite was about 33%. The methyl-specific PCR using primers to individual CpG dinu-
cleotides in the promoter of the GDH2 gene of maize (Zea mays L.) glutamate dehydrogenase demonstrated 
that the obtained amplicons corresponded to the theoretical size – 175 bp, 203 bp and 275 bp to the first, second 
and third analysed CpG dinucleotide, respectively. Therefore, it was shown that the matrix converted and ad-
sorbed on silicon dioxide is suitable for the analysis of the DNA methyl status. 
Keywords: DNA methylation, purification, sodium bisulphite, methyl-specific PCR. 
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Введение 
Метилирование ДНК – один из вари-

антов эпигенетической регуляции работы 
генома эукариотической клетки, которое 
в своем «классическом» варианте пред-
ставляет собой ковалентное присоедине-
ние метильной группы в 5′-положение 
цитозинового основания. Данный про-
цесс осуществляется посредством функ-
ционирования ДНК-метилтрансфераз, 
которые специфически присоединяют 
СН3-группу к CpG-динуклеотидам, вхо-
дящим в состав гена, образуя 5-метилци-
тозин и поддерживая паттерн метилиро-
вания ДНК в геноме. СpG-динуклеотиды 
представляют собой располагающиеся 
рядом цитозин и гуанин, разделенные 
фосфатом (5′-C-phosphate-G-3′). Скопле-
ние CpG-динуклеотидов в составе моле-
кулы ДНК образуют CpG-островки [1]. 
Увеличение степени метилирования ДНК 
– промоторных областей в телах генов 

приводит к снижению или полному по-
давлению экспрессии этих генов, в то 
время как снижение доли метилирован-
ных цитозинов наоборот приводит к уве-
личению/ индукции их транскрипцион-
ной активности. Метилирование ДНК 
способствует изменению пространствен-
ной структуры хроматина, приводя к ком-
пактизации хроматина, тем самым пре-
пятствуя экспрессии гена [2].  

Метилирование ДНК животных орга-
низмов преимущественно затрагивает 
симметричные СрG-динуклеотиды и ме-
тилирование по сайтам CpNpG (где N – 
это А, Т или С) и CрNрN практически не 
встречается. Для растительных организ-
мов, метилирование в районах СрG-ост-
ровков тоже является доминирующим, 
однако метилирование CpNpG и CрNрN –
участков встречается довольно часто. 
Имеются данные, что около 30% всего 
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эпигенома гексаплоидной пшеницы ме-
тилировано по сайтам CpNpG[3].  

В настоящее время в качестве основ-
ного способа исследования метильного 
статуса генома эукариотической клетки 
применяют бисульфитную конверсию 
ДНК. Принципиальная основа метода за-
ключается в обработке ДНК бисульфи-
том натрия (NaHSO3), в результате чего 
неметилированный цитозин дезаминиру-
ется с образованием урацила (рис.1). Ура-
цил в составе ДНК, при последующей ам-
плификации, распознается ДНК-зависи-
мой ДНК- полимеразой как тимин. При 
этом, цитозин, связанный с СН3-группой, 
остается в неизменном состоянии. На ос-
новании этого было разработано не-
сколько методов, позволяющих оценить 
метильный статус как отдельных CpG-
динуклеотидов, так и целого генома [4]. 

Анализ современных методик би-
сульфитной конверсии 

Метил-специфичная ПЦР. Метод ме-
тил-специфичной ПЦР позволяет иссле-
довать изменение метильного статуса от-
дельных CpG-динуклеотидов в динамике. 
Принцип метода заключается в предвари-
тельном анализе отдельных участков 
гена на наличие CpG-островков, а в слу-
чае растительных организмов и несим-
метричных сайтов метилирования. Выби-
раются отдельные CpG-динуклеотиды, 

которые будут в дальнейшем исследо-
ваться. Именно к областям ДНК, содер-
жащим выбранные CpG-динуклеотиды, 
подбираются два комплекта праймеров: 
М-праймеры, подобранные с учетом 
того, что цитозин в составе этого динук-
леотида метилирован и U-праймеры, по-
добранные с учетом того, что цитозин 
находится в неметилированном состоя-
нии. Следующим этапом исследования 
является проведение ПЦР по отдельности 
с каждым комплектом праймеров. В каче-
стве матрицы используют ДНК, предва-
рительно подвергнутую модификации 
бисульфитом натрия.  

Анализ продуктов амплификации 
проводят методом электрофореза в 2% 
агарозном геле в присутствии маркера. 
Наличие ПЦР-продуктов в образцах, ам-
плифицированных с М-комплектом прай-
меров, указывает на то, что исследуемый 
CpG-динуклеотид находится в метилиро-
ванном состоянии. В случае, если ампли-
кон детектировался в образцах, отжиг ко-
торых осуществлялся с U-комплектом 
праймеров, данный исследуемый CpG-
динуклеотид был неметилирован. Пре-
имуществом метода является возмож-
ность «точечно» исследовать метильный 
статус выбранной области гена.  

Бисульфитное секвенирование. Би-
сульфитное секвенирование является 

 
Рис. 1 Схема бисульфитной конверсии 
Fig. 1 Scheme of bisulphite conversion 
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наиболее удобным и информативным с 
точки зрения исследователя методом 
оценки степени метилирования гена. 
Суть метода заключается в модификации 
ДНК бисульфитом натрия с последую-
щей амплификацией с одним комплектом 
праймеров, который подобран к обла-
стям, лишенным возможных сайтов мети-
лирования. Полученный ампликон секве-
нируют. Результаты секвенирования ана-
лизируют с помощью специального про-
граммного обеспечения, которое позво-
ляет оценить метильный статус нуклео-
тидов на основе сравнения исходной по-
следовательности и полученного ампли-
кона, синтезированного с матрицы моди-
фицированной ДНК. Преимуществом ме-
тода является возможность исследовать 
достаточно большой участок ДНК. 

В зависимости от целей и задач ис-
следования применяются различные ме-
тоды анализа метильного статуса ДНК. 
Как правило, большая часть из них пред-
полагает проведение обработки ДНК би-
сульфитом натрия. При этом, данный 
процесс проводится в несколько этапов: 
денатурация ДНК, собственно бисуль-
фитная конверсия, очистка ДНК от солей 
бисульфита, десульфонирование.  

Важным этапом является очистка 
ДНК от солей бисульфита натрия, что 
связано в первую очередь с тем, что они 
могут выступать в качестве сильного ин-
гибитора работы множества энзимов, в 
том числе и ДНК-зависимых ДНК-поли-
мераз, а следовательно, и препятствовать 

амплификации. Подавляющее число про-
токолов бисульфитной обработки пред-
полагают использование на этапе 
очистки коммерческих наборов, позволя-
ющих быстро очистить конвертирован-
ную ДНК. Однако, в данном случае, чаще 
всего происходят большие потери целе-
вого продукта, что снижает эффектив-
ность процесса очистки. Кроме того, та-
кой способ не подходит в том случае, ко-
гда объем исследуемых образцов доста-
точно велик, что требует больших финан-
совых затрат.  

В связи с этим, целью исследования 
была разработка простого, эффективного 
и недорого метода очистки ДНК, конвер-
тированной бисульфитом натрия от со-
лей.  

Экспериментальная часть 
В качестве объекта для исследования 

были использованы листья 14-дневной 
кукурузы (Zea mays L.), которая была вы-
ращена гидропонным способом при днев-
ном 12 часовом свете.  

Выделение ДНК. Выделение ДНК 
осуществлялось путем лизиса раститель-
ной ткани в буфере, содержащем: 2% 
ЦТАБ, 1.4 М NаСl, 20 мМ ЭДТА, 0.1 М 
Tрис-HCl (pH 8.0) [5]. Качественный ана-
лиз выделенной ДНК осуществлялся пу-
тём проведения электрофореза в 1% ага-
розном геле в присутствии бромистого 
этидия при силе тока 50-100 мА, напря-
жении электрического поля 140В, про-
должительность разделения фрагментов 
ДНК – 30 минут [6-8]. Для визуализации 

 
Рис. 2 Типичная электрофореграмма ДНК: А – ДНК до обработки бисульфитом 

натрия; Б – ДНК после обработки бисульфитом натрия 
Fig. 2 Typical DNA electrophorogram: A – DNA before treatment with sodium bisulphite; 

B – DNA after treatment with sodium bisulphite 
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использовали трансиллюминатор Serva 
Blue cube 300 (SERVA Electrophoresis 
GmbH, Германия) с длиной волны 312 нм 
(рис.2а). 

Концентрацию ДНК определяли 
спектрофотометрически на приборе Evo-
lution 260 Bio (Thermo Fisher Scientific, 
США) в 0.09% растворе при 260 и 320 нм. 
Расчёт концентрации проводился при по-
мощи онлайн-протокола 
http://www.molbiol.edu.ru/proto-
col/10_01.html  

Обработка ДНК бисульфитом 
натрия. Конверсия ДНК проводилась в 
три этапа с использованием бисульфита 
натрия в качестве основного модифици-
рующего агента [9]. На первом этапе 2 
мкг ДНК денатурировали (инкубация при 
55оС в присутствии 0.3М NaOH), после 
чего модифицировали путём добавления 
500 мкл смеси 4 М раствора NaHSO3 и 0.2 
М гидрохинона с последующей инкуба-
цией в темноте при 55°С в течение 4 ча-
сов. На третьем этапе происходила 
очистка модифицированной ДНК от би-
сульфита натрия путем сорбции на тонко-
дисперсной двуокиси кремния (SiO2). 

Экстракция ДНК из твёрдофазных 
носителей широко используется в изго-
товлении коммерческих наборов для вы-
деления и очистки нуклеиновых кислот 
[10-12]. Принципиальной основой приме-
нения в качестве сорбента диоксида 
кремния является способность селектив-
ного связывания положительно заряжен-
ного SiO2 c молекулами отрицательно за-
ряженной ДНК. Адсорбция, зависящая от 
значения pH, резко уменьшалась при 
pH>7.5. Связанную с носителем ДНК от-
мывают от различных примесей, после 
чего элюируют в любом низкосолевом 
буфере, но важно, чтобы pH был в районе 
7.0-8.5 [12-13]. Необходимым условием 
является прогрев ДНК, сорбированной на 
носителе, особенно, если ДНК имеет до-
статочно большой размер (>5kbp). Пре-
имуществом использования SiO2 в каче-
стве твёрдофазного носителя является то, 

что частицы диоксида кремния слабо свя-
зывают ДНК в слабосолевых растворах 
(менее, чем 3М), поэтому случайное по-
падание сорбента в ПЦР-смесь не препят-
ствовало амплификации.  

В связи с вышеперечисленным, при 
разработке метода очистки ДНК, конвер-
тированной бисульфитом натрия от со-
лей, выбор был остановлен на использо-
вании в качестве сорбента диоксида 
кремния.  

Приготовление сорбента на основе 
двуокиси кремния. В стеклянном стакане 
в течение двух часов суспензировали 5 г 
SiO2 (Sigma Aldrich) в 50 см3 HCl, непре-
рывно перемешивая, после чего трижды 
промывали в 50 см3 смеси метанола и со-
ляной кислоты в соотношении 1:1, непре-
рывно перемешивая. Затем, в течение  
3 минут отмывали диоксид кремния от 
кислоты в 100 см3 воды. Оставляли на 20 
минут, после чего отбирали надосадоч-
ную жидкость. Стадию отмывки повто-
ряли пять раз. Переносили в центрифуж-
ную пробирку и центрифугировали при 
5000 g в течение 3 минут. Добавляли 1.5 
объёма воды и перемешивали. Готовый 
сорбент использовали для очистки ДНК.  

Очистка модифицированной ДНК. К 
полученным образцам модифицирован-
ной ДНК добавляли 15 мкл суспензии 
SiO2, после чего тщательно перемеши-
вали в течение 1-2 минут. Далее, к рас-
твору приливали 2.5 объема изопропа-
нола и снова тщательно перемешивали. 
Суспензию центрифугировали при 5000 g 
в течение 7 минут. Надосадочную жид-
кость удаляли, а осадок промывали путём 
добавления 600 мкл 96% этанола с после-
дующем центрифугированием в течение 
1 минуты. Надосадочную жидкость уда-
ляли и повторяли промывку 96% этано-
лом еще раз. Осадок промывали 80% эта-
нолом, высушивали с открытой крышкой 
в течении 5-7 минут при 37⁰С. ДНК с ча-
стиц диоксида кремния элюировали во-
дой.  
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Десульфонирование модифициро-
ванной ДНК осуществляли путем инку-
бации с 0.3 М NaOH в течение 20 минут 
при 37°С. Для осаждения ДНК из рас-
твора добавляли 2 мкл раствора глико-
гена в концентрации 20 мг/см3, 35 мкл, 
10М ацетата аммония и 3 объема 80% эта-
нола, после чего инкубировали не менее 
20 минут при -20⁰С. Затем, центрифуги-
ровали в течение 30 минут при 13 000 g, 
дважды промывали охлажденным 80% 
этанолом, высушивали и растворяли в 
воде, свободной от ДНКаз. 

Обсуждение результатов 
Качественный анализ обработанной 

ДНК при проведении электрофореза в 1% 
агарозном геле позволил обнаружить 
присутствие модифицированной ДНК на 
электрофореграмме (Рис. 2Б). Количе-
ственный анализ ДНК после четырех ста-
дий бисульфитной обработки проводился 
спектрофотометрически на приборе Evo-
lution 260 Bio (Thermo Fisher Scientific, 

США) в 0.09% растворе при 260 и 320 нм. 
Установлено, что концентрация ДНК в 
обработанных бисульфитом образцах со-
ставляла 1 мкг. Потери ДНК в процессе 
всех манипуляций – 33.3%.  

Для проверки пригодности получен-
ной ДНК для анализа метильного статуса 
отдельных CpG-динуклеотидов прово-
дили метил-специфичную ПЦР с исполь-
зованием праймеров к гену GDH2 глута-
матдегидрогеназы кукурузы (таблица 1) с 
применением ScreenMix (ЗАО «Евро-
ген», Москва). Амплификацию осу-
ществляли на приборе Mini AMP Thermal 
cycler (Thermo Fisher, США) по схеме: 
предварительная денатурация (10 минут, 
95оС), собственно амплификация (35 цик-
лов), финальная элонгация (10 минут, 
72оС). В ходе 35 циклов амплификации 
проводили денатурацию (30 сек, 95оС), 
амплификацию (30 сек, 53оС), элонгацию 
(30 сек, 72оС) [14].  

Таблица 1. Праймеры для метил-специфичной ПЦР к гену GDH2 
Table 1. Primers for methyl-specific PCR to the GDH2 gene  

Ген Название Положение 
цитозина Последовательность Размер ампли-

кона, п.н. 

G
D

H
2 

Прямой М 

1 -304 

AGATAAGTTAGTTATGG-
GATGGGC 

175 

Обратный 
М 

TACGTCTTCTTAATAACCAAAC-
GAA 

Прямой U AGATAAGTTAGTTATGG-
GATGGGTG 

Обратный 
U 

TACATCTTCTTAATAAC-
CAAACAAA 

Прямой М 

2 -263 

GGTAAGTGGACGGAAAAGGA 

203 

Обратный 
М 

TACGTCTTCTTAATAACCAAAC-
GAA 

Прямой U GGTAAGTGGATGGAAAAGGA 
Обратный 

U 
TACATCTTCTTAATAAC-

CAAACAAA 

Прямой М 

3 -185 

GGTTCGGTTTAGTTTTGAAA-
TAAT 

275 

Обратный 
М 

TACGTCTTCTTAATAACCAAAC-
GAA 

Прямой U GGTTCGGTTTAGTTTTGAAA-
TAAT 

Обратный 
U 

TACATCTTCTTAATAAC-
CAAACAAA 
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Визуализацию ПЦР-продуктов осу-
ществляли в 2% агарозном геле в присут-
ствии бромистого этидия при силе тока 
50-100 мА, напряжении электрического 
поля 140В, длительность разделения 
фрагментов ДНК – 30 минут [6-8]. Для 
визуализации использовали трансиллю-
минатор Serva Blue cube 300 (SERVA 
Electrophoresis GmbH, Германия) с дли-
ной волны 312 нм.  

Полученные ПЦР продукты соответ-
ствовали теоретическому размеру: 175 
п.н., 203 п.н. и 275 п.н., соответственно, 
что указывает на то, что амплификация 
прошла успешно и очищенная ДНК при-
годна к использованию в исследованиях 
анализа степени метилирования методом 
метил-специфичной ПЦР (рис. 3).  

Заключение 

В ходе проведенного исследования 
был разработан относительно простой, 
недорогой и эффективный метод очистки 
модифицированной бисульфитом натрия 
ДНК, который позволил получить при-
годную для исследования ДНК-матрицу. 
Потери целевого продукта, в ходе прове-
денных манипуляций составили порядка 
33%, что является допустимым и демон-
стрирует эффективность разработанного 
метода. 
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Авторы заявляют, что у них нет из-

вестных финансовых конфликтов интере-
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Идентификация электрофоретическим способом продуктов 
рестрикционного анализа по сайту GATC геномной ДНК пшеницы 
при солевом стрессе 
 
Дмитрий Николаевич Федорин1, 
Виктория Олеговна Чуйкова1, Александр Трофимович Епринцев1✉ 

1Воронежский государственный университет, Воронеж, Россия, bc366@bio.vsu.ru✉ 
 
Аннотация. Современные методы исследования нуклеиновых кислот показали наличие в составе 
ДНК модифицированных азотистых оснований, главным образом, в виде их метилирования. Несмотря 
на то, что за последние несколько десятилетий было проделано много работы по выяснению роли 5-
метилцитозина, только в последнее время было признано, что N(6)-метиладенин (6mA) - N6-метиладе-
нин присутствует в количественных и биологически активных уровнях в ДНК эукариотических клеток. 
Установлено, что содержание 6mА может варьировать более чем на порядок в пределах изогенной по-
пуляции организмов и уровни 6mА у этих организмов могут быть особенно чувствительны к незначи-
тельным изменениям в окружающей среде, например, к стрессовым факторам. Метилспецифичная ре-
стрикция эндонуклеазой Mal 1 позволила выявить изменение аденилатного метильного статуса ДНК 
клеток листьев пшеницы в условиях солевого стресса. Это рестрицирующий фермент, распознающий 
метилированный аденин в составе последовательности нуклеотидов GATC и осуществляющий сим-
метричную рестрикцию по данному сайту. Применение гуанидин-изотиоцианатной экстракции позво-
лило выделить общую ДНК из клеток листьев пшеницы практически без следов деградации, что явля-
ется необходимым условием для дальнейших аналитических исследований. Использование электрофо-
ретического метода, обеспечивающего разделение фрагментов рестрикции на основе их заряда и раз-
мера, позволило оценить метильное состояние исследуемой последовательности ДНК листьев пше-
ницы в разных экспериментальных условиях. Анализ результатов рестрикционного анализа образцов 
ДНК пшеницы в разные часы засоления указывает, что в исследуемых образцах значительно меняется 
характер распределения продуктов рестрикции на основе их размера, что свидетельствует об измене-
нии метильного статуса аденина в составе сайта GATC. Результаты денситометрии свидетельствуют 
об увеличении продуктов рестрикции по анализируемым сайтам. Относительно контрольного вари-
анта, где обнаружены, в основном, высокомолекулярные рестрикционные фрагменты, на 24 час инку-
бации растений в растворе хлорида натрия основная доля продуктов рестрикции эндонуклеазой Mal 1 
приходилась на низкомолекулярные. Увеличение продуктов рестрикции геномной ДНК пшеницы на 
24 час эксперимента свидетельствует о большем количестве метилированного аденина в составе сайта 
GATC в данный период эксперимента. Изменение характера распределения метилирования аденина 
может являться регуляторным механизмом контроля адаптивной реакции клеточного метаболизма ли-
стьев пшеницы на уровне экспрессионной активности соответствующих генов. 
Ключевые слова: Triticum aestivum, рестрикция, аденин, метилирование ДНК, солевой стресс. 
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Electrophoretic identification of restriction analysis products at the GATC 
site of wheat genomic DNA under salt stress 
 
Dmitry N. Fedorin1, Victoria O. Chuikova1, Alexander T. Eprintsev1✉ 
1Voronezh State University, Voronezh, Russian Federation, bc366@bio.vsu.ru✉ 
 
Abstract. Modern methods for the study of nucleic acids have shown the presence of modified nitrogenous 
bases in DNA, mainly, in the methylated form. Although many study were performed over the past few decades 
to elucidate the role of 5-methylcytosine, it has only recently been recognized that N(6)-methyladenine (6mA) 
- N6-methyladenine is present in quantitative and biologically active levels in the DNA of eukaryotic cells. It 
was established that 6mA content can vary by more than an order of magnitude within an isogenic population 
of organisms and 6mA levels in these organisms can be particularly sensitive to minor changes in the environ-
ment, for example, to stress factors. Methyl-specific restriction using Mal 1 endonuclease allowed to reveal 
changes in the adenylate methyl status of DNA in leaf cells of wheat under salt stress. This is a restriction 
enzyme that recognizes methylated adenine in the GATC nucleotide sequence and performs a symmetrical 
restriction at this site. The use of guanidine-isothiocyanate extraction allowed to isolate total DNA from leaf 
cells of wheat with virtually no signs of degradation, which is a necessary condition for further analytical 
studies. The use of the electrophoretic method, which ensures the separation of restriction fragments based on 
their charge and size, allowed to estimate the methyl state of the studied wheat leaf DNA sequence under 
different experimental conditions. Analysis of the results of restriction analysis of wheat DNA samples at dif-
ferent hours of salinity indicated that the distribution of restriction products based on their size significantly 
changes in the studied samples, which indicated a change in the methyl status of adenine in the GATC site. 
The results of densitometry indicate an increase in restriction products at the analysed sites. In comparison with 
the control variant, where mainly high molecular weight restriction fragments were found, at 24 h of incubation 
of plants in sodium chloride solution, the main share of products obtained by restriction with Mal 1 endonu-
clease was presented by low molecular weight fragments. An increase in wheat genomic DNA restriction prod-
ucts at the 24th hour of the experiment indicates a higher amount of methylated adenine in the GATC site 
during this period of the experiment. The changed in the distribution of adenine methylation may be a regula-
tory mechanism for the control of the adaptive response of cell metabolism in wheat leaves at the expression 
level of the corresponding genes. 
Keywords: Triticum aestivum, restriction, adenine, DNA methylation, salt stress. 
Acknowledgments: this work was supported by the Ministry of Science and Higher Education of the Russian 
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Введение 
Солевой стресс, как важный фактор в 

исследовании адаптивной реакции расте-
ний, исследуется на уровне ферментатив-
ных систем [1, 2]. Одним из основных ме-
ханизмов адаптации растений к высо-
кому содержанию солей является ограни-
чение поступления Na+ в особо чувстви-
тельные к засолению ткани. Для осу-
ществления данного механизма важное 
значение играют цитоплазма и вакуоль, 

которые обеспечивают осмотический ба-
ланс в том числе за счет дополнительного 
биосинтеза осмолитов и накопления 
ионов калия. Биосинтетические про-
цессы, направленные на адаптацию к за-
солению, требуют притока энергии, необ-
ходимой для координации углеводного и 
азотного обмена [3]. Полученные ранее 
данные свидетельствуют, что солевой 
стресс вызывает изменение содержания 
мРНК генов ряда изоферментов, что кор-
релирует с их ферментативной активно-
стью в данных условиях. При этом, 
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между метильным статусом промоторов 
генов, в составе которых обнаружены 
CpG-островки, и уровнем их транскрип-
тов наблюдается зависимость [4, 5]. Не-
смотря на то, что за последние несколько 
десятилетий было проделано много ра-
боты по выяснению роли 5-метилци-
тозина, только в последнее время было 
признано, что N6-метиладенин (6mA) при-
сутствует в количественных и биологиче-
ски активных уровнях в ДНК эукариоти-
ческих клеток. Несколько исследований 
показали, что метилирование N6-аденина 
коррелирует с повышенной экспрессией 
генов [6]. Анализ кристаллической струк-
туры ДНК показал, что 6мА может изме-
нить ее вторичную структуру за счет из-
менения как стабильности пары основа-
ний, так и укладки оснований [7], что 
напрямую отражается в характере взаи-
модействия с факторами транскрипции. 

Относительно немного данных име-
ется о функциональной важности ДНК-
6mA в геномах эукариотических организ-
мов, в том числе и о роли 6mA в динами-
ческой регуляции биологических процес-
сов [8, 9]. Предполагается, что уровни 
6mА у эукариот могут быть особенно чув-
ствительны к незначительным измене-
ниям в окружающей среде, например, к 
стрессовым факторам [6, 10]. В частно-
сти, установлена светозависимость ско-
рости функционирования аденин-ДНК-
метилтрансфераз, что находит свое отра-
жение в увеличении числа метилирован-
ных аденинов в сайтах GATC. Появление 
в клетке активной формы фитохрома при 
облучении красным светом вызывает уве-
личение доли метилированных аденинов 
в промоторе гена цитратсинтазы. Меха-
низмом регуляции в данном случае явля-
ется контроль экспрессии гена n6amt1 
[11]. Целью данного исследования явля-
лось изучение изменения аденилатного 
метильного статуса ДНК по сайтам 
GATC в листьях пшеницы в условиях за-
соления 150 мМ хлоридом натрия. 

 

Экспериментальная часть 
В качестве объекта исследования были 

использованы листья 14-дневной пше-
ницы (Triticum aestivum L.), которая была 
выращена гидропонным способом при 
дневном 12 часовом световом дне с ин-
тенсивностью света 90 мкмоль кван-
тов·м-2·с-1 при температуре окружающей 
среды 25оС. 

Постановка эксперимента по дей-
ствию солевого стресса осуществлялась 
путём помещения растений из опытной 
группы, с предварительно удаленной 
корневой системой, в 150 мМ водный 
раствор хлорида натрия (NaCl) на 24 часа. 
В качестве контрольной группы исполь-
зовались растения, помещённые в воду на 
24 часа. У данной группы корневая си-
стема также предварительно удалялась. 
Образцы для исследования отбирались 
через 6, 12 и 24 часа от начала экспери-
мента. 

Геномную ДНК из листьев пшеницы 
выделяли методом фазового распределе-
ния, основанном на фенол-хлороформ-
ной экстракции. Специфическим осади-
телем в нашей работе выступал ацетат 
аммония [12].  

Для обнаружения метилированного 
статуса геномной ДНК по аденину ис-
пользовали фермент Mal 1 (SibEnzyme, 
Россия). Картину специфического гидро-
лиза геномной ДНК из листьев пшеницы 
в условиях различного светового режима 
определяли методом ограниченного ре-
стрикционного анализа (расщепление мо-
лекулы ДНК по специфическим сайтам) 
при обработке 2 мкг ДНК, при помощи 1 
единицы фермента в течение 4 часов при 
37оС [13]. 

Качественный анализ ДНК проводили 
путем электрофоретического исследова-
ния в геле 1% агарозы в течение 40 мин 
при напряжении 60 В. Электрофоретиче-
ское разделение нуклеиновых кислот 
осуществляли в электродном (TAE) бу-
фере: 200 мМ Трис, 100 мМ уксусная кис-
лота, 50 мМ ЭДТА, pH 8.4.  Красителем 
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выступал бромистый этидий, являю-
щийся интеркалирующим и флуоресци-
рующим при встраивании в молекулу 
нуклеиновой кислоты. 

Денситометрический анализ гелей 
осуществляли с применением программ-
ного обеспечения GelAnalyzer 19.1 
(www.gelanalyzer.com). 

Опыты проводились в 3-х кратной 
биологической и 4-х кратной аналитиче-
ской повторности. В таблицах и на рисун-
ках представлены данные опытов, в кото-
рых каждое значение это среднее ариф-
метическое, посчитанное по результатам 
трех повторностей. Данные были под-
вергнуты двустороннему дисперсион-
ному анализу (ANOVA) с использова-
нием программного обеспечения для ана-
лиза данных STATISTICA версии 9 
((Statsoft Wipro, East Brunswick, NJ, 
USA). Результаты представлены в виде 
средних значений и стандартных откло-
нений (SD). Обсуждаются статистически 
значимые различия при p<0.05 [14].  

Обсуждение результатов 
Для оценки метильного статуса геном-

ной ДНК листьев пшеницы в условиях за-
соления 150 мМ хлоридом натрия из ис-
следуемых образцов была выделена ге-
номная ДНК с использованием метода гу-
анидин-изотиоцианатной экстракции без 

следов деградации, что является необхо-
димым условием для дальнейшего прове-
дения аналитических исследований (рис. 1). 

Для анализа метильного статуса аде-
нина (по сайту GATC) в составе ДНК был 
применен метод рестрикционного ана-
лиза с использованием эндонуклеазы Mal 
1, обеспечивающий симметричное рас-
щепление ДНК по сайту Gm6A^TC, в со-
ставе которого аденин метилирован [15]. 

Полученные результаты метилспеци-
фичной рестрикции с применением эндо-
нуклеазы Mal 1 свидетельствуют об изме-
нении метильного статуса ДНК клеток 
листьев пшеницы в условиях солевого 
стресса. При воздействии хлорида натрия 
на растения в геноме ДНК исследуемых 
растений наблюдается существенное от-
личие в количестве продуктов рестрикци-
онного анализа, что находит отражение в 
изменении числа рестрикционных фраг-
ментов на агарозном геле после электро-
форетического разделения. Агарозный 
гель позволяет эффективно разделить 
продукты рестрикции на основании их 
размера. Величина отрицательного за-
ряда нуклеиновой кислоты слабо зависит 
от pH раствора, вследствие чего разделе-
ние на фракции происходит в основном 
за счет различия в линейных размерах 
молекул [16].  

Установлено, что значительно меня-
ется характер распределения метилиро-
ванного аденина в составе GATC сайтов. 

 
Рис. 1. Геномная ДНК из листьев пшеницы в условиях засоления. 0 – растения, экспо-

нируемые в стандартных условиях (контроль), 6 – растения, выдержанные в 150 мМ хло-
риде натрия в течение 6 часов, 12 – растения, выдержанные в 150 мМ хлориде натрия в те-
чение 12 часов, 24 – растения, выдержанные в 150 мМ хлориде натрия в течение 24 часов. 

Fig. 1. Genomic DNA from wheat leaves under salt stress conditions. 0 – plants incubated 
under standard conditions (control), 6 – plants incubated in 150 mM sodium chloride for 6 hours, 
12 – plants incubated in 150 mM sodium chloride for 12 hours, 24 – plants incubated in 150 mM 

sodium chloride for 24 hours. 
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Об этом свидетельствуют результаты ре-
стрикционного анализа, в ходе которого 
установлено изменение в размерах про-
дуктов специфического гидролиза по 
сайтам GATC. Следовательно, изменение 
паттерна метилирования аденина носит 
солезависимый характер. При денсито-
метрическом анализе результатов элек-
трофоретического разделения продуктов 
специфического рестрикционного ана-
лиза геномной ДНК пшеницы по сайтам 
GATC в разные часы засоления наблюда-
ется изменение профиля метилирования 
анализируемой ДНК по аденину. Резуль-
таты денситометрии свидетельствуют об 
увеличении продуктов рестрикции по 

анализируемым сайтам (рис. 2). Относи-
тельно контрольного варианта, где обна-
ружены, в основном, высокомолекуляр-
ные рестрикционные фрагменты, на 24 
час инкубации растений в растворе хло-
рида натрия основная доля продуктов ре-
стрикции эндонуклеазой Mal 1 приходи-
лась на низкомолекулярные. Следова-
тельно, к 24 часу солевого стресса в рас-
тениях пшеницы увеличился адениновый 
метильный статус геномной ДНК.  

Анализ результатов рестрикционного 
анализа образцов ДНК пшеницы в разные 
часы засоления указывает, что в исследу-
емых образцах значительно меняется ха-

 
Рис. 2. Денситограмма образцов геномной ДНК пшеницы при солевом стрессе, под-

вергшихся рестрикции эндонуклеазой Mal 1. ДНК – геномная ДНК из листьев пшеницы. 
0 – растения, экспонируемые в стандартных условиях (контроль), 6 – растения, выдер-
жанные в 150 мМ хлориде натрия в течение 6 часов, 12 – растения, выдержанные в 150 
мМ хлориде натрия в течение 12 часов, 24 – растения, выдержанные в 150 мМ хлориде 

натрия в течение 24 часов. 
Figure 2. Densitogram of wheat genomic DNA samples under salt stress subjected to re-

striction with Mal 1 endonuclease. DNA - genomic DNA from wheat leaves. 0 – plants incu-
bated under standard conditions (control), 6 – plants incubated in 150 mM sodium chloride for 6 
hours, 12 – plants incubated in 150 mM sodium chloride for 12 hours, 24 – plants incubated in 

150 mM sodium chloride for 24 hours. 
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рактер распределения продуктов ре-
стрикции, пройденное ими расстояние 
при электрофоретическом разделении в 
1% агарозном геле от стартовой точки, 
что свидетельствует об изменении ме-
тильного статуса аденина в составе сайта 
GATC (табл. 1). Показано, что для кон-
трольных растений (0 часов) характерно 
наличие крупных продуктов рестрикции, 
о чем свидетельствуют фрагменты, про-
шедшие расстояние от 125 до 410 мм в ге-
левой пластинке. На 6 и 12 час экспози-
ции растений в 150 мМ растворе хлорида 
натрия наблюдается изменение размера 
рестрикционных фрагментов, которые 
имеют меньший размер по сравнению с 

рестрикционными фрагментами кон-
трольных растений. В этих образцах ре-
стрикционные фрагменты располагались 
в пределах от 300 до 750 мм от стартовой 
точки на геле.  

К 24 часу экспозиции растений пше-
ницы в 150 мМ растворе хлорида натрия 
обнаружено максимальное количество 
продуктов рестрикции по сайту GATC, 
которое составляет 12. Увеличение про-
дуктов рестрикции геномной ДНК пше-
ницы на 24 час эксперимента свидетель-
ствует о большем количестве метилиро-
ванного аденина в составе сайта GATC в 
данный период эксперимента. При этом 
основное количество рестрикционных 
фрагментов имеет небольшой размер, что 

Таблица 1. Распределение продуктов рестрикции геномной ДНК пшеницы эндонуклеазой 
Mal 1 при засолении 
Table 1. Distribution of restriction products of wheat genomic DNA by Mal 1 endonuclease under 
salt stress 

Расстояние от стартовой 
точки, мм 

Время экспозиции в 150 мМ растворе 
хлорида натрия, час 

0 6 12 24 
125 +    
150 +    
210    + 
270 +    
300   +  
330   +  
350    + 
370 +    
400   +  
410 + +   
420   +  
460  +   
500  +   
510    + 
530  +   
560    + 
570    + 
600  + +  
610    + 
650    + 
660    + 
670    + 
740   +  
750   +  
760    + 
780    + 
850  +   
910 +   + 
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отражается в пройденном ими расстоя-
нии от начала геля.  10 из 12 продуктов 
рестрикции находились в пределах от 510 
до 910 мм от стартовой точки на гелевой 
пластинке. 

Заключение 
Проведенные исследования по метил-

специфичной рестрикции геномной ДНК 
пшеницы с применением эндонуклеазы 
Mal 1 свидетельствуют об изменении ее 
метильного статуса в условиях солевого 
стресса. Изменение количества продук-
тов рестрикции указывает на различие в 
метильном статусе ДНК пшеницы в зави-
симости от времени действия солевого 
стресса на растения. Увеличение количе-
ства продуктов рестрикции к 24 часу экс-
позиции растений в 150 мМ растворе хло-
рида натрия указывает на увеличение ко-
личества метилированного аденина в сай-
тах GATC, специфически гидролизуемых 
эндонуклеазой Mal 1.  

Следовательно, изменение паттерна 
метилирования аденина носит солезави-
симый характер. По мере развития адап-
тивной реакции клеточного метаболизма 
на засоление в клетках листьев пшеницы 
увеличивается метильный статус геном-
ной ДНК по аденину, что обусловлено ак-
тивацией аденин-ДНК-метилтрансфера-
зой. Метилирование N6-аденина вызы-
вает увеличение экспрессионной актив-
ности генов [6], в том числе и генов, от-
ветственных за синтез осмолитов, что мо-
жет выступать механизмом адаптации к 
действию стрессового фактора. 

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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Памяти профессора В.Н. Попова 

 
Смерть Попова Василия Николаевича 13 апреля 

2023 года поразила всех внезапностью. Василий Ни-
колаевич более 25 лет проработал в Воронежском 
государственном университете, в последнее время 
заведующим кафедрой и проректором по научной 
работе, а с 2019 года был назначен ректором Воро-
нежского государственного университета инженер-
ных технологий. 

Василий Николаевич успешно закончил школу № 
73 г. Воронежа с золотой медалью и после поступле-
ния на биолого-почвенный факультет в 1991 году 
специализировался по кафедре биохимии и физио-
логии клетки. Его целеустремленная учеба позво-
лила успешно закончить университет экстерном за 4 
года. В течение двух лет выполнил и успешно защи-
тил кандидатскую диссертацию на тему: «Особенно-
сти организации и ферментативной регуляции мета-
болизма сукцината» (1997), в которой было пока-

зано, что интенсификация метаболизма сукцината связана с работой глиоксилатного 
цикла как в растительных, так и в животных тканях. За проведенные исследования 
был удостоен премии Европейской Академии для молодых учёных из стран СНГ и 
Государственной премии Российской Федерации в области науки и техники для мо-
лодых учёных. Являлся стипендиатом Федерации европейских биохимических об-
ществ и стипендиатом Фонда Александра фон Гумбольдта. 

В 2001 году работал приглашенным профессором в Университете города Кампи-
нас, Бразилия. В следующем году занимал должность стажера-исследователя по про-
грамме INTAS в Свободном университете города Амстердам, где освоил современные 
методы исследований по молекулярной биологии, идентификации и экспрессии ге-
нов. Вернувшись в Россию, активно работал в научных лабораториях кафедры биохи-
мии и физиологии клетки. Научные исследования Василия Николаевича были связаны 
с выяснением важнейших вопросов ферментативной и молекулярной регуляции мета-
болизма. Докторская диссертация на тему: «Роль процессов свободного окисления 
дыхательных субстратов в метаболизации жирных кислот и защите от активных форм 
кислорода» успешно была защищена в 2003 году. Было показано, что нейтральные 
липиды являются основной запасной формой органического вещества, и от возмож-
ности их быстрой утилизации зависит скорость адаптации организма. Причем β-окис-
ление жирных кислот может протекать как в митохондриях, обеспечивая энергетиче-
ские потребности клетки, так и в пероксисомах. 

Василий Николаевич был великолепным педагогом и читал лекции по биохимии, 
молекулярной биологии, биоэнергетике и другим курсам. Особенно студентам нрави-
лись его увлекательные лекции по биохимии. Под его руководством были защищены 
более 15 кандидатских диссертаций и 1 докторская работа. Проходил стажировку по 
программе CRDF-Фонда Владимира Потанина в Университете штата Юта по управ-
лению научными исследованиями. 

С 2006 года Василий Николаевич являлся президентом Российского союза моло-
дых ученых. Был приглашенным редактором специального выпуска журнала 
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Biochimica et Biophysica Actа - Bioenergetics. C 2007 года занимал должность замести-
теля председателя Координационного Совета по делам молодежи в научно-образова-
тельной сфере при Совете по науке, образованию и технологиям при Президенте РФ. 

Василий Николаевич Попов в 2008 году возглавил кафедру генетики, цитологии и 
биоинженерии, где продолжил изучение сопряженного и несопряженного митохон-
дриального дыхания на разных модельных объектах. Сначала это были сугубо био-
энергетические исследования на изолированных митохондриях шмелей и мышей. Но 
позже к биохимическим методам добавились и молекулярно-генетические, например 
измерение экспрессии генов, оценка целостности мтДНК с помощью полимеразной 
цепной реакции и, конечно же, секвенирование нуклеотидов. Толчком к развитию 
данного направления, безусловно, стала статья, опубликованная в журнале Nature в 
2016 году, где были описаны новые подходы к созданию библиотек для секвенирова-
ния на платформе Ion Torrent. Изначально секвенирование применялось для оценки 
мутационного профиля пациентов с онкологическими заболеваниями. Так были оха-
рактеризованы мутационные профили пациентов с раком груди и раком почки. Позже 
секвенирование было использовано для оценки бактериального состава кишечного 
микробиома мышей и человека при различных патологических состояниях. Василий 
Николаевич нашел применение молекулярно-генетических методов и в агробиотех-
нологиях. Были разработаны способы и подходы для идентификации сельскохозяй-
ственных вредителей и энтомофагов.  

За время работы на кафедре генетики, цитологии и биоинженерии Василий Нико-
лаевич не только привнес классическую биохимию, но развил генетические направ-
ления на уровне мировых лабораторий. В 2018 году это нашло общественное призна-
ние, когда коллективу исследователей кафедры был присвоен статус ведущей научной 
школы Советом по грантам Президента Российской Федерации.  

В 2018 году избран профессором Российской академии наук.  
С 2019 года Василий Николаевич возглавил Воронежский государственный уни-

верситет инженерных технологий, при этом продолжал работать на кафедре генетики, 
цитологии и биоинженерии.  

За четырехлетний период работы ему удалось многое сделать. Сплотить коллектив, 
создать лабораторию метагеномики и пищевых биотехнологий. На новом месте он 
также активно включился в работу, связанную с пищевой промышленностью, но 
только уже с багажом опыта молекулярно-генетических методов. Разработаны спо-
собы секвенирования кисломолочных и мясных продуктов питания с целью коррект-
ной идентификации бактерий, и оценки обсеменения продукции эукариотическими 
микроорганизмами, например дрожжами и плесенью. 

Василий Николаевич публиковал научные материалы в высокорейтинговых жур-
налах с высоким индексом цитирования, первого квартиля.  

 
Светлая Вам память, дорогой Василий Николаевич! 
 
 
А.Т. Епринцев, В.А. Агафонов 
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Памяти профессора В.Н. Майстренко 

 
17 мая 2023 безвременно скончался заведу-

ющий кафедрой аналитической химии Уфим-
ского университета науки и технологий, (быв-
ший Башкирский государственный универси-
тет), доктор химических наук, профессор Вале-
рий Николаевич Майстренко. Талантливый 
учёный, блестящий организатор и прекрасный 
человек, всей душой преданный аналитической 
химии. 

Валерий Николаевич родился в п. Нови-
ковка Аургазинского района Башкирской 
АССР, и в 1970 г. закончил химический фа-
культет Башкирского госуниверситета. Дальше 
было поступление в аспирантуру при Казан-
ском университете, служба в Вооружённых си-
лах и защита в 1975 г. кандидатской диссерта-
ции. 

После защиты Валерий Николаевич принял 
решение вернуться домой, в родную Башки-

рию. С 1975 г. он работал в alma-mater на различных должностях. В 1990 г. защитил 
докторскую диссертацию. В 1990-1993 годах – декан химического факультета. 
В 1993 г. Валерий Николаевич был приглашён на работу в создаваемый НИИ безопас-
ности жизнедеятельности на должность сначала заместителя директора по науке, а с 
1996 года – директора. В это время в Республике Башкортостан, после аварии с вы-
бросом фенола, остро стояла проблема создания программ экологического монито-
ринга состояния окружающей среды. Валерий Николаевич с нуля начал заниматься 
данной проблемой, и создал один из ведущих в России научных центров в области 
аналитической химии объектов окружающей среды, экологии и безопасности жизне-
деятельности. В институте была организована одна из лучших в России лабораторий 
по контролю содержания диоксинов и стойких органических загрязнителей в объек-
тах окружающей среды. Работая над проблемами экологии Башкортостана, Валерий 
Николаевич не забывал и про родной университет, работая на должности заведую-
щего кафедрой неорганической химии. 

В 2012 г. В.Н. Майстренко становится заведующим кафедрой аналитической хи-
мии. И снова Валерию Николаевичу пришлось начинать с нуля, поскольку в тот мо-
мент материальная база на кафедре почти отсутствовала. За 11 лет руководства ка-
федра аналитической химии полностью преобразилась. Создано новое направление в 
области вольтамперометрии – хиральные электрохимические сенсоры. На сегодняш-
ний день единственные в стране специалисты в этой области работают в Уфе. В годы 
руководства кафедрой выиграно 8 грантов РНФ, а также множество других конкурсов 
и грантов. Кафедра аналитической химии по уровню научной работы стала одной из 
ведущих во всём университете.  

В.Н. Майстренко вёл активную общественную деятельность. Так, долгие годы он 
был активным членом Научного совета РАН по аналитической химии (НСАХ). В 
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последние годы Валерий Николаевич трудился председателем комиссии по электро-
химии НСАХ и членом бюро совета. Также В.Н. Майстренко работал председателем 
Научного совета АН РБ по экологии и природопользованию и состоял в нескольких 
диссертационных советах. Долгие годы Валерий Николаевич являлся членом редкол-
легии «Журнала аналитической химии». Также он был избран член-корреспондентом 
Академии наук Республики Башкортостан. 

В.Н. Майстренко был известен и как организатор более чем 10 Всероссийских кон-
ференций по проблемам аналитической химии объектов окружающей среды и элек-
трохимического анализа. Его книги в области экологического мониторинга и электро-
химического анализа стали золотым фондом российской науки. Валерий Николаевич 
был всемирно признанным специалистом в области электрохимических методов ана-
лиза и оставил после себя множество учеников и коллег, которым открыл путь в боль-
шую науку.  

Уход Валерия Николаевича – невосполнимая утрата для российской аналитической 
химии. Светлая память о Валерии Николаевиче навсегда сохранится в наших сердцах. 

Редакция журнала «Сорбционные и хроматографические процессы» вместе с кол-
лективом кафедры аналитической химии Уфимского университета науки и техноло-
гий выражает глубокие соболезнования родным и близким Валерия Николаевича.  
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ПРЕДСТАВЛЯЕМ ПРОДУКЦИЮ:
Biotage AB (Швеция) – пробоподготовка, органический и пептидный синтез
Chromacon (Швейцария) – препаративные системы для непрерывной хроматографии
Knauer GmbH (Германия) – препаративная и аналитическая хроматография
Nouryon (Швеция) – сорбенты и колонки для хроматографии
A.I.T.France (Франция) – оборудование для безопасной работы с растворителями

ПРОИЗВОДИМ:
сорбенты для хроматографии
концентрирующие патроны «Диапак»
аналитические ВЭЖХ-колонки «Диасфер» и «Наутилус» 
аналитические комплекты для экологического анализа
и контроля подлинности и безопасности продуктов питания и кормов
препаративные колонны динамического аксиального сжатия AXIOMA
диаметром 100 и 200 мм для очистки субстанций методом ВЭЖХ
стеклянные колонки аксиального сжатия диаметром от 24 до 450 мм, объемом до 50 л
автоматизированные хроматографические комплексы низкого давления
AXIOMA для очистки субстанций с потоками элюента до 1 литра в минуту

Увеличьте производительность пептидного и 
органического синтеза, используя микроволновые 
реакторы Initiator+. Для быстрой очистки получен-
ных соединений используйте флеш-хроматографы 
Select. Высокоскоростные упариватели позволят 
вам получить готовое вещество из раствора за счи-
танные минуты.Быстрота получения результатов, 
удобство работы и надежность оборудования – 
девиз компании Biotage.

Компания Chromacon с препаративной хро-
матографической системой Contichrom не имеет 
аналогов в мире. Она позволяет в непрерывном 
режиме MCSGP нарабатывать высокоочищенные 
субстанции, а в режиме N-Rich – примеси с про-
изводительностью и качеством, не достижимыми 
традиционными методами.

Препаративные хроматографические системы 
AZURA позволяют на одном приборе и разраба-
тывать, и масштабировать метод очистки за счет 
широкого диапазона скоростей потока и разноо-
бразия используемых модулей в блоках Assistant.

Автоматизированное оборудование Biotage 
для подготовки проб позволит сделать рутинную 
работу легкой и займет совсем немного времени, 
а хроматографические сорбенты и ВЭЖХ-колонки 
Kromasil (Nouryon) незаменимы, если важна мак-
симальная воспроизводимость от партии к партии 
как в контроле фармацевтических препаратов, так 
и в технологиях очистки.

Простое оборудование A.I.T.France обеспечит 
безопасную работу Вашего персонала с элюентами, 
содержащими токсические компоненты и раство-
рители.

К нам обращаются фармацевтические компании и другие организации для разработки технологий 
очистки субстанций «под ключ» и наработки стандартных образцов или примесей субстанций, 
когда это сложно или невыгодно делать на собственном производстве. Мы изучаем и сравниваем 
существующие методы очистки, опираясь на 30-летний опыт работы, добиваемся целевых показателей, 
масштабируем результаты, подбираем оборудование и расходные материалы, обучаем персонал заказ-
чика. Не занимаемся технологиями очистки в нормально-фазовом режиме с применением органических 
растворителей в качестве элюентов.

Рассматриваем работы как по выделению и очистке небольших количеств субстанций или при-
месей, так и технологии очистки промышленного масштаба. Внедрим технологию на вашем произ-
водстве, используя современные непрерывные технологии очистки и колонки большого диаметра, 
увеличим производительность, снизим риск ошибок, обеспечим устойчивость технологического 
процесса.

ХРОМАТОГРАФИЯ – ОБЛАСТЬ 
НАШЕЙ КОМПЕТЕНЦИИ
инновации, технологии, оборудование
и расходные материалы

РАЗРАБАТЫВАЕМ:
технологии очистки субстанций
методы выделения и очистки примесей
сорбенты для всех видов
жидкостной хроматографии
методы контроля безопасности
и подлинности продуктов
питания и кормов
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