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Фенольные кислоты и полидатин плодов винограда 

и продукции его переработки 
 

Владимир Федорович Селеменев1, Виктор Иванович Дейнека2✉, 

Сергей Леонидович Макаревич3, Татьяна Викторовна Елисеева1, 

Дмитрий Николаевич Блинов2, Людмила Александровна Дейнека2 

1Воронежский государственный университет, Воронеж, Россия 
2Белгородский государственный национальный исследовательский университет, Белгород, Россия, 

dein1559vi@yandex.ru✉ 

3Белгородский филиал ФГБУ «ВНИИЗЖ», Белгород, Россия 

 

Аннотация. В работе установлено, что в плодах красного винограда и в продуктах его переработки 

основными фенольными кислотами являются не хлорогеновая (продукт ацилирования хинной кислоты 

кофейной), как указывается в ряде публикаций, а кафтаровая (продукт ацилирования винной кислоты 

кофейной) и коутаровая (продукт ацилирования винной кислоты п-кумаровой). Для хроматографиро-

вания исследованных образцов была выбрана стационарная фаза Symmetry C18 и подвижные фазы си-

стемы «ацетонитрил – 10 об.% муравьиной кислоты – вода», удобные при определении антоцианов 

винограда. Показано, что кафтаровая кислота во всех исследованных составах подвижной фазы полно-

стью отделяется от коутаровой и от трех изомерных монокофеоилхинных кислот (3-кофеоилхинной, 4-

кофеоилхинной и 5-кофеоилхинной), т.е. идентификация по временам удерживания этих кислот воз-

можна. Однако для хроматографирования следует выбирать составы подвижной фазы, при которых нет 

соэлюирования какой-либо из этих кислот с обычно присутствующим в экстрактах, соках и винах дель-

финидин-3-глюкозидом. Полное разделение указанных компонентов возможно как при относительно 

низком содержании ацетонитрила (менее 6 об.%) в подвижной фазе, так и при относительно высоком 

(не менее 8.5 об.%). Это позволило предложить вариант градиентного элюирования для разделения 

всех интересующих соединений. Градиентный режим требуется для элюирования из колонки всех ан-

тоцианов и сопутствующих экстрактивных веществ. 

При этом, предложенные условия разделения оказались благоприятными для детектирования полида-

тина (одного из изомерных глюкозидов ресвератрола). Это позволило опровергнуть еще одно распро-

страненное заблуждение, согласно которому ресвератрол (а не его глюкозид) является одним из важ-

нейших биологически активных веществ в винограде. В предложенных условиях значительно сильнее 

удерживаемый ресвератрол соэлюируется с одним из ацилированных антоцианов, но анализ площадей 

соответствующих пиков свидетельствует о том, что именно полидатин выступает доминирующей фор-

мой присутствия ресвератрола в винограде.  

Ключевые слова: ВЭЖХ, градиентный режим элюирования, виноград, кафтаровая, коутаровая, хло-

рогеновая кислоты, полидатин, ресвератрол. 

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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нека Л.А. Фенольные кислоты и полидатин плодов винограда и продукции его переработки // Сорбци-

онные и хроматографические процессы. 2024. Т. 24, № 2. С. 162-169. https://doi.org/10.17308/sorp-

chrom.2024.24/12121 
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Original article 
 

Phenolic acids and polydatin of grape and products of its processing 
 

Vladimir F. Selemenev1, Victor I. Deineka2, Sergey L. Makarevich3, 

Tatiana V. Eliseeva1, Dmitry N. Blinov2, Lyudmila A. Deineka2 
1Voronezh State University, Voronezh, Russian Federation 
2Belgorod State University, Belgorod, Russian Federation, deineka@bsu.edu.ru✉ 

3Belgorod branch of the Federal State Budgetary Institution "ARRIAH", Belgorod, Russian Federation 

 
Abstract. The paper established that in the fruits of red grapes and in the products of its processing, the main 

phenolic acids are not chlorogenic acids (the acylation product of quinic acid by caffeic one), as indicated in a 

number of publications, but caftaric acid (the acylation product of tartaric acid by caffeic one) and coutaric 

acid (the acylation product of tartaric acid by p-coumaric one). For chromatographic analysis of the studied 

samples, the stationary phase Symmetry C18 and the mobile phases of the “acetonitrile – 10 vol.% of HCOOH-

water” system were chosen, being convenient for determining grape anthocyanins. It was shown that caftaric 

acid in all studied mobile phase compositions is completely separated from coutaric acid and from three iso-

meric monocaffeoylquinic acids (3-caffeoylquinic, 4-caffeoylquinic and 5-caffeoylquinic), i.e. there is no con-

fusion between the retention times of these acids. But for chromatography, mobile phase compositions should 

be selected in which there is no co-elution of any of these acids with delphinidin-3-glucoside, which is usually 

present in extracts, juices and wines. Complete separation of these components is possible both with a relatively 

low acetonitrile content (less than 6 vol. %) in the mobile phase, and with a relatively high (at least 8.5 vol. %) 

as well. This made it possible to propose a gradient elution option for separating all compounds of interest. A 

gradient mode was needed to elute all anthocyanins and associated extractives from the column. 

It turned out that the proposed separation conditions were favorable for the detection of polydatin (one of the 

isomeric glucosides of resveratrol). This made it possible to establish another common misconception, accord-

ing to which it is claimed that resveratrol (and not its glucoside) is one of the most important biologically active 

substances in grapes. Under the proposed conditions, much more strongly retained resveratrol coelutes with 

one of the acylated anthocyanins, but analysis of the areas of the corresponding peaks indicates that polydatin 

is the dominant form of resveratrol in grapes. 

Keywords: HPLC, gradient elution mode, grapes, chlorogenic, coutaric, chlorogenic acids, polydatin, resveratrol. 
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Введение 

Хлорогеновая кислота (точнее, один 

из ее возможных изомеров – 5-кофеоил-

хинная кислота, I схема 1) является важ-

нейшим вторичным метаболитом многих 

растений [1], отвечающим за антиокси-

дантные свойства благодаря наличию в 

структуре радикала кофейной кислоты 

пары гидроксильных групп, находящихся 

в орто положении друг к другу [2]. Это 

соединение является одним из эфиров ко-

фейной и хинной кислот (I, схема 1). 

О наличии хлорогеновой кислоты в 

плодах винограда сообщается в работах 

[3-7]. Однако в других публикациях вме-

сто хлорогеновой обнаруживают кис-

лоты: кафтаровую (II, схема 1) (кофеоил-

винную) [8-12] и коутаровую (III, схема 1, 

продукт замены радикала кофейной кис-

лоты на радикал пара-кумаровой кис-

лоты [8]). При этом кафтаровая и коута-

ровая кислоты найдены и в других частях 

винограда [10, 13, 14], а в листьях – еще и 

хлорогеновая кислота [14]. Отметим, что 

и хлорогеновая, и кафтаровая кислоты со-

держат радикалы кофейной кислоты, что 

обеспечивает проявление антиоксидант-

ных свойств материалов, их содержащих, 

но биологическое действие этих кислот 

не эквивалентно [12]. 
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Еще два биологически активных веще-

ства упоминаются как важнейшие компо-

ненты плодов винограда – ресвератрол и 

один из его возможных глюкозидов поли-

датин (IV, схема 1). Информация об этой 

паре соединений также противоречива. В 

работе [15] указывается на большую роль 

ресвератрола из плодов винограда в пре-

дупреждении ряда заболеваний, в том 

числе, в проявлении так называемого 

«французского парадокса» – низкой ча-

стоты заболеваний сердечно-сосудистой 

системы при традиционной жирной ди-

ете. Накапливающийся только в кожуре 

плодов транс-ресвератрол определяли 

методом ВЭЖХ в работе [16] со спектро-

фотометрическим детектированием, а в 

работе [17] – с электрохимическим детек-

тированием. Но концентрация транс-ре-

свератрола в плодах винограда невелика 

– порядка 0.3 мг в 1 кг плодов, поэтому 

трудно рассматривать виноград как ис-

точник для выделения этого важного со-

единения. Однако в работе [17] приво-

дятся данные о том, что в корешках вино-

града содержание этого соединения мо-

жет быть на 2 порядка выше. Это напоми-

нает рейнутрию японскую, корни кото-

рой являются прекрасным источником 

ресвератрола [18]. Однако в работе [19] 

при анализе всех производных ресвера-

трола в соке виноградов 36 сортов было 

установлено, что основное соединение в 

исследованных образцах – транс-поли-

датин (или транс-пицеид), содержание 

которого находится на уровне 3 мг на 1 дм3. 

Таким образом, тип фенольной кис-

лоты и форма ресвератрола в плодах ви-

нограда требуют уточнения. Причем, 

определение этих соединений жела-

тельно проводить параллельно с опреде-

лением антоцианов в условиях высокой 

кислотности для перевода антоцианов в 

удобную для детектирования флавилие-

вую форму, т.е. при рН около 1 [20]. Это 

стало задачей настоящего исследования. 

Экспериментальная часть 

В качестве объектов исследования ис-

пользованы два сорта красного вино-

града, происходящие из Перу и ЮАР, два 

сока марки «Добрый» и пять образцов 

красных вин различных производителей. 

В работе также использовали хлорогено-

вой кислоты полугидрат (chlorogenic acid 

hemihydrate, Aldrich, США) и ресвера-

трол (Китай). В качестве метчика полида-

тина применяли компонент экстракта 

красных проростков рейнутрии японской 

с характеристичным для ресвератрола 

электронным спектром поглощения. 

Разделение антоцианов осуществляли 

на оборудовании Agilent 1200 Infinity с 

диодно-матричным детектором. В работе 

использовали хроматографическую ко-

лонку 150×4.6 мм Symmetry C18 

(3.5 мкм). Для создания подвижных фаз 

при изократическом и градиентном элю-

ировании применяли фазу А (6 об.% аце-

тонитрила и 10 об.% муравьиной кислоты 

в воде) и фазу Б (30 об.% ацетонитрила и 

10 об.% муравьиной кислоты в воде); обе 

 
Схема 1. Строение хлорогеновой (I, 5CQA), кафтаровой (II, CafA) и коутаровой (III, CouA) 

кислот и полидатина (IV, GR) 

Scheme 1. The structure of chlorogenic (I, 5CQA), caftaric (II), and coutaric (III) acids and polydatin (IV) 
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фазы смешивали в заданном соотноше-

нии для исследования хроматографиче-

ского поведения соединений. Высокое 

содержание муравьиной кислоты обеспе-

чивает рН около 1.6, что соответствует 

полному подавлению диссоциации ана-

лизируемых кислот. Градиентный ре-

жим: 0 мин – 12% Б; 5 мин – 12% Б; 25 

мин – 100% Б; 26 мин 12% Б. Мертвое 

время определяли по удерживанию щаве-

левой кислоты. Хроматограммы реги-

стрировали и обрабатывали в программе 

ChemStation, а расчеты выполняли в MS 

Excel. 

Обсуждение результатов 

Результаты исследования хроматогра-

фического поведения трех изомерных 

хлорогеновых, кафтаровой (CafA) кислот 

и двух антоцианов с наименьшим време-

нем удерживания – дельфинидин-3-глю-

козида (Dp3Glu) и цианидин-3-глюкозида 

(Cy3Glu) - представлены на рис. 1. Отме-

тим, что для корректности в работе рас-

сматривали не только 5-кофеоилхинную 

кислоту, 5CQA, но и два других ее изо-

мера, 4CQA и 3CQA, часто обнаруживае-

мых в ряде растительных материалов в 

различных соотношениях. К этим соеди-

нениям была добавлена и коутаровая 

(CoutA) кислота, хотя ее антиоксиданат-

ные свойства существенно менее выра-

жены, чем у хлорогеновых и кафтаровой 

кислот. 

Как следует из представленных дан-

ных, кафтаровая кислота удерживается 

сильнее, чем 3CQA, но слабее чем 5CQA, 

и никаких проблем в разделении всех 

важных в данном случае кислот нет, по-

скольку и порядок элюирования, и пол-

нота разделения в рассмотренном диапа-

зоне концентраций ацетонитрила (от 7.4 

до 8.8 об. %) остаются неизменными: 

tR(3CQA) < tR(CafA) < tR(5CQA) < 

tR(4CQA) < tR(CoutA). 

Дифференциация всех соединений 

этого ряда может быть выполнена по ха-

рактерной форме электронных спектров 

поглощения, близких для всех кофеоил-

хинных кислот [21], на 2 нм батохромно 

смещающихся в случае кафтаровой кис-

лоты. Для коутаровой кислоты характе-

рен спектр с гипсохромным смещением 

максимума абсорбции. А антоцианы 

 
Рис. 1. Карта разделения ряда фенольных кислот и антоцианов на стационарной фазе 

Symmetry C18, 3.5 мкм относительно 5CQA в подвижных фазах системы «7.4 ÷ 8.8 об. % 

СH3CN – 10 об. % HCOOH в воде» при 40оС. 
lgk(i) – логарифмы факторов удерживания соединений; 

Вещества: 1 – Cy3Glu; 2 – Dp3Glu; 3 – CouA; 4 – 4CQA; 5 – 5CQA; 6 – CafA; 7 – 3CQA. 

Fig. 1. The separation map of a number of phenolic acids and anthocyanins in the Symmetry 

C18 stationary phase, 3.5 μm in the mobile phases of the system “7.4 ÷ 8.8 vol. % CH3CN – 10 

vol. % HCOOH in water” at 40oC. 
Substances: (1) cyanidin-3-glucoside; (2) delphinidin-3-glucoid; (3) coutaric acid; (4) 4-caffeoylquinic 

acid; (5) 5-caffeoylquinic acid; (6) caftaric acid; (7) 3-caffeoylquinic acid. 
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имеют максимум не только в УФ-обла-

сти, но и в видимом диапазоне электро-

магнитного спектра, рис. 2. К ним добав-

лен и характерный спектр полидатина. 

Отметим, что в элюентах с меньшей элю-

ирующей силой пик коутаровой кислоты 

раздваивается, вероятно из-за разделения 

цис- и транс-форм. 

В рассмотренном ряду удерживание 

Dp3Glu, изменяется намного быстрее 

рассмотренных кислот, что позволяет ис-

пользовать составы подвижных фаз с со-

держанием ацетонитрила не менее 8.5 об.%. 

Это позволило подобрать градиентный 

режим, в котором хорошо разделялись 

целевые компоненты при контроле со-

става фенольных кислот в экстрактах ви-

нограда, в виноградном соке и в винных 

материалах, рис. 3. 

Выполненный анализ показал, что во 

всех исследованных в работе сортах крас-

ного винограда и в продуктах его перера-

ботки детектируются только кафтаровая 

и коутаровая кислоты при полном отсут-

ствии хлорогеновых кислот. Причем, как 

показывает ретро анализ 3-D ранее запи-

санных хроматограмм большого числа 

экстрактов выращенных в Белгороде ви-

ноградов [22], наличие этих кислот ха-

рактерно как для сортов вида Vitis vinif-

 
Рис. 2. Электронные спектры поглощения соединений: 

1 – 5CQA; 2 – CafA; 3 – CouA; 4 – GR; 5 – Dp3Glu 

Fig. 2. Electronic absorption spectra of the compounds:  

1 – 5CQA; 2 – CafA; 3 – CouA; 4 – polydatin; 5 – Dp3Glu 
 

 
Рис. 3. Разделение компонентов винограда и продуктов его переработки в условиях гра-

диентного режима; запись при длине волны 325 нм. Хроматограммы: А – вина «Кагор 

Партенит», Б – сока красного винограда марки «Добрый» и В – экстракта винограда из 

Перу. Компоненты: 1 – CafA, 2 – CouA; 3 – GR. 

Fig. 3. Separation of grape components under the conditions of the gradient mode recorded at a 

wavelength of 325 nm. Chromatograms: A – о Kagor Partenit wines, B – Dobry red grape juice, 

and C – grape extract from Peru. Components: 1 – caftaric acid, 2 – coutaric acid; 3 – polydatin. 
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era, так и для сортов гибридных виногра-

дов. Отметим, что ни в одной из исследо-

ванных проб не было обнаружено изо-

мерных хлорогеновых кислот, хотя 

5CQA в качестве главного компонента 

появилась в смеси виноградного и яблоч-

ного сока (марки «Добрый»). Это не уди-

вительно, поскольку эта кислота является 

главной именно в яблоках.  

Выбранный вариант градиентного 

элюирования оказался удобным и для де-

тектирования полидатина (рис. 3), пик 

которого полностью отделяется от сосед-

них пиков и который может быть детек-

тирован по характеристическому элек-

тронному спектру поглощения. Этот пик 

по времени удерживания совпал с пиком 

полидатина, экстрагированного из про-

ростков рейнутрии японской [23]. В этих 

условиях элюирования время удержива-

ния более липофильного ресвератрола 

оказалось существенно большим 

(tR=15.10 мин), чем полидатина (гликози-

лированного ресвератрола), но пик этого 

соединения совпадал с пиком одного из 

ацилированных антоцианов, поэтому 

строгое сопоставление содержания поли-

датина и ресвератрола по площадям пи-

ков невозможно, хотя превалирование 

именно полидатина не вызывает сомне-

ния. Следовательно, можно утверждать, 

что основная форма нахождения ресвера-

трола в исследованных образцах вино-

града и продуктов его переработки – по-

лидатин, а не сам ресвератрол. 

Заключение 

Таким образом, в работе показано, что 

основные фенольные кислоты плодов 

красных виноградов – кафтаровая и коу-

таровая, а не хлорогеновая. Предложен-

ный работе градиентный режим элюиро-

вания позволил также установить, что ос-

новная форма ресвератрола в винограде – 

полидатин (или пицеид) – глюкозид ре-

свератрола.  
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вестных финансовых конфликтов интере-
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могли бы повлиять на работу, представ-

ленную в этой статье. 
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Аннотация. В настоящей работе дилатометрически изучены упруго-пластические свойства сфериче-

ских зерен промышленных слабокислотных и сильнокислотных ионитов в опытах с постоянным одно-

осным сжатием и последующей разгрузкой при комнатной температуре в зависимости от ионной 

формы и концентрации раствора электролита. 

Показано, что ионная форма полиакрилата и полиметакрилата, сшитых, соответственно, диметакрила-

том триэтиленгликоля и дивинилбензолом, и концентрация внешнего раствора влияют на их упруго-

пластические свойства. В разбавленных растворах хлорида натрия и хлорида кальция гели проявляют 

упругие свойства с близкими относительными амплитудами деформирования. Амплитуда деформиро-

вания зерна полиметакрилата, сшитого дивинилбензолом, в Ni-форме в разбавленном растворе хлорида 

никеля оказалась значительно ниже, чем у Са-формы, со значительным вкладом пластической дефор-

мации. С увеличением концентрации внешнего раствора хлоридов кальция и никеля под действием 

механической нагрузки на зерно полиметакрилата, сшитого дивинилбензолом, уменьшалась общая де-

формация гранулы, а также величина упругой деформации, а остаточные (пластические) деформации 

увеличивались. В концентрированных растворах CaCl2 и NiCl2 такой ионит становился неупругим 

жестким материалом, для которого даже при повышенных механических нагрузках величина упругих 

деформаций сжатия очень невелика. 

Для набухшего в воде сильнокислотного полистирольного катионита с привитыми сульфогруппами, 

сшитого дивинилбензолом, в К-форме также характерны упругие деформации, т.е. полимер находится 

в высокоэластическом состоянии. Однако полистирольная матрица более жесткая по сравнению с по-

лиакриловыми и полиметакриловыми катионитами в форме иона щелочного металла, поэтому ампли-

туда деформирования существенно меньше. Для такого катионита в Са- и Ni-формах даже в концен-

трированных растворах преобладающими являются упругие деформации. 

Ключевые слова: слабокислотные и сильнокислотные иониты, упруго-пластические свойства, дила-

тометрия. 
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Abstract. In this paper, we dilatometrically studied the elastoplastic properties of spherical grains of industrial 

weakly acidic and strongly acidic ion-exchanger in experiments with constant uniaxial compression and a sub-

sequent unload at room temperature, depending on the ionic form and concentration of the electrolyte solution. 

It was found that the ionic form of polyacrylate and polymethacrylate cross-linked with triethylene glycol 

dimethacrylate and divinylbenzene, respectively, and the concentration of the external solution affects their 

elastoplastic properties. In dilute solutions of sodium chloride and calcium chloride, the gels exhibited elastic 

properties with close relative amplitudes of deformation. The amplitude of deformation of the grain of 

polymethacrylate crosslinked with divinylbenzene, in the Ni form, in a dilute nickel chloride solution was 

significantly lower than that of the Ca form, with significant plastic deformation. With an increasing concen-

tration of the external solution of calcium and nickel chlorides under mechanical load on the grain of polymeth-

acrylate cross-linked with divinylbenzene, the total deformation of the granule and the magnitude of elastic 

deformation decreased, while the residual (plastic) deformations increased. In concentrated solutions of CaCl2 

and NiCl2, such an ion-exchanger became an inelastic rigid material. Even under increased mechanical load, 

the magnitude of its elastic compressive deformation was very small. 

The K-form of a swollen in water strongly acidic polystyrene cation-exchanger with grafted sulpho groups 

cross-linked with divinylbenzene is also characterized by elastic deformations, i.e. the polymer is in a highly 

elastic state. However, the polystyrene matrix is more rigid compared to polyacrylic and polymethacrylic cat-

ion-exchangers in the alkali metal ion form, so the amplitude of deformation is significantly smaller. For such 

a cation-exchanger in Ca- and Ni- forms, elastic deformations prevail even in concentrated solutions. 

Keywords: weakly acidic and strongly acidic ion-exchangers, elastoplastic properties, dilatometry. 
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Введение 

Механическая прочность и осмотиче-

ская стабильность являются очень важ-

ными характеристиками ионообменных 

смол, так как они определяют потери 

ионита при его длительной эксплуатации. 

Известно, что наибольшие проблемы со-

здаются так называемой осмотической 

нестабильностью вследствие изменения 

объема зерен при изменении солесодер-

жания, рН внешней среды и ионной 

формы. Зерна ионита способны выдержи-

вать лишь определенное число циклов та-

ких изменений, в результате чего проис-

ходит их раскалывание на мелкие 

осколки. В результате в промышленных 

ионообменных процессах очистки при-

родных вод и конденсатов ежегодно при-

ходится заменять значительное количе-

ство используемых ионообменников. В 

то же самое время считается, что ионооб-

менные смолы являются весьма проч-

ными с точки зрения прямого механиче-

ского воздействия нагрузки на отдельные 

зерна, а также они не склонны к механи-

ческому истиранию. Поэтому исследова-

нию их механических свойств уделялось 

значительно меньшее внимание, хотя с 

упруго-пластическими свойствами свя-

заны и осмотическая нестабильность, и 

кинетическое поведение ионитов. Можно 

упомянуть лишь небольшое количество 

работ [1-4], в которых измерялись харак-

теристики эластичности зерен ионита и 

ионообменных мембран при воздействии 

на них нагрузки. 

В настоящей работе изучены упруго-

пластические свойства ряда ионитов от 

ионной формы и концентрации раствора 

электролита. В отличие от всех предыду-

щих работ внимание уделено поведению 

зерен не только под действием нагрузки, 

но и после разгрузки. 

Экспериментальная часть 

Упруго-пластические свойства зерен 

ионитов в растворах электролитов при 

постоянном одноосном сжатии изучали 

при комнатной температуре дилатомет-

рическим методом на универсальном ис-

пытательном приборе УИП-70 (рис. 1), 

совмещенном с компьютером, в котором 
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накапливаются цифровые данные по из-

менению диаметра гранулы. Ранее в ра-

ботах [5-8] было описано использование 

данного прибора для исследования про-

цессов набухания зерен сверхсшитых по-

листирольных сорбентов и ионообмен-

ных смол. 

В настоящей работе были исследо-

ваны образцы ионообменников на основе 

сшитых полиэлектролитов. Список ис-

следованных полимеров включает следу-

ющее. КБ-4П2 – гелевый слабокислот-

ный полиметакрилатный катионит, сши-

тый дивинилбензолом (около 1 моль сши-

вок на 60 моль метакриловых мономе-

ров). КБ-2э3 – слабокислотный полиак-

рилатный гелевый катионит, сшитый ди-

метакрилатом триэтиленгликоля (около 

1 моль сшивок на 100 моль акриловых 

мономеров). КУ-2х8 – промышленный 

гелевый сульфокислотный полистироль-

ный катионит, сшитый дивинилбензолом 

(6 вес.% или 1 моль сшивок на 14 моль 

стирольных мономеров). 

Все образцы были промыты горячей 

водой и этанолом для удаления остатков 

адсорбированных поверхностно-актив-

ных веществ и экстракции других воз-

можных выщелачиваемых веществ из по-

лимеров. Для измерений под микроско-

пом отбирались бездефектные сфериче-

ские зерна диаметром (измеренным под 

микроскопом) 0.25-0.5 мм в случае КБ-

4П2 и КБ-2э3 и 0.8-1.0 мм в случае КУ-

2х8. Гранулу набухшего в определенном 

растворе полимера помещали в специ-

ально выточенное в кварцевой пластине 

сферическое углубление. На пластину с 

образцом наносили порцию равновес-

ного с данным ионитом раствора электро-

лита или воды объёмом ~0.02-0.03 см3. 

Далее осуществляли одноосное сжатие 

гранулы кварцевым штоком с торцевой 

плоской поверхностью при определенной 

нагрузке. Регистрировали кривую изме-

нения вертикального диаметра набухшей 

гранулы во времени при данной нагрузке 

(с точностью 1 мкм). После того, как диа-

метр гранулы переставал изменяться, 

нагрузку снимали, продолжали регистри-

ровать кривую изменения диаметра гра-

нулы во времени. Для каждой гранулы 

кривые «нагрузка – разгрузка» снимали 

для последовательно увеличивающихся 

нагрузок (5, 10, 20, 50, 100 или 200 г). 

Также для каждого ионита, равновесного 

с определенным раствором, отбирали не 

 
Рис. 1. Оборудование для регистрации изменения размеров набухшего полимерного 

зерна при нагружении: 1 – кварцевый держатель, 2 – набухшее полимерное зерно, 

3 – стеклянная трубка, 4 – кварцевый скользящий стержень, 5 – датчик механического 

движения, 6 – нагрузка. 

Fig. 1. Equipment to record changes in the size of swollen polymer grain under load:  

1 – quartz holder, 2 – swollen polymer grain, 3 – glass tube, 4 – quartz sliding rod,  

5 – mechanical motion sensor, 6 – load 
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менее 3-х гранул и для них проводили од-

нотипные измерения. В некоторых слу-

чаях эксперименты завершались разру-

шением гранул при максимальной 

нагрузке. 

Обсуждение результатов 

При испытаниях на одноосное сжатие 

гранул сферической формы проявилось 

различие в механическом поведении 

ионитов в зависимости от ионной формы 

и концентрации внешнего раствора. 

Для полиакрилового и полиметакрило-

вого ионитов в Na-форме, набухших в 

воде, характерно упругое деформацион-

ное поведение. При нагрузке диаметр гра-

нулы по оси сжатия уменьшается во вре-

мени, пока не установится постоянное 

для данной нагрузки значение. Это хорошо 

видно на графике зависимости деформации 

сферы по оси сжатия (∆D/D0 = (D0 − D)/D0, 

где D0 – исходный диаметр гранулы, 

D – размер гранулы в момент времени  

по оси сжатия) от времени при периоди-

ческом нагружении и снятии нагрузки 

(рис. 2). С увеличением величины сжима-

ющего усилия деформации пропорцио-

нально увеличиваются, но при этом оста-

ются обратимыми после разгрузки. Оста-

точные (пластические или необратимые) 

деформации не превышают 1 %, т. е. точ-

ности измерений линейных деформаций в 

используемом экспериментальном ме-

тоде. Таким образом, набухшие в воде ка-

тиониты КБ-4П2 и КБ-2э3 в Na-форме яв-

ляются типичными эластомерами с харак-

терными упругими деформациями, т. е. 

полимерами в высокоэластическом состо-

янии. 

Для таких набухших ионитов в широком 

диапазоне нагрузок зависимости установив-

шихся деформаций ε∞ = (D0 − D∞)/D0 (D∞ – 

установившийся постоянный для данной 

нагрузки диаметр по оси сжатия) от вели-

чины усилия сжатия F нелинейны, но в 

области высоких нагрузок просматрива-

ются линейные участки (рис. 3). Такая 

форма зависимости определяется сфери-

ческой геометрией деформируемой ча-

стицы. Особенность деформирования 

сферической частицы при воздействии на 

нее груза с плоской поверхностью заклю-

чается в том, что площадь контакта в про-

цессе деформирования изменяется и де-

формация сферы неоднородная [9]. 

Наиболее сильно деформируются участки 

сферы на периферии гранулы и в мень-

шей степени ближе к центру. При относи-

тельно малых нагрузках, когда площадь 

контакта невелика, деформация сильнее 

 
а 

 
б 

Рис. 2. Кривые изменения вертикального диаметра набухших сферических гранул иони-

тов КБ-2э3 (а) и КБ-4П2 (б) в Na-форме во времени при последовательной нагрузке 

(0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 1 Н (а) и 0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 1.0 2.0 Н (б)) и последующем снятии 

нагрузки. 

Fig. 2. Curves of changes in the vertical diameter of swollen spherical granules of the KB-2e3 

(a) and KB-4P2 (b) ion-exchangers in Na-form over time under successive load (0.05, 0.1, 

0.2, 0.5, and 1 N (a) and 0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 1.0, and 2.0 N (b)) and subsequent unload 
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зависит от величины нагрузки и зависи-

мость ∞ от F круче, чем в области боль-

ших нагрузок. В то же время в области 

больших нагрузок, когда сферическая ча-

стица деформирована («сплющена») до-

статочно сильно, площадь контакта изме-

няется с нагрузкой относительно слабо и 

поэтому участок зависимости  от F ста-

новится близким к линейному. 

Для Са-формы ионита КБ-4П2 в раз-

бавленном 0.005 н растворе CaCl2 ампли-

туда деформирования оказалась доста-

точно большой, как и для Na-формы, но 

значительно больше, чем для Ni-формы 

(осевые деформации не превышают 

10%), что говорит о значительно более 

жесткой структуре полимера в Ni-форме 

(рис. 4 а, б). Вероятно, это связано с тем, 

что по сравнению с Са2+ у иона Ni2+ более 

ярко проявляется способность к образо-

ванию комплексных и хелатных соедине-

ний, свойственная всем переходным ме-

таллам. Ионный радиус Ni2+ (0.7 Å) 

меньше радиуса Cа2+ (0.94 Å) (помимо де-

фектности d-оболочки ионов никеля), по-

этому увеличивается его поляризующее 

влияние и соответственно повышается 

прочность связи комплексообразующего 

иона никеля с функциональными груп-

пами катионита, в частности с карбоксил-

содержащими ионитами [10]. 

В области небольших нагрузок, до 0.2 

Н ионит КБ-4П2 в Са-форме ведет себя 

как эластомер с преобладанием упругих 

деформаций, но при повышенных нагруз-

ках становится заметным развитие де-

формаций, характерных для вязкоупру-

гих материалов. Наблюдается плавное 

увеличение во времени общей деформа-

ции (рис. 5 а) и нелинейный характер изо-

хронных кривых (рис. 5 а). Ионит КБ-

4П2 в Ni-форме в разбавленных солевых 

растворах отличается невысоким уров-

нем упругих деформаций (не более 7%) 

даже при значительных усилиях сжатия 

(рис. 5 б), поэтому физическое состояние 

ионита, по-видимому, следует считать 

подобным стеклообразному состоянию 

ненабухших полимеров. 

С увеличением концентрации внеш-

него раствора (CaCl2 в одном случае и 

NiCl2 в другом случае) под действием ме-

ханической нагрузки на образец умень-

шалась общая деформация гранулы КБ-

4П2 в конце периода нагружения 

(рис. 4 в, г и 5 а, б), а также величина 

упругой деформации. При этом более 

ярко проявлялось вязкоупругое деформа-

ционное поведение таких набухших по-

лимеров, когда мгновенно–упругие де-

формации уменьшаются, а остаточные 

(пластические) деформации увеличива-

ются.  

Видно, что упруго-пластические свой-

ства зависят от вида противоиона и кон-

центрации раствора, которые оказывают 

влияние на влагосодержание ионита и на 

объем зерна ионита. Поглощение воды 
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б 

Рис. 3. Изохронные кривые деформаций сжатия ионитов КБ-2э3 (а) и КБ-4П2 (б) 

в Na-форме, построенные по результатам испытаний периодического деформирования. 

Fig. 3. Isochronous compression curves of KB-2e3 (a) and KB-4P2 (b) ion-exchangers 

in Na-form, based on the results of periodic deformation tests 
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ионитами исследовались во многих рабо-

тах. Например, в книге [11] приведены 

данные, которые показывают, что катио-

нит КБ-4П2 в Н-, Na- и Ca- поглощает, со-

ответственно, 6.93, 14.7 и 8.8 г-моль 

воды/г-экв ионита. В таблице приведены 

наши результаты измерения относитель-

ных объемов зерен ионита КБ-4П2 в раз-

личных условиях. 

Эти данные еще раз подтверждают из-

вестный факт, что перевод полиметакри-

лового катионита из натриевой формы в 

форму двухзарядного иона приводит к 
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г 

Рис. 4. Кривые изменения вертикального диаметра набухших сферических гранул иони-

тов и КБ-4П2 в Сa-форме (а и в) и в Ni-форме (б, г) набухших в 0.005 н (а, б) и в 3.8 н 

(в, г) растворах хлоридов кальция и никеля соответственно, во времени при нагрузке 

(0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 1 Н) и последующем снятии нагрузки. 

Fig. 4. Curves of changes in the vertical diameter of spherical ion-exchanger granules of the 

KB-4P2 ionite in Ca-form (a and c) and in Ni-form (b, d) swollen in 0.005 n (a, b) and in 3.8 n 

(c, d) calcium and nickel chloride solutions, respectively, over time under load (0.05, 0.1, 0.2, 

0.5, and 1 N) and subsequent unload 

 
а 

\б 

Рис. 5. Изохронные кривые деформаций сжатия ионита КБ-4П2 в Ca- (а) и Ni-формах 

(б) для разных концентраций раствора 

Fig. 5. Isochronous compression curves of the KB-4P2 ion-exchanger in Ca- (a) and Ni-forms 

(b) at different solution concentrations 
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значительному сжатию зерна. Увеличе-

ние концентрации раствора также сни-

жает объем зерна, но уже слабее. Разли-

чие объема зерна в Са- и Ni-формах не-

значительное. Таким образом, в форме 

двухзарядных ионов жесткость полимера 

выше. При этом снижается величина де-

формации и медленнее происходят кон-

формационные перестройки полимерной 

сетки под влиянием изменяющейся 

нагрузки (растет доля остаточных дефор-

маций). Также наглядно проявляется и 

более высокая жесткость системы, суще-

ственно упрочненной более стабильными 

мостиками комплексов никеля: их спо-

собность к деформированию ниже, а доля 

остаточных деформаций выше, чем у 

ионитов в Са-форме. 

Таким образом, в концентрированных 

растворах CaCl2 и NiCl2 ионит КБ-4П2 

становится неупругим жестким материа-

лом, для которого даже при повышенных 

механических нагрузках величина упру-

гих деформаций сжатия очень невелика. 

По-видимому, физическое релаксацион-

ное состояние таких ионитов аналогично 

переходному состоянию из высокоэла-

стического в стеклообразное состояние по-

лимеров с температурой стеклования, близ-

кой к 20-30°С (вязкоупругие материалы). 

Анализ деформационного поведения 

набухшего в воде катионита КУ-2х8 в K-

форме показал, что для него также харак-

терны упругие деформации, т.е. полимер 

находится в высокоэластическом состоя-

нии, хотя и заметен вклад остаточных 

(пластических) деформаций (рис. 6). Од-

нако полистирольная матрица более 

жесткая по сравнению с полиакриловыми 

и полиметакриловыми катионитами в 

форме иона щелочного металла, поэтому 

амплитуда деформирования существенно 

меньше. Изохронная кривая деформации 

также нелинейная (рис. 7). Для катионита 

Таблица 1. Относительные объёмы зерна ионита КБ-4П2 в различных условиях 

Table 1. Relative grain volumes of the KB-4P2 ion-exchanger under different conditions 

R-Na R-Ca R-Ni 

сухое в воде 0.005 н  

СaCl2 

3.6 н  

СaCl2 

0.005 н  

NiCl2 

1.0 н  

NiCl2 

3.6 н  

NiCl2 

0.49 1.0 0.70 0.68 0.78 0.72 0.69 

 

  
Рис. 6. Кривые изменения вертикального 

диаметра набухших в воде сферических 

гранул ионита КУ-2х8 в K-форме во вре-

мени при последовательной нагрузке 

(0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 1 Н) и последующем 

снятии нагрузки 

Fig. 6. Curves of changes in the vertical di-

ameter of spherical granules of the KU-2x8 

ionite swollen in water in K-form over time 

under successive load (0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 

and 1 N) and subsequent unload 

Рис. 7. Изохронная кривая деформаций 

сжатия ионита КУ-2х8 в K-форме в воде, 

построенная по результатам испытаний 

периодического деформирования. 

 

 

Fig. 7. Isochronous compression curves of 

the KU-2x8 ionite in water, based on the re-

sults of periodic deformation tests 
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КУ-2х8 в Са- и Ni- формах даже в концен-

трированном растворе преобладающими 

остаются упругие деформации (рис. 8, 9). 

Заключение 

Таким образом, ионная форма полиак-

рилата и полиметакрилата, сшитых, соот-

ветственно, диметакрилатом триэти-

ленгликоля и дивинилбензолом, и кон-

центрация внешнего раствора влияют на 

их упруго–пластические свойства. В раз-

бавленных растворах хлорида натрия и 

хлорида кальция гели проявляют упругие 

свойства с близкими относительными ам-

плитудами деформирования. При воздей-

ствии нагрузки амплитуда деформирова-

ния зерна полиметакрилата, сшитого ди-

винилбензолом, в Ni-форме в разбавлен-

ном растворе хлорида никеля значи-

тельно ниже, чем у Са-формы, со значи-

тельным вкладом пластической деформа-

ции. С увеличением концентрации внеш-

него раствора хлоридов кальция и никеля 

под действием механической нагрузки на 

зерно такого ионита уменьшается вели-

чина упругой деформации, а остаточные 

(пластические) деформации увеличива-

ются. В концентрированных растворах 

CaCl2 и NiCl2 такой ионит становится не-

упругим жестким материалом, для кото-

рого даже при повышенных механиче-

ских нагрузках величина упругих дефор-

маций сжатия очень невелика. 
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Рис. 8. Кривые изменения вертикального диаметра сферических гранул ионита КУ-2х8 

(а) в Са-форме в воде и (б) Ni-форме в 0.1 н растворе NiCl2 во времени при последова-

тельной нагрузке (0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 1 Н) и последующем снятии нагрузки. 

Fig. 8. Curves of changes in the vertical diameter of spherical granules of the KU-2x8 ion-ex-

chager (a) in Ca-form in water and (b) in Ni-form in 0.1 n NiCl2 solution over time under suc-

cessive load (0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 1 N) and subsequent unload 

 
Рис. 9. Кривые изменения вертикального диаметра набухших в 3.6 н растворе NiCl2 

сферических гранул ионита КУ-2х8 во времени при последовательной нагрузке (0.05, 

0.1, 0.2, 0.5, 1 Н) и последующем снятии нагрузки. 

Fig. 9. Curves of changes in the vertical diameter of spherical granules of the KU-2x8 ionite 

swollen in 3.6 n NiCl2 solution over time under successive load (0.05, 0.1, 0.2, 0.5, and 1 N) 

and subsequent unload 

 

 

0 1000 2000 3000
0

2

4

6

8

10

12

 c


D

/D
0
, 
%

 

0 1000 2000 3000 4000
0

2

4

6

8

10

12

14


D

/D
0
, 

%

 c

 

0 1000 2000 3000 4000
0

2

4

6

8

10

12

14


D

/D
0
, 
%

 c



 

Сорбционные и хроматографические процессы. 2024. Т. 24, № 2. С. 170-179. 

Sorbtsionnye i khromatograficheskie protsessy. 2024. Vol. 24, No 2. pp. 170-179. 
 

ISSN 1680-0613_____________________________________________________________ 
 

 

 
 

178 

Для набухшего в воде сильнокислот-

ного полистирольного катионита с при-

витыми сульфогруппами, сшитого диви-

нилбензолом, в К-форме также харак-

терны упругие деформации, т. е. полимер 

находится в высокоэластическом состоя-

нии. Однако полистирольная матрица бо-

лее жесткая по сравнению с полиакрило-

выми и полиметакриловыми катиони-

тами в форме иона щелочного металла, 

поэтому амплитуда деформирования су-

щественно меньше. Для такого катионита 

в Са- и Ni- формах даже в концентриро-

ванных растворах преобладающими яв-

ляются упругие деформации. 

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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Экспресс-анализ ацетона в выдыхаемом воздухе 

при диагностике сахарного диабета 
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Аннотация. Анализ выдыхаемого воздуха является активно развивающейся областью медицинской 

неинвазивной диагностики, поскольку такой вид анализа не предполагает инвазивных вмешательств и 

может проводиться многократно. Известно, что ацетон, содержащийся в выдыхаемом воздухе, корре-

лирует с уровнем глюкозы в крови и является биомаркером диабета. Использование в медицинских 

учреждениях аналитических систем для анализа ацетона в выдыхаемом воздухе позволит своевре-

менно диагностировать патологические изменения уровня глюкозы в крови, проводить раннюю диа-

гностику диабета и вести мониторинг эффективности терапии. 

В настоящей работе показан экспресс-анализ ацетона в выдыхаемом воздухе с использованием мобиль-

ного диагностического комплекса на основе микрофлюидных систем, включающего газовый микро-

хроматограф «ПИА с термохимическим детектором, планарной хроматографической колонкой, термо-

статируемой системой пробоотбора и селективного улавливания мешающих компонентов, управляе-

мого электрическими микроклапанами, автоматической системой дозирования с регулируемой продув-

кой от 0.1 до 5 сек и программным обеспечением. Предложена методика проведения анализа в диагно-

стически значимом диапазоне концентраций: от 0.5 ppm до 20 ppm ацетона в выдыхаемом воздухе при 

диагностике диабета. Общее время анализа составляет 3 мин, время удерживания для ацетона 60 сек. 

Диагностический комплекс апробирован и позволяет напрямую определить ацетон в выдыхаемом воз-

духе. Применение системы улавливания и осушения демонстрирует отсутствие потери целевого веще-

ства и позволяет добиться хорошей сходимости результатов, отклонение от опорного значения не пре-

вышает 10%. Апробация в натурных условиях подтвердила данные, полученные на модельных смесях. 

Разработанный мобильный диагностический комплекс с автоматическим программируемым дозирова-

нием и методика количественного определения ацетона в ВВ (0.5-20 ppm) может быть рекомендована 

к использованию в клинических исследованиях в условиях медицинских учреждений. 

Ключевые слова: газовая хроматография, неинвазивная диагностика, мобильный диагностический 

комплекс, микрофлюидные системы, биомаркеры, ацетон, диабет, выдыхаемый воздух. 
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Abstract. Exhaled air analysis is an actively developing area of medical non-invasive diagnostics, as it does 

not involve invasive interventions and can be performed repeatedly. It is known that acetone in exhaled air 

correlates with blood glucose and is a biomarker of diabetes. The use of analytical systems to analyse acetone 

in exhaled air in medical institutions will allow for the timely diagnosis of pathological changes in blood glu-

cose levels, the early diagnosis of diabetes, and the monitoring of the effectiveness of treatments. 

In this study, we described the express analysis of acetone in exhaled air using a mobile diagnostic complex 

based on microfluidic systems including a PIA gas microchromatograph with a thermochemical detector, a 

planar chromatographic column, a thermostatically controlled system for the sampling and selective capture of 

interfering components, operated by electric microvalves, and an automatic dosing system with adjustable 

blowdown from 0.1 to 5 sec and specialised software. We proposed using a diagnostically significant range of 

concentrations: from 0.5 ppm to 20 ppm of acetone in exhaled air in the diagnosis of diabetes. The total analysis 

time is 3 min, retention time for acetone is 60 sec. Testing of the complex confirmed that it allows for the direct 

determination of acetone in exhaled air. The use of the capture and drying system prevents the loss of the target 

substance and ensures good convergence of the results. The deviation from the reference value does not exceed 

10%. Field testing confirmed the data obtained on model mixtures. The developed mobile diagnostic complex 

with automatic programmed dosing and the technique for the quantitative determination of acetone in exhaled 

air (0.5-20 ppm) can be recommended for use in clinical studies in medical institutions. 

Keywords: gas chromatography, non-invasive diagnostics, mobile diagnostic complex, microfluidic systems, 

biomarkers, acetone, diabetes, exhaled air. 

For citation: Platonov I.A., Platonov V.I., Kolesnichenko I.N., Rodinkov O.V., Bryksin A.S., Margaryan A.E., 

Kolesnichenko D.L. Express analysis of acetone in exhaled air for diagnosing diabetes mellitus. Sorbtsionnye 

i khromatograficheskie protsessy. 2024. 24(2): 180-196. (In Russ.). https://doi.org/10.17308/sorp-

chrom.2024.24/12124 

Введение 

Развитие методов неинвазивной диа-

гностики в том числе анализа компонен-

тов выдыхаемого воздуха (ВВ) в послед-

ние 10 лет переживает значительный 

подъем. Такие успехи стали возможны 

благодаря интенсивному развитию ана-

литического приборостроения, сниже-

нию пределов обнаружения аналитов и 

созданию селективных аналитических 

систем. Выдыхаемый воздух несет в себе 

информацию о протекающих в организме 

метаболических процессах, маркерами 

которых являются летучие соединения и 

ряд нелетучих соединений, растворенных 

в конденсате. Таких соединений насчи-

тывается порядка 3500, но только некото-

рые из них могут быть диагностически 

значимыми, поскольку известны их мета-

болические пути образования [1-9]. Диа-

гностическая применимость также опре-

деляется совокупностью факторов, кото-

рые обусловлены в том числе и аналити-

ческими возможностями методов и 

средств измерений: корреляция с патоло-

гическим состоянием должна быть кли-

нически подтверждена независимыми 

методами, диапазон концентраций для 

нормы и патологии должен быть опреде-

ляемо выше суммарной расширенной не-

определенности метода анализа, которая 

не должна превышать 20%.  

Методы и подходы, используемые для 

обнаружения биомаркеров в ВВ, можно 

разделить на несколько групп: индивиду-

альный покомпонентный анализ и груп-

повое определение (фингерпринт, мета-

болический профиль). Для индивидуаль-

ного покомпонентного анализа чаще 

всего используют методы газовой хрома-

торафии (ГХ) [10-18], хромато-масс-

спектрометрия (ГХ-МС) [19-24], протон-

ная масс-спектрометрия (PTR-MS) [25-

31], спектрометрия ионной подвижности 

[26-28], масс-спектрометрия выбранных 

ионов в потоке (SIFT-MS) [23, 29-31], се-

лективные сенсоры [32-38]. Системы 

типа «электронный нос» также получили 

свое широкое распространение [39-42] 

благодаря развитию сенсорных техноло-

гий, что сделало оформление метода бо-

лее компактным и доступным. Подход 

группового анализа предполагает анализ 

некой совокупности летучих соединений 

в ВВ: это может быть диагностическая 

группа соединений, метаболически свя-

занных друг с другом, по совокупному 

присутствию которых или соотношению 
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может быть сделано заключение о состо-

янии здоровья. Другой подход основан на 

алгоритме распознавания образов (фин-

герпринт) и составлении индивидуаль-

ного метаболического профиля, по изме-

нению которого можно судить о протека-

ющих метаболических процессах. В лю-

бом из описанных подходов используют 

физико-химические методы анализа. 

Среди летучих соединений в ВВ выде-

ляют порядка ста диагностически значи-

мых биомаркеров, содержание которых 

коррелирует с клиническими проявлени-

ями заболевания: водород, оксид угле-

рода, оксид азота, сероводород, аммиак, 

метан, пентан, изопрен, ацетон, альде-

гиды, спирты, короткоцепочечные жир-

ные кислоты и т.д. Оснащение медицин-

ских учреждений аналитическими систе-

мами для анализа ВВ позволит своевре-

менно проводить выявление сердечно-со-

судистых, эндокринных и воспалитель-

ных нижних дыхательных путей, отсле-

живать динамику и эффективность тера-

пии, выявлять факторы риска развития 

осложнений и ранней диагностики при 

диспансеризации и профилактических 

осмотрах. Среди диагностируемых забо-

леваний и функциональных нарушений - 

диабет, ацидокетоз, кетоз, сердечная не-

достаточность, астма, ХОБЛ, воспали-

тельные заболевания легких аллергиче-

ской и инфекционной этиологии, оксида-

тивный стресс, нарушение липидного об-

мена, СИБР, воспалительные заболева-

ния желудочно-кишечного тракта. Неко-

торые из них имеют четкую корреляцию 

с биохимическими показателями крови 

(например ацетон в ВВ и уровень глю-

козы в крови), другие помогают выявить 

природу заболевания и определить путь 

терапии (так например оксид азота ис-

пользуется для выбора тактики лечения, 

дифференциации диагноза и определения 

необходимости применения длительной 

ингаляционной терапии кортикостерои-

дами [43]) или группы биомаркеров, по 

которым проводят уточнение или диффе-

ренциацию диагноза (например альде-

гиды, метан, пентан, этан, водород). 

Количественное определение индиви-

дуальных биомаркеров в ВВ сопряжено с 

рядом трудностей. Поскольку концентра-

ция биомаркеров в ВВ обычно находится 

на уровне ppb (одна часть на миллиард) и 

менее, то такие низкие концентрации 

ограничивают возможности прямого экс-

прессного анализа и требуют дополни-

тельного концентрирования [44-52]. 

Представительный пробоотбор предпо-

лагает исключение возможности загряз-

нения пробы экзогенными летучими ве-

ществами атмосферного воздуха, по-

этому отбор пробы смешанного экспира-

торного воздуха значительно снижает до-

стоверность анализа, предпочтителен от-

бор альвеолярного воздуха, который в 

большей степени отражает объективную 

картину газообмена в легких [53]. Наибо-

лее распространенная методология про-

боотбора [54, 55] предполагает отбор 

пробы в мешки из инертных полимерных 

материалов типа Tedlar, которые удобны 

в использовании, пригодны для хранения 

пробы. Однако стоит отметить ряд не-

оспоримых недостатков такого метода: 

при отборе пробы происходит разбавле-

ние альвеолярного воздуха, при том, что 

объем мешка не калиброван, то оценить 

достоверно такое разбавление не пред-

ставляется возможным, что при работе с 

концентрациями биомаркеров на уровне 

ppm и ppb значительно повышает вклад 

случайных факторов в суммарную не-

определенность результата измерения. 

Вторым фактором является конденсация 

паров воды, которая в ВВ может содер-

жаться порядка 6-7% [56]; для её устране-

ния необходимо использовать дополни-

тельные осушители на входе и термоста-

тирование всей системы до 37-38оС. В со-

вокупности с необходимостью определе-

ния расхода и дополнительной оснасткой 

датчиком расхода данная система кроме 

громоздкости становится и экономически 



 

Сорбционные и хроматографические процессы. 2024. Т. 24, № 2. С. 180-196. 

Sorbtsionnye i khromatograficheskie protsessy. 2024. Vol. 24, No 2. pp. 180-196. 
 

ISSN 1680-0613_____________________________________________________________ 
 

 

 
 

183  

нецелесообразной. Аналогичная ситуа-

ция с газонепроницаемыми стеклянными 

шприцами, при этом еще имеет место 

многоступенчатая процедура отбора и 

переноса пробы в вакуумированные про-

бирки. На всех этапах неизбежно возни-

кают артефакты, которые крайне затруд-

нительно оценить количественно. Те же 

проблемы возникают при хранении проб: 

несмотря на то, что производители меш-

ков для ВВ указывают интервалы хране-

ния 8-24 часа при потере не более 5%, на 

практике из-за указанных выше причин, 

хранение более 1-3 часов приводит к ис-

кажению результата, даже при точном со-

блюдении условий хранения. Таким об-

разом, несмотря на простоту и доступ-

ность этих устройств, при детальной 

оценке их целесообразность применения 

значительно снижается. Одним из эффек-

тивных решений являются дыхательные 

пробоотборники, основанные на твердо-

фазной микроэкстракции и сорбции на 

составные сорбенты [57-62]. Применение 

таких пробоотборников и последующего 

анализа методом ГХ-МС позволяет ши-

роко использовать их для клинических 

исследовательских целей, но высокая се-

бестоимость такого анализа ограничи-

вает доступность ее для массового при-

менения в качестве персонифицирован-

ных методов медицины. В связи с выше-

сказанным, наиболее целесообразным ре-

шением является экспресс-анализ альвео-

лярного воздуха, исключающий необхо-

димость отбора пробы и хранения, и поз-

воляющий в короткий срок в режиме ре-

ального времени осуществлять количе-

ственное определение биомаркеров в ВВ. 

Неоспоримым преимуществом при этом 

обладают портативные приборы [63-67]. 

Однако такое решение возможно только 

при наличии технической возможности 

миниатюризации аналитической системы 

без ухудшения ее метрологических ха-

рактеристик [68-71]. 

В настоящей работе рассматривается 

возможность прямого газохроматографи-

ческого определения ацетона в ВВ при 

скрининге диабета. Известно, что ацетон 

в ВВ является биомаркером диабета [4, 

14, 17, 26, 30, 32, 36, 37, 72-74]. Согласно 

данным Всемирной организации здраво-

охранения в мире 422 миллиона взрослых 

страдают диабетом, и 1.6 миллиона смер-

тей ежегодно напрямую связаны с диабе-

том [75, 76]. Кроме того, развитие диа-

бета определено как одно из наиболее 

опасных осложнений после Ковид-19. 

Ранняя диагностики и выявление факто-

ров риска развития заболевания являются 

залогом успешной терапии, а в ряде слу-

чаев принятием превентивных мер и не-

допущении развития жизнеугрожающих 

состояний. Диагностический диапазон 

для ацетона как биомаркера диабета со-

ставляет 0.2-25 ppm. По различным ис-

точникам граница нормы здорового чело-

века и патологии варьируются, усред-

ненно: норма здорового человека 0.2- 

0.9 ppm, более 0.9 ppm считается группой 

риска. Содержание ацетона в ВВ более 2 

ppm свидетельствует о развитии диабета, 

превышение 10 ppm – жизнеугрожающие 

состояния. По мнению авторов [76, 77] 

содержание ацетона в ВВ находится в 

диапазоне 0.2-1.8 ppm для здоровых лю-

дей и в диапазоне 1.25-2.5 ppm для людей 

с диабетом. Некоторые источники приво-

дят данные, что уровень ацетона может 

увеличиваться до 25 частей на миллион 

при диабете 1 типа [77]. Авторы работы 

[18.] приводят данные о средней концен-

трация ацетона в ВВ здоровых людей, 

равной 0.477 ppm, для больных диабетом 

первого типа среднее значение на уровне 

2.19 ppm, а абсолютные значения нахо-

дятся в пределах от 0.15-2.74 ppm. Уточ-

нение диагностических диапазонов огра-

ничивается доступностью этих методов и 

оборудования для широких клинических 

исследований. Кроме того, необходимо 

понимать, что выставление диагноза по 

только одному показателю некорректно, 

поскольку концентрация биомаркера мо-

жет быть связана со многими факторами, 

такими как сопутствующие заболевания, 

диета, уровень физических упражнений, 
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загрязнение окружающей среды, вредные 

привычки, состояние полости рта и т. д. В 

медицинской практике при обнаружении 

отклонения значения от показателей 

условной нормы, необходимо данные со-

относить с общей клинической картиной 

и концентрацией глюкозы в крови, как 

реперной точкой, но неоспоримым пре-

имуществом при динамическом наблю-

дении и оценке эффективности терапии 

обладает неинвазивный анализ в режиме 

реального времени. 

Как известно, по литературным дан-

ным для экспресс-определения ацетона в 

выдыхаемом воздухе наиболее часто при-

меняют методы газовой хроматографии, 

сенсоры и микродатчики. Сенсоры отли-

чаются высокой чувствительностью и се-

лективностью, в работе [4] приведен по-

дробный обзор технологий их изготовле-

ния. Современные МЭМС-детекторы, 

применяемые в газовой хроматографии, 

также могут обеспечить достаточный 

предел детектирования для прямого 

определения ацетона при соблюдении 

двух условий: 1) правильный отбор 

пробы – порции альвеолярного воздуха 

без загрязнения атмосферным или сме-

шанным воздухом из верхних дыхатель-

ных путей; 2) устранение мешающих 

компонентов и паров воды. Эти ограни-

чения справедливы как для сенсоров, так 

и для метода газовой хроматографии. 

Целью настоящей работы являлась 

разработка мобильного диагностиче-

ского комплекса на основе микрофлюид-

ных систем, оснащенного системой авто-

матического отбора пробы, для экспресс-

ного количественного определения аце-

тона в выдыхаемом воздухе при диагно-

стике сахарного диабета. 

Экспериментальная часть 

Мобильный диагностический ком-

плекс на основе микрофлюидных систем 

включает в себя газовый микрохромато-

граф «ПИА» (номер в Госреестре средств 

измерений 60785-15) с термохимическим 

детектором, планарной хроматографиче-

ской колонкой, термостатируемой систе-

мой пробоотбора и селективного улавли-

вания мешающих компонентов, управля-

емого электрическими микроклапанами, 

автоматической системой дозирования с 

регулируемой продувкой от 0.1 до 5 сек и 

программным обеспечением. Суммарные 

габаритные размеры комплекса, включая 

необходимую для проведения анализа пе-

риферию, составляют 20×15×7 см, вес 

2 кг. Совокупный вес со всеми дополни-

тельными устройствами, газовыми бал-

лонами и аккумулятором составляет 

около 8 кг. 

Планарная хроматографическая ко-

лонка имеет каналы длиной 1 м, внутрен-

ним сечением 0.8 мм2, заполненными 

сорбентом Carbopack B (фракция 80-100 

МЕШ). Температура термостата колонок 

60оС, давление 75 кПа. Общее время ана-

лиза составляет 3 мин, время удержива-

ния для ацетона 60 сек, предел детектиро-

вания по ГОСТ 8.485-2013 составляет 0.3 

ррm. В состав комплекса входит также 

методика проведения анализа в диагно-

стически значимом диапазоне концентра-

ций: от 0.5 ррm ацетона в выдыхаемом 

воздухе до 20 ррm при диагностике диа-

бета, расширенная неопределенность для 

нижнего диапазона не превышает 20%. 

Диапазон определяемых концентраций 

был выбран, исходя из всего спектра дан-

ных о норме и патологии для ацетона в 

ВВ, имеющихся в литературе. На рис. 1 

представлен мобильный диагностиче-

ский комплекс для экспрессного количе-

ственного определения ацетона в выды-

хаемом воздухе.  

Система пробоотбора оснащена тер-

мостатируемым мундштуком, поддержи-

вающим температуру 37оС±% и системой 

селективного улавливания паров воды, 

управляемого электрическими микрокла-

панами в автоматическом режиме, задан-

ном с помощью программного обеспече-

ния. Объем пробы 250 мкл, продувка 
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5 сек (100 см3). Устройство аналитиче-

ской системы позволяет проводить ана-

лиз ацетона в выдыхаемом воздухе 

напрямую, без промежуточных этапов 

отбора, хранения, концентрирования.  

Принцип работы аналогичен трубке 

Холдейна, система представляет собой 

проточный контейнер. Общие конструк-

ционные особенности системы пробоот-

бора: термостатируемый мундштук, 

внутрь которого помещена трубчатая си-

стема индивидуального применения, со-

держащая селективный влагоулавитель 

на основе безводного KF, который в от-

личие от СаСl2 и Mg(ClO4)2 не удержи-

вает  ацетон и другие полярные органиче-

ские соединения [78]. 

В качестве модельных смесей с содер-

жанием ацетона 1 ppm использовались 

ПГС 10385-2013 (ООО «Мониторинг»). В 

аналогичных условиях готовились мо-

дельные смеси 1 ppm в мешках из инерт-

ного полимерного материала Tedlar объе-

мом 1 дм3.  

Обсуждение результатов 

В целях определения целесообразного 

способа приготовления градуировочных 

смесей было проведено сравнение харак-

теристик стабильности и однородности 

по ГОСТ Р 50.2.058-2007, для газовых 

смесей, приготовленных в мешках из по-

лимерных материалов объемометриче-

ским методом (система 1), анализ равно-

весной паровой фазы с использованием 

дистиллированной воды для приготовле-

ния раствора (система 2), смеси, приго-

товленной методом добавки, в мешках 

Tedlar (система 3). В качестве образца 

сравнения использовались аттестованные 

газовые смеси с содержанием ацетона 1 

ppm (ПГС 10385-2013) (система 4). 

Оценку характеристик однородности и 

стабильности при использовании предла-

гаемого устройства автоматического до-

зирования пробы проводили путем про-

пускания модельной смеси с содержа-

нием ацетона 1 ppm (ПГС 10385-2013) 

(система 5) через систему с осушителем и 

при использовании смеси, приготовлен-

ной методом добавки к реальной пробе 

(система 6), хромато-десорбционным 

способом по методике, описанной [74, 

79] (система 7). Полученные результаты 

представлены в таблице 1. 

Как видно из представленных данных 

неопределенность от факторов однород-

ности и стабильности для модельных 

смесей, приготовленных в мешках для 

ВВ значительно превышает аналогичные 

характеристики для ПГС 10385-2013. По-

скольку к модельным смесям предъявля-

ются требования, аналогичные калибро-

вочным образцам, то в случае примене-

ния мешков для отбора проб, хранения и 

приготовления смесей необходимо ис-

пользовать их непосредственно после 

 
Рис. 1. Мобильный диагностический комплекс на основе микрофлюидных систем, оснащен-

ный системой автоматического отбора пробы для экспрессного количественного определения 

ацетона в выдыхаемом воздухе при диагностике диабета 

Fig. 1. Mobile diagnostic complex based on microfluidic systems equipped with an automatic sam-

pling system for the rapid quantitative determination of acetone in exhaled air to diagnose diabetes 
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приготовления или не более, чем в тече-

ние часа. Для приготовления стандарт-

ных газовых смесей для калибровки газо-

хроматографического оборудования 

также могут быть рекомендованы хро-

мато-десорбционный метод, суммарная 

неопределенность которого составляет 

10%, хромато-мембранный метод [80] – 

6.7%, метод, реализованный в парофаз-

ном источнике [17] – 7%, однако стоит 

учитывать, что данные по значениям кон-

станты распределения ацетона в системе 

вода-пар в различных источниках отлича-

ются на 30-50% при одинаковых темпера-

турных условиях [81-83], а в натурных 

условиях при отклонении от заданных па-

раметров это значение будет непрогнози-

руемо отличаться, что будет значительно 

увеличивать суммарную неопределен-

ность аттестованного значения ацетона, 

и, следовательно, влиять на достовер-

ность анализа. Все отмеченные особенно-

сти необходимо учитывать при планиро-

вании эксперимента, для минимизации 

случайных факторов. Для хранения проб 

целесообразно применять сорбционные 

системы, оценка эффективности по срав-

нению с хранением проб в мешках пока-

зана в работе [84]. Прямое дозирование 

при этом демонстрирует отсутствие по-

тери целевого вещества как на примере 

газовых смесей ПГС 10385-2013, так и 

смесей, приготовленных методом до-

бавки (система 3 при условии хранения 

не более чем 2 часа). В этом случае одно-

родность определяется исключительно 

вкладом систематической погрешности, 

соответствующей СКО сигнала детек-

тора. Предел детектирования по ацетону 

составляет 0.3 ppm. Как видно из пред-

ставленных данных, значения при 1 ppm 

для прямого дозирования не превышают 

10%. 

В таблице 2 представлен сравнитель-

ный анализ различных способов отбора и 

дозирования пробы методом «введено-

найдено», относительно добавки извест-

ного количества ацетона 0.5 ppm. В слу-

чае прямого дозирования использовалась 

модельная смесь влажного воздуха (6%) с 

содержанием ацетона 1 ppm. Данные при-

ведены для 10 параллельных проб. Во 

Таблица 1. Сравнительная оценка способов приготовления градуировочных смесей при ко-

личественном определении ацетона в ВВ 

Table 1. Comparative evaluation of methods for preparing calibration mixtures for the quantitative 

determination of acetone in exhaled air 

№ си-

стемы 

Концентрация ацетона в га-

зовой смеси, ppm 

Однород-

ность1, % 

Стабильность, 

при τ=2/4/6/8 ч, % 

Неопреде-

ленность 

проце-

дуры при-

готовле-

ния3, % 

Расчетное 

значение 

Определенное 

значение 

1 1.0 0.8 8 5/12/18/32 8 

2 1.2 0.8 10 –2 30 

3 1.3 1.1 5 2/10/20/30 15 

4 1.0 – 1 1/1/1/1 –4 

5 1.0 1.0 1 1/1/1/1 –4 

6 – 0.9 15 10/15/24/35 15 

7 – 1.1 2 2/2/3/3 6 
1оценку однородности проводили при n=12, пороговое значение суммарной неопределенности МВИ 

принимали равным 20%; 2метод не предполагает хранение проб, стабильность при хранении матрич-

ных растворов не исследовалась; 3расчет значения неопределенности процедуры приготовления про-

водили по ГОСТ 50.2.058-2007 с учетом вкладов всех стадий приготовления, при идентичных сред-

ствах измерения и средствах дозирования; 4данные о неопределенности процедуры приготовления 

отсутствуют, относительная расширенная неопределенность при коэффициенте охвата k=2 не превы-

шает 5% согласно описанию типа ПГС 10385-2013 (приложение к свидетельству №3560 об утвержде-

нии типа стандартного образца). 
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всех случаях использовалось автоматиче-

ское программируемое дозирование. 

Как видно из представленных данных, 

при отборе проб в мешки наблюдается за-

нижение результатов, кроме того, в 5 из 

10 случаев концентрация ацетона была 

ниже 0.5 ppm, что может быть обуслов-

лено значительном разбавлением пробы 

за счет смешанного или атмосферного 

воздуха и нарушения техники отбора 

пробы. Кроме того, в этом случае может 

иметь место загрязнение экзогенными ле-

тучими органическими соединениями из 

атмосферного воздуха, что также может 

приводить к неверной интерпретации ре-

зультатов. В случае применения устрой-

ства для прямого анализа потери целе-

вого компонента не наблюдается, однако 

при отсутствии осушителя в 3 из 10 слу-

чаев визуально фиксировались капли 

конденсата на коммуникациях. Полярные 

соединения и ацетон в том числе могут 

концентрироваться в каплях конденсата, 

вследствие чего имеет место занижение 

определяемой концентрации ацетона. Та-

кое закономерное снижение результата 

определения было зафиксировано для со-

ответствующих проб группы с прямым 

дозированием без осушителя. В случае 

использования автоматической термоста-

тируемой системы для ввода пробы с осу-

шителем фторидом калия таких мешаю-

щих факторов не зафиксировано, откло-

нение от опорного значения не превы-

шает 10%. 

Мобильный диагностический ком-

плекс на основе микрофлюидных систем, 

оснащенный системой автоматического 

отбора пробы для экспрессного количе-

ственного определения ацетона в выды-

хаемом воздухе и методика были апроби-

рованы в лабораторных условиях. Отбор 

проб выдыхаемого воздуха проводили в 

соответствии с общепринятыми требова-

ниями локально-этического комитета, от-

бор проводили натощак и после 4 часо-

вого перерыва после приема пищи, фик-

сировали наличие вредных привычек (ку-

рение), наличие функциональных нару-

шений желудочно-кишечного тракта, 

наличие особенностей питания (кето-ди-

еты), семейный анамнез и наличие сахар-

ного диабета у близких родственников 1-

2 линии. Проводили три параллельных 

измерения с интервалом отбора 3 ми-

нуты, дыхание не форсированное. На ри-

сунке 2 представлена типовая хромато-

грамма, полученная методом наложения 

сигнала для нормы, пациента из группы 

риска. Как видно из рисунка, профиль 

пика во всех случаях имеет симметрич-

ный вид, близкий к нормальному распре-

делению, и имеет место как минимум 

двукратное отклонение амплитуды сиг 

Таблица 2. Сравнительный анализ различных способов отбора и дозирования пробы 

Table 2. Comparative analysis of different methods of sampling and sample dosing 

Способ отбора пробы 

и дозирования 

Экспериментально 

найденная концен-

трация ацетона, ppm 

Максимальный 

разброс значений 

в выборке, n=10, % 

Отклонениезна-

чение «введено-

найдено», % 

Мешок Tedlar 

с 1 клапаном 
0.6 

выброс 50%* 

60** – 

Мешок Tedlar 

с 2 клапанами 
0.6 

выброс 10%* 

40** 
– 

Прямое дозирование 

без системы осушителя 
0.8 10 20 

Прямое дозирование с 

системой осушителя 
1.1 2 10 

*в 5 из 10 случаев концентрация ацетона ниже предела детектирования, сигнал детектора не превы-

шал двух значений уровня шума; **данные приведены для определяемых значений в пределах от 

0.5 ppm, n=5, что составило 50% от общего числа проб.  
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нала (площадь пиков 60 и 112 усл.ед. со-

ответственно), что позволяет достаточно 

четко дифференцировать результат 

«норма – группа риска – патология».  

В таблице 3 представлены экспери-

ментальные результаты апробации мо-

бильного диагностического комплекса на 

основе микрофлюидных систем, осна-

щенного системой автоматического от-

бора пробы для экспрессного количе-

ственного определения ацетона в реаль-

ных пробах ВВ. Время анализа составило 

3 минуты, время удерживания ацетона 

60 сек. Как видно из представленных дан-

ных на рис. 2, время анализа может быть 

сокращено за счет увеличения скорости 

газа-носителя, а лимитирующей стадией 

является продувка системы до и после 

анализа.  

Установлено, что при отборе проб в 

мешки, происходит значительное разбав-

ление альвеолярного воздуха за счет сме-

шанного экспираторного воздуха, как в 

случае мешков с одним клапаном, так и 

двумя клапанами. В случае с двумя кла-

панами это значение несколько ниже 

(2%), однако отбор пробы требует форси-

рованного выдоха. Стоит отметить, что 

при отборе проб в мешки с 1 клапаном 

наблюдался результат ниже предела де-

тектирования, сигнал детектора не пре-

вышал двух значений уровня шума, в то 

время как для этой же группы другими 

методами были зафиксированы значения 

 
Рис. 2. Хроматограмма, полученная методом наложения сигнала для нормы и группы риска 

Fig. 2. Chromatogram obtained by superimposing the norm and risk group signals 
 

Таблица 3. Результаты апробации мобильного диагностического комплекса на основе мик-

рофлюидных систем, оснащенного системой автоматического отбора пробы для экспресс-

ного количественного определения ацетона в реальных пробах ВВ 

Table 3. Results of testing of the mobile diagnostic complex based on microfluidic systems, 

equipped with an automatic sampling system for the express quantitative determination of acetone 

in real samples of exhaled air 

Характеристики групп здоровья 

Концентрация ацетона в ВВ, ppm/число выбросов 

среди числа измерений n=3 

Предлагаемый 

способ 

Мешок Tedlar 

с 1 клапаном 

Мешок Tedlar 

с 2 клапанами 

Вредные 

привычки 

(курение) 

Электронные 

сигареты 
0.8/0 <0.3 

0.6/0 

Обычные 

сигареты 
60.9/0 <0.3 

0.6/0 

Функциональные нарушения ЖКТ 0.8/0 <0.3 0.6/0 

Тип питания (наличие кетодиеты) 1.2/0 0.6/1 0.8/1 

Без диабета в семейном анамнезе 0.9/0 <0.3 0.6/0 

Диабет у 1 линии родственников 1.3/0 0.6/1 0.8/0 

Диабет у 2 линии родственников 1.0/0 <0.3 0.7/1 
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от 0.6 до 0.9 ppm, кроме того имела место 

нестабильная воспроизводимость резуль-

татов – из 3 параллельных измерений 1 

выброс, что наблюдалось также и для мо-

дельных смесей (таблица 3). Аналогич-

ная картина имеет место при использова-

нии мешков с двумя клапанами. Кроме 

того, в этом случае может иметь место за-

грязнение экзогенными летучими орга-

ническими соединениями из атмосфер-

ного воздуха, что также может приводить 

к неверной интерпретации результатов. 

Для количественной оценки при таком 

пробоотборе необходимо проводить 

большее количество параллельных изме-

рений и проводить дополнительное кон-

центрирование. Указанные приемы поз-

волят получить более объективный ре-

зультат, однако значительно более трудо-

ёмки и экономически затратны. Кроме 

того, все дополнительные этапы (отбор, 

хранение, концентрирование) вносят до-

полнительную погрешность и их суммар-

ный вклад случайной составляющей пре-

высит 20%, что значительно снижает ди-

агностическую значимость метода при 

оценке состояния здоровья. В случае экс-

пресс-анализа с использованием мобиль-

ного диагностического комплекса с авто-

матическим программируемым дозиро-

ванием суммарная погрешность анализа 

определяется преимущественно система-

тической погрешностью средства измере-

ния и погрешностью аттестованного зна-

чения градуировочных смесей, мини-

мальным из рассмотренных является 

ПГС 10385-2013. Соизмеримыми харак-

теристиками обладает хроматомембран-

ный метод получения газовых смесей 

6.7% [81] и хромато-десорбционный ме-

тод – 10%. 

Заключение 

Современные газохроматографиче-

ские приборы демонстрируют высокие 

аналитические качества с точки зрения 

чувствительности, селективности и экс-

прессности анализа. Внедрение МЭМС-

технологий для изготовления систем де-

тектирования, разделения, управления 

потоками газа обеспечивают миниатюри-

зацию газохроматографических аналити-

ческих комплексов и расширение воз-

можности их применения для неинвазив-

ной диагностики и создания устройств 

персонифицированной медицины. Для 

прямого определения биомаркера сахар-

ного диабета был разработан и апробиро-

ван мобильный диагностический ком-

плекс на основе микрофлюидных систем, 

оснащенный системой автоматического 

отбора пробы. В мобильный диагности-

ческий комплекс входит газовый микро-

хроматограф «ПИА» (номер в Госреестре 

средств измерений 60785-15) с термохи-

мическим детектором, планарная хрома-

тографическая колонка (длина 1 м, внут-

ренние сечение капала 0.8 мм2, заполнен-

ная сорбентом Carbopack B (фракция 80-

100 МЕШ), термостатируемая система 

автоматического пробоотбора и селек-

тивного улавливания мешающих компо-

нентов, управляемого электрическими 

микроклапанами, автоматической систе-

мой дозирования с регулируемой продув-

кой от 0.1 до 5 сек  и программным обес-

печением. Суммарные габаритные раз-

меры комплекса, включая необходимую 

для проведения анализа периферию, 

20×15×7 см, вес 2 кг. В состав комплекса 

входит также методика проведения ана-

лиза в диагностически значимом диапа-

зоне концентраций: от 0.5 ррm ацетона в 

выдыхаемом воздухе до 20 ррm при диа-

гностике диабета. Общее время анализа 

составляет 3 мин, время удерживания для 

ацетона 60 сек. 

Методика анализа предполагает вари-

ант выбора наиболее оптимального спо-

соба калибровки. Сравнительная оценка 

различных способов получения калибро-

вочных газовых смесей показала, что по 

характеристикам суммарной неопреде-

ленности аттестованного значения 

наиболее целесообразно использование 

поверочных газовых смесей ПГС 10385-
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2013 (менее 5%), соизмеримыми характе-

ристиками обладает хроматомембранный 

метод получения газовых смесей 6.7% и 

хромато-десорбционный метод – 10%. 

Сравнение методов отбора пробы и хра-

нения демонстрируют ограничения по 

применению широко тиражируемого 

способа отбора проб ВВ в мешки Tedlar, 

поскольку в данном случае происходит 

неконтролируемое разбавление альвео-

лярного воздуха смешанным или атмо-

сферным воздухом при отборе пробы. 

Некоторым преимуществом (2%) обла-

дают мешки Tedlar с двумя клапанами, 

однако хранение пробы в любом типе 

мешков более 2 часов не целесообразно 

из-за значительной потери целевого ком-

понента и как следствие занижение ре-

зультатов измерений. Кроме того, все до-

полнительные этапы (отбор, хранение, 

концентрирование) вносят дополнитель-

ную погрешность и их суммарный вклад 

случайной составляющей превысит 20%, 

что значительно снижает диагностиче-

скую значимость метода при оценке со-

стояния здоровья.  

В случае экспресс-анализа с использо-

ванием мобильного диагностического 

комплекса с автоматическим программи-

руемым дозированием суммарная по-

грешность анализа определяется преиму-

щественно систематической погрешно-

стью средства измерения и погрешно-

стью аттестованного значения градуиро-

вочных смесей. Применение системы 

улавливания и осушения демонстрирует 

отсутствие потери целевого вещества и 

позволяет добиться хорошей сходимости 

результатов, отклонение от опорного зна-

чения не превышает 10%. Апробация в 

натурных условиях подтвердила данные, 

полученные на модельных смесях. Об-

щие диагностические диапазоны совпа-

дают с литературными данными. Значи-

мых отклонений результатов из-за внеш-

них факторов в выбранной группе не об-

наружено. Разработанный мобильный 

диагностический комплекс с автоматиче-

ским программируемым дозированием и 

методика количественного определения 

ацетона в ВВ (0.5-20 ppm) может быть ре-

комендована к использованию в клиниче-

ских исследованиях в условиях медицин-

ских учреждений. 

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 статье представлен обзор хроматографических методов, комплексное использование ко-

торых обеспечивает контроль качества и безопасности пищевой продукции. Рассмотрены методы газо-

вой хроматографии, позволяющие анализировать в продуктах летучие компоненты с использованием 

пламенно-ионизационного детектора, детектора электронного захвата, масс-селективных детекторов 

(ГХ-ПИД, ГХ-ДЭЗ, ГХ-МС, ГХ-МС/МС). Перечислены аналиты, которые можно определять с помо-

щью высокоэффективной жидкостной хроматографии в сочетании с рефрактометрическим, спектро-

метрическими и масс-селективными детекторами (ВЭЖХ-РМД, ВЭЖХ-УФ, ВЭЖХ-СФД, ВЭЖХ-МС, 

ВЭЖХ-МС/МС). Показаны возможности ионной хроматографии и капиллярного электрофореза с элек-

трохимическими детекторами (ИХ-ЭХД, КЭ-ЭХД) в определении ионогенных соединений. Отмечено 

значение тонкослойной хроматографии (ТСХ) в тандеме с оптическими цифровыми цветорегистриру-

ющими устройствами в качественном и количественном анализе контаминантов в пищевой продукции. 

В связи с установлением негативного влияния микро- и нанопластика на здоровье человека актуальной 

задачей стало определение этих частиц в пищевой продукции, эту задачу можно решать с применением 

гельпроникающей хроматографии (ГПХ) и гидродинамической хроматографии (ГДХ), а также мето-

дом фракционирования в потоке в силовом поле (FFF).  

Показано, что метод ГХ-МС в настоящее время становится приоритетным инструментальным методом, 

применяемым в аккредитованных аналитических лабораториях в идентификации примесей контами-

нантов в сельскохозяйственной продукции. Перспективен в этом аспекте метод пиролитической ГХ-

МС. Пиролитическая ячейка не требует обязательного перевода твердого образца в раствор для его 

анализа.  

Рассмотрены экстракционные и сорбционные методы подготовки проб для хроматографического ана-

лиза. Наиболее часто используют разнообразные способы жидкостно-жидкостной экстракции (ЖЖЭ), 

твердофазной экстракции (ТФЭ). В последнее время был разработан и широко внедрен комбинирован-

ный метод «квечерс» (QuEChERS). В обзоре авторы опирались в первую очередь на труды воронеж-

ских научных школ по хроматографии и смежным методам разделения. 

Ключевые слова: газовая хроматография, высокоэффективная жидкостная хроматография, ионная 

хроматография, пищевая продукция, химический состав. 

Для цитирования: Рудаков Я.О., Селеменев В.Ф., Рудакова Л.В., Рудаков О.Б. Хроматографические 

подходы в контроле качества пищевой продукции по химическому составу // Сорбционные и хромато-

графические процессы. 2024. Т. 24, № 2. С. 197-208. https://doi.org/10.17308/sorpchrom.2024.24/12125 

 

Original article 
 

Chromatographic approaches to food quality control by chemical composition 
 

Yaroslav O. Rudakov1,3, Vladimir F. Selemenev1,  

Ludmila V. Rudakova2, Oleg B. Rudakov3✉ 
1Voronezh State University, Voronezh, Russia 



 

Сорбционные и хроматографические процессы. 2024. Т. 24, № 2. С. 197-208. 

Sorbtsionnye i khromatograficheskie protsessy. 2024. Vol. 24, No 2. pp. 197-208. 
 

ISSN 1680-0613_____________________________________________________________ 
 

 

 
 

198 

2Voronezh State Medical University, Voronezh, Russia 
3Voronezh State Technical University, Voronezh, Russia, robi57@mail.ru✉ 

 
Abstract. The article provides an overview of chromatographic methods, which, when used comprehensively, 

ensure food quality control and safety. It considers gas chromatography methods that allow analysing volatile 

components in products using a flame ionization detector, an electron capture detector, and mass-selective 

detectors (GC-FID, GC-ECD, GC-MS, and GC-MS/MS). The article provides a list of analytes that can be 

detected by high performance liquid chromatography in combination with refractometric, spectrometric, and 

mass selective detectors (HPLC-RMD, HPLC-UV, HPLC-SPD, HPLC-MS, and HPLC-MS/MS). The study 

showed how ion chromatography and capillary electrophoresis with electrochemical detectors (IC-ECD, CE-

ECD) can be used to detect ionogenic compounds. It highlighted the importance of thin layer chromatography 

(TLC) in combination with optical digital colour recording devices in the qualitative and quantitative analysis 

of contaminants in food products. Since it has been established that micro- and nanoplastics have a negative 

impact on human health, it is very important to detect these particles in food products. This task can be solved 

by using gel permeation chromatography (GPC) and hydrodynamic chromatography (HDC), as well as the 

method of field-flaw fractionation (FFF). 

It was shown that the GC-MS method is now becoming a priority instrumental method used in accredited 

analytical laboratories to identify impurities of contaminants in agricultural products. The pyrolytic GC-MS 

method is promising in this regard. The pyrolytic cell does not require the transfer of a solid sample into a 

solution for its analysis. 

The paper considers extraction and sorption methods for the preparation of samples for chromatographic anal-

ysis. A variety of liquid-liquid extraction (LLE) and solid-phase extraction (SPE.) methods are most commonly 

used. Recently, the QuEChERS method has been developed and widely implemented. The overview is primar-

ily based on the papers dedicated to chromatography and related separation methods published by researchers 

belonging to Voronezh scientific schools. 

Keywords: gas chromatography, high performance liquid chromatography, ion chromatography, food prod-

ucts, chemical composition. 
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Введение 

Широкое применение комплекса хро-

матографических методов в аналитиче-

ском контроле качества и безопасности 

пищевой продукции зиждется на дости-

жениях ученых и инженеров в теории, 

практике и техническом прогрессе в об-

ласти хроматографии. В России успешно 

действует несколько научных школ, раз-

вивающих хроматографические методы: 

в Москве, Санкт-Петербурге, Самаре, Но-

восибирске, Нижнем Новгороде и Воро-

неже. Особо отметим воронежских уче-

ных, которые обеспечили научное сопро-

вождение аграрной промышленности Во-

ронежской области и всего Центрального 

Черноземья [1-4]. 

Хроматографические методы осно-

ваны, как известно, на разделении смеси 

аналитов за счет процессов динамиче-

ской сорбции и десорбции в гетерогенной 

системе, состоящей из подвижной и не-

подвижной фаз. Разделенные компо-

ненты анализируемой смеси поочередно 

попадают в детектор, регистрирующий 

аналитические сигналы в виде хромато-

граммы, на которой время удерживания 

характеризует хроматографические свой-

ства, а геометрические размеры пиков – 

концентрацию аналитов. 

Пищевая продукция, как правило, 

имеет сложный химический состав. Это 

многокомпонентные гетерогенные мат-

рицы содержащие белки, углеводы, 

жиры, или их смеси в разных комбина-

циях, сравнительно низкомолекулярные 

органические вещества – витамины, БАВ 

и минеральные вещества природного, ис-

кусственного и синтетического проис-

хождения. Кроме полезных компонентов 

пищевая продукция содержит разнооб-

разные пищевые добавки, улучшающие 

реологические, органолептические и тех-
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нологические характеристики продук-

ции. Вместе с тем, в ней могут присут-

ствовать контаминанты – загрязнители 

природного и антропогенного происхож-

дения, ухудшающие качество и безопас-

ность пищевой продукции. 

В аналитической практике лаборато-

рий Роспотребнадзора, в чью функцио-

нальную обязанность входит госкон-

троль над качеством и безопасностью пи-

щевой продукции, универсального хро-

матографического метода не существует. 

Для определения химического состава 

продукции, обнаружения контаминантов, 

загрязняющих продукцию, применяют 

целый комплекс хроматографических ме-

тодов. Газовая хроматография применя-

ется для определения летучих органиче-

ских соединений, подвижной фазой в 

этом случае служит газ-носитель. Жид-

костная хроматография, в первую оче-

редь, высокоэффективная жидкостная 

хроматография (ВЭЖХ), в которой по-

движной фазой является жидкость, ис-

пользуется для разделения и анализа сме-

сей термолабильных и относительно вы-

сокомолекулярных веществ. Ионогенные 

вещества, органические и неорганиче-

ские электролиты – аналиты для ионооб-

менной хроматографии (ИХ) и капилляр-

ного электрофореза (КЭ, не является хро-

матографическим методом, его роднит с 

хроматографией наличие жидкой по-

движной фазой). Для олигомеров, поли-

меров, биополимеров, наночастиц приме-

нима эксклюзионная (гельпроникающая 

хроматография, ГПХ) и гидродинамиче-

ская жидкостная хроматография (ГДХ), а 

также фракционирование в потоке в си-

ловом поле (FFF, в этом методе жидкость 

является подвижной фазой, но механизм 

удерживания отличен от хроматографии) 

(рис.1) [5-18].  

Химический состав 

пищевой продукции 

Химический брутто-состав пищевой 

продукции – количество жиров, углево-

дов, белков, витаминов и других биологи-

чески активных добавок (БАД) опреде-

ляют с целью сертификации продукции, 

для установления ее пищевой ценности. 

Чтобы определить натуральность про-

дукции, аутентичность, т.е. отсутствие 

фальсификации, требуется идентифика-

ция отдельных компонентов жиров, угле-

водов и аминокислот, выявление наличия 

или отсутствия тех или иных компонен-

тов, или количественного соотношения 

аналитов. С этой точки зрения методы 

хроматографии, отличающиеся высокой 

эффективностью и селективностью раз-

деления, являются приоритетными мето-

дами анализа в пищевой индустрии.  

С точки зрения качества и безопасно-

сти продукции важнейшей задачей явля-

ется определение наличия в ней экоток-

сикантов и контаминантов в количествах 

не превышающих предельно допустимую 

концентрацию (ПДК).  

Если брутто-состав определяется ме-

тодами физической сепарации, экстрак-

ции и классического химического ана-

лиза, то для решения задач идентифика-

ции и выявления конкретных химических 

соединений применяются те или иные 

хроматографические методы (табл. 1). 

Газовая хроматография 

В газовой хроматографии пищевой 

продукции в настоящее время применяют 

преимущественно капиллярные колонки 

(25-100 м) и пламенно-ионизационные 

детекторы (ПИД). Работа ПИД основана 

на изменении фонового тока водородного 

пламени при внесении в него 

органического вещества.  

Другой ставший популярным 

детектором в пищевой химии стал масс-

селективный детектор. Хромато-масс-

спектрометрия – это гибридный метод 

анализа, сочетающий хроматографию и 

масс-спектрометрию. Сочетание газового 

хроматографа и масс-спектрометра (ГХ-

МС) усиливает возможности обоих 

методов. Масс-спектрометр – высоко-

чувствительный детектор, универ-
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сальный и селективный одновременно, с 

уникальной способностью по иденти-

фикации компонентов. Возможности 

МСД для качественного анализа в 

хроматографии превосходят возмож-

ности любых других детекторов. Детек-

тор МСД позволяет идентифицировать 

соединения не только по временам 

удерживания, но и сравнивая масс-спектр 

пика определяемого вещества с 

библиотечным. Библиотеки насчитывают 

сотни тысяч различных соединений, а 

программное обеспечение проводит 

поиск в считанные секунды. Масс-

спектрометр благодаря хроматографу 

сканирует разделенные индивидуальные 

соединения, таким образом аналитик 

работает с чистыми масс-спектрами. В 

аналитическую практику внедрены 

тандемные масс-спектрометры с квадру-

польным масс-анализатором (МС/МС), 

они в сочетании с газовой хромато-

графией нашли широкое применение в 

аналитических решениях проблем 

биотехнологии, медицины, экологии и 

др. [17-21]. 

Разработаны и внедрены в газовую 

хроматографию десятки различных по 

принципу действия детекторов. Напри-

мер, катарометр, или детектор по 

теплопроводности (ДТП). В основу 

работы ДТП положен процесс передачи 

тепла от нагретого термочувствительного 

элемента к более холодному корпусу 

детектора за счет теплопроводности 

газового потока. С изменением состава 

газового потока меняется его тепло-

проводность. Детектор универсальный, 

но менее чувствительный, чем ПИД. 

Следует упомянуть еще детектор 

электронного захвата (ДЭЗ), приме-

няемый для контроля над рядом конта-

минантов. Принцип действия этого 

детектора основан на захвате молекулами 

анализируемых соединений свободных 

электронов, находящихся в иониза-

ционной камере детектора. В ДЭЗ устана-

вливается источник бета-излучения. 

Детектор селективен к галогено-

рганическим соединениям. Активно при-

меняется для анализа хлорорганических 

пестицидов и летучей галогенорганики. 

Жидкостная хроматография 

В жидкостной хроматографии, в вари-

анте ВЭЖХ, применяется своя линейка 

детекторов. Прежде всего универсальный 

рефрактометрический детектор (РМД), 

ультрафиолетовый (УФД), спектрофото-

метрический (СФД), включающий уль-

трафиолетовый, видимый и частично ин-

фракрасный диапазон спектра, флуори-

метрический детектор (ФЛД), детектор 

по светорассеянию испаренного образца 

 
Рис. Хроматографические методы в определении химического 

состава пищевой продукции 

Fig. Chromatographic methods used to determine the chemical composition of food products 
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(ELSD). После решения технической про-

блемы сочетания жидкостной хромато-

графии и масс-спектрометрии получил 

развитие методы ВЭЖХ-МС, ВЭЖХ-

МС/МС [13,17]. 

В ионной хроматографии нашли ис-

пользование кроме оптических детекто-

ров различные электрохимические детек-

торы (ЭХД) – кондуктометрические и ам-

перометрические [9,13,17]. 

Таблица 1. Хроматографические методы в определении химического состава пищевой 

продукции и ее загрязнителей [5-25] 

Table 1. Chromatographic methods in determining the chemical composition of food products 

and their contaminants [5-25] 

Метод разделения Методы детектирования Определяемые химические соединения 

Капиллярная га-

зожидкостная хро-

матография (ГЖХ) 

Масс-спектрометр (МС), 

тандемный масс-спектро-

метр (МС/МС) 

цис-, транс-изомерные жирные кислоты, 

пестициды, гербициды,  метаболиты ксе-

нобиотиков,  стирол, бисфенол А, нонил-

фенол, глицидиловые эфиры,  3- и 2-

хлорпропандиолы 

ГЖХ, ПФА, 

ПФА-МС 

Пламенно-ионизацион-

ный детектор (ПИД) 

пестициды, гербициды, метанол, ПАВ, 

эфиры жирных кислот 

ГЖХ 
Детектор электронного 

захвата (ДЭЗ) 

Галогенсодержащие пестициды, инсекти-

циды, гербициды, бисфенол А 

ВЭЖХ МС, МС/МС 

антибиотики, микотоксины, диоксины, 

ПАУ, инсектициды, сульфаниламиды, 

амфениколы, пенициллины, тетрацик-

лины, витамины 

ВЭЖХ 

спектрофотометрические 

детекторы (УФД, СФД), 

рефрактометрические де-

текторы (РМД), электро-

химические детекторы 

(ЭХД), детекторы по све-

торассеянию испаренного 

образца (ELSD) 

Консерванты, тартразин, метаболиты 

ксенобиотиков, фенолы, эфиры фтала-

тов, сульфаниламиды, фталаты, угле-

воды (монозы, биозы, триозы) и их про-

изводные, витамины, липиды, аминокис-

лоты 

ВЭЖХ 
Флуориметрический де-

тектор (ФЛД) 

Макролиды, антибиотики, фикотоксины,  

афлатоксины 

Ионная хромато-

графия 
ЭХД 

Токсичные элементы, органические и не-

органические ионы, нитраты, ПАВ, суль-

фиты, аминокислоты, пептиды, фосфоли-

пиды 

Эксклюзионная 

хроматография 

Рефрактометрический де-

тектор (РМД) 

Олигосахариды, полисахариды, наноча-

стицы, полипептиды, белки 

Капиллярный элек-

трофорез 
ЭХД, СФД 

Антибиотики, ионный состав, ПАВ, кон-

серванты, бисфенол А, аминокислоты, 

водорастворимые витамины 

Тонкослойная хро-

матография (ТСХ) 

Видеоденситометры, ска-

неры, фотокамеры, смарт-

фоны, УФ-камеры 

экотоксиканты, антибиотики, микоток-

сины, фенолы, бисфенол А 

Гидродинамиче-

ская хроматография 
РМД, СФД 

Биополимеры, наночастицы, микроорга-

низмы 

Фракционирование 

в потоке в силовом 

поле (FFF) 

РМД, СФД 
Биополимеры, наночастицы, микроорга-

низмы, пыль 
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Отдельно стоит сказать о методе тон-

кослойной хроматографии (ТСХ). Этот 

метод основан на применении пластин, 

на которые нанесен слой сорбента, каче-

ственным аналитическим сигналом в ме-

тоде служит фактор замедления Rf – отно-

шение расстояния, пройденного центром 

пятна, к расстоянию, пройденному фрон-

том растворителя, а не время удержива-

ния, а количественным – площадь пятна 

и интенсивность его окраски, после про-

ведения хромофорной реакции, если ана-

лит не имеет собственного цвета. В этом 

методе для качественного и количествен-

ного определения используются ви-

деоденситометры, сканеры, цифровые 

фотокамеры, смартфоны, УФ-камеры, 

если определяемое вещество или фон 

пластины имеют поглощение в ультрафи-

олетовом диапазоне [10,13,35].  

В табл. 1 приведены основные хрома-

тографические методы разделения и спо-

собы детектирования химических соеди-

нений в пищевой продукции, в таблицах 

2 и 3 приведены пути контаминации на 

разных технологических стадиях получе-

ния продуктов питания. 

 

Таблица 2. Пути контаминации пищевой продукции [25] 

Table 2. Ways of contamination in food products [25] 

Источники 

загрязнений 
Вид сырья Пути контаминации Контаминанты 

Антропоген-

ный 

Растительное 

сырье, корма 

Прямое осаждение на листьях, 

плодах и других открытых ча-

стях растений 

Пестициды, инсекти-

циды, фунгициды, герби-

циды, глифосат 

Природный и 

антропогенный 

Растительное 

сырье, корма 

Всасывание через корневую си-

стему из загрязнений почвы 

Соли кадмия, свинца, 

цинка, ртути,  минераль-

ные удобрения, нитраты 

Антропоген-

ный 

Сырое мо-

локо, мясо 

Аккумуляция в тканях живот-

ных, используемых для стимуля-

ции их роста и лечения 

Гормоны, антибиотики, 

ветеринарные препараты 

Антропоген-

ный 

Сырое мо-

локо, мясо 

Образование в процессе техноло-

гической обработки, упаковки, 

транспортировки 

ПАУ, нитрозоамины, фе-

нолы, олово, свинец 

Антропоген-

ный 

Полупро-

дукты и про-

дукты 

Специальное внесение в продукт 

с целью улучшения его потреби-

тельских свойств и обеспечения 

ложноположительных интеграль-

ных показателей качества 

Пищевые добавки, кра-

сители, консерванты, ан-

тиоксиданты, эмульга-

торы, ароматизаторы, 

нейтрализаторы и др. 

Природный 

Молочные и 

мясные полу-

продукты и 

продукты 

Бактериальная обсемененность и 

размножение бактерий с возмож-

ным образованием токсинов 

B. cereus, токсины, Cl. 

botulinum, сальмонеллы, 

стафилококковые энте-

ротоксины и др. 

Природный и 

антропогенный 

Продукты пе-

реработки 

Аккумуляция в продуктах при 

употреблении контаминирован-

ных кормов 

Микотоксины: афлаток-

сины, охратоксины 

Природный 
Продукты пе-

реработки 
Поражение паразитами 

Паразиты и продукты их 

жизнедеятельности 

Природный и 

антропогенный 
Вода 

Загрязнение источников питье-

вой воды, при транспортировке и 

в технологических процессах 

Тяжелые металлы, орга-

ника, хлорорганика, 

ПАВ 

Антропоген-

ный 
Вода Миграция из тары Микро- и нанопластик 
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Методы подготовки проб 

Ахиллесовой пятой хроматографиче-

ских методов является подготовка проб. 

Для введения в хроматографическую ко-

лонку и в случае ГХ, и ВЭЖХ, требуется 

смесь аналитов перевести, как правило, в 

раствор, который помещается в шприц, 

кран-дозатор, или автосемплер и уже с 

помощью этих дозирующих устройств 

небольшое количество пробы вводится в 

хроматографическую систему. 

 Пищевой продукт является гетероген-

ной системой неоднородной консистен-

ции, перед хроматографическим анали-

зом его измельчают, затем извлекают из 

образца искомые аналиты. Для этого при-

меняют самые разнообразные физиче-

ские и физико-химические методы сепа-

рации: твердофазную экстракцию (ТФЭ), 

микро-ТФЭ; низкотемпературную ТФЭ, 

жидкостно-жидкостную экстракцию 

(ЖЖЭ), высаливание, высахаривание, 

микро-ЖЖЭ, дисперсионную микро-

ЖЖЭ, флюидную экстракцию, низкотем-

пературную микро-ЖЖЭ (liquid-liquid 

extraction with partition at low temperature, 

LLE-PLT), экстракционное выморажива-

ние; газовую экстракцию (head space), 

экстракцию ионными жидкостями, ком-

бинацию способов разделения, получив-

шую название квечерс (QuEChERS), 

(quick, easy, cheap, effective, rugged, safe – 

быстрый, простой, дешевый, эффектив-

ный и безопасный) [24-27]. 

ЖЖЭ в разных модификациях осно-

вана на переводе веществ из одной жид-

кой фазы в другую при их непосредствен-

ном контакте; при этом жидкие фазы не 

должны смешиваться, то есть их взаим-

ная растворимость должна быть очень 

мала. Если одна фаза – полярная жид-

кость (вода), а вторая – неполярный рас-

творитель, гидрофобные компоненты вы-

тесняются во второй растворитель, а гид-

рофильный – в воду. Этому способ-

ствуют высаливание, высахаривание, вы-

мораживание и даже просто понижение 

температуры. В этих случаях возможно 

применение растворителей, которые рас-

слаиваются с водой при высаливании, до-

бавлении водорастворимого полимера 

или при низких температурах (LLE-PLT). 

ЖЖЭ применяют как с целью получения 

первоначального экстракта твердых, 

жидких или диспергированных образцов, 

так в целях очистки экстракта и замены 

растворителя экстракта. 

В газовой хроматографии летучих со-

единений применяют метод парофазного 

анализа (ПФА, head space) [28]. Для из-

влечения летучих целевых соединений 

используют парофазную экстракцию. 

Сущность этого подхода состоит в выде-

лении из образца паров содержащихся в 

Таблица 3. Технологические стадии, на которых происходит загрязнение [25] 

Table 3. Technological stages associated with pollution [25] 

Стадия жизненного 

цикла продукции 
Субъект воздействия Контаминанты 

Стадия получения сы-

рого молока и мяса, 

муки 

Объекты окружающей 

среды, корма 

Пестициды, ветпрепараты и их ме-

таболиты, природные токсины, 

токсичные и следовые элементы, 

аллергены 

Стадия переработки 

молока и мяса, выпечка 

Технологическое обору-

дование, обоснованные 

компоненты рецептуры 

и добавки 

Токсичные элементы, фальсифи-

цирующие добавки, наночастицы, 

монохлорпропандиолы, глициди-

ловые эфиры жирных кислот 

Стадия упаковки гото-

вого продукта или по-

луфабриката 

Упаковочные матери-

алы, компоненты из 

тары 

Тяжелые металлы, бисфенол А, 

мономеры, пластификаторы, нано-

частицы, микропластик 

Стадия хранения Микроорганизмы 
Мигрирующие из упаковки конта-

минанты, микотоксины 
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нем летучих соединений при помощи 

нагревания, пропускания потока инерт-

ного газа или при применении комбина-

ции обоих воздействий. Агрегатное со-

стояние образца может быть как жидким, 

так и твердым. 

Метод твердофазной экстракции 

(ТФЭ), основанный на извлечении целе-

вых соединений из жидких образцов, экс-

трактов и газообразных образцов путем 

их адсорбции на малых количествах (от 

нескольких до сотен мг) адсорбционных 

материалов стал одним из основных в 

аналитической практике [24]. Элюирова-

ние (смыв) целевых аналитов осуществ-

ляют сравнительно небольшими объе-

мами в пределах десяти мл, что дает воз-

можность избежать при проведении про-

боподготовки операций, связанных с 

применением и расходом больших объе-

мов растворителей. Метод адсорбцион-

ной очистки (АО), основанный на извле-

чении из жидких образцов и экстрактов 

мешающих анализу компонентов мат-

рицы путем адсорбции на малых количе-

ствах (от нескольких до сотен мг) адсорб-

ционных материалов. При проведении 

АО целевые соединения (аналиты) про-

скакивают через сорбционный материал, 

то есть не сорбируются, а остаются в 

пробе (экстракте). Закономерности и тех-

нические средства проведения ТФЭ и АО 

одинаковы; различие подходов заключа-

ется в логике их применения. В методе 

ТФЭ целевые соединения на первой ста-

дии удаляются из образца (экстракта) ад-

сорбцией на подходящем материале, что 

позволяет проводить как очистку пробы, 

так и ее концентрирование, а также про-

водить замену растворителя пробы. В ме-

тоде АО целевые соединения проскаки-

вают через сорбент, который лишь погло-

щает часть загрязняющих пробу соедине-

ний; таким образом, АО применима ис-

ключительно для проведения очистки 

пробы. Нередко АО осуществляют на до-

статочно дешевых сорбентах, которые 

применяют однократно и выбрасывают 

после использования. При проведении 

ТФЭ, напротив, стараются регенериро-

вать адсорбционные материалы и исполь-

зовать их многократно, что дает возмож-

ность применять для твердофазной экс-

тракции более дорогие и качественные 

(нередко также специализированные) ад-

сорбенты. В совокупности ТФЭ и АО 

называют сорбционными методами под-

готовки пробы. Сорбция может осу-

ществляться в статических и динамиче-

ских условиях [24]. 

Широкое применение в анализе пище-

вых продуктов получил комбинирован-

ный метод пробоподготовки квечерс 

(QuEChERS) [24-27]. Метод QuEChERS 

используют для обнаружения остатков 

пестицидов, антибиотиков, полиаромати-

ческих углеводородов (ПАУ), полихлор-

ированных дифенилов и других контами-

нантов в пищевых продуктах. Образец 

(фрукты, овощи, яйца и т.д.) гомогенизи-

руют, центрифугируют с реагентом и пе-

ремешивают в течение 1 мин. Используе-

мые реагенты зависят от типа анализиру-

емого образца. Затем проводится экс-

тракция. Этот шаг основан на распреде-

лении вещества между фазами посред-

ством высаливания или холодной ЖЖЭ. 

При этом устанавливается равновесие 

между водной и органической фазами. На 

втором этапе осуществляется очистка 

способом дисперсионной твердофазной 

экстракции (ТФЭ) с последующим ис-

пользованием различных сочетаний со-

лей и пористых сорбентов, чтобы удалить 

мешающие вещества. Детектирование со-

единений обычно проводится методом 

газовой хромато-масс-спектрометрии 

(ГХ-МС) или жидкостной хромато-масс-

спектрометрии (ВЭЖХ-МС). 

После получения в результате опера-

ций отделения аналитов от матрицы про-

дукта в виде раствора с достаточной кон-

центрацией может потребоваться допол-

нительная стадия подготовки – деривати-

зация. Для целей ГХ аналиты переводят в 

сравнительно летучее производное. 

Например, жиры подвергают гидролизу, 
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образовавшиеся жирные кислоты мети-

лируют [12]. Смесь метиловых эфиров 

жирных кислот анализируют методом 

ГЖХ. Смесь моно- и дисахаридов сили-

лируют, и методом ГЖХ уже анализирут 

силилпроизводные. В случае ВЭЖХ 

также используют получение производ-

ных, например, для того, чтобы их можно 

было бы детектировать оптическими или 

масс-спектрометрическими детекто- 

рами [29]. 

Пиролитическая хроматография 

Определенные возможности при иден-

тификации пищевой продукции имеет 

метод пиролитической газовой хромато-

графии (ПГХ) [12,30]. ПГХ нашла свое 

применение в анализе полимеров. В пи-

ролизере происходит термический рас-

пад полимера на различные сравнительно 

низкомолекулярные соединения. Про-

дукты пиролиза для полимеров, отличаю-

щихся первичной структурой, фракцион-

ным составом, строением мономерных 

звеньев, регистрируются на хромато-

граммах в виде набора пиков, специфич-

ного для того или иного полимера, давая 

своеобразные «отпечатки пальцев». Этот 

метод применим и для идентификации 

биополимеров, белков и олиго- и полиса-

харидов, липидов. Современное сочета-

ние ПГХ с масс-спектрометром (ПГХ-

МС) открывает дополнительные возмож-

ности метода, так как по масс-спектрам 

разделенных продуктов пиролиза можно 

расшифровать химическую структуру по-

лимера и технологию производства (об-

ратный инжиниринг), выявить механизм 

и кинетику деградации анализируемого 

объекта, повести качественный и количе-

ственный анализ добавок (антиокси-

данты, стабилизаторы, пластификаторы, 

антистатики, антипомутнители, огне-

упоры, порообразователи и др.) [31]. Та-

ким образом, метод ПГХ-МС пригоден 

для контроля качества и безопасности по-

лимерной тары и упаковочных материа-

лов, применяемых в пищевой индустрии. 

Упаковка является одним из источников 

контаминации пищи [32-34,36]. Но этот 

метод применим и для анализа сложных 

природных матриц, из которых состоит 

пища, в этих матрицах содержится боль-

шое количество различных пищевых до-

бавок и биополимеров. Большим преиму-

ществом ПГХ-МС является то, что пиро-

литическая ячейка не требует перевода 

твердого образца в раствор, то есть мини-

мизируется алгоритм подготовки проб. 

При программируемом нагреве ячейки в 

начале хроматографируются летучие 

компоненты и только затем продукты пи-

ролиза. Актуальной задачей является 

внедрение ПГХ-МС в аналитическую 

практику в области контроля качества и 

безопасности пищевых продуктов. 

Заключение 

Широкое применение комплекса хро-

матографических методов в пищевой ин-

дустрии обеспечивает полноценный кон-

троль химического состава конечных 

продуктов и биотехнологических процес-

сов на разных стадиях их производства и 

хранения. Особенно важная роль хрома-

тографических методов принадлежит 

контролю минорных аналитов: биологи-

чески активных веществ, витаминов, пи-

щевых добавок, экотоксикантов и конта-

минантов, в выявлении аутентичности 

продукции. Для этих целей в аналитиче-

ских лабораториях необходим набор хро-

матографических приборов ГЖХ, ИХ, 

ВЭЖХ, способных обеспечить этот кон-

троль. Наиболее эффективно сочетание 

хроматографических методов разделения 

с масс-спектрометрическим детектирова-

нием. Перспективным методом для ана-

лиза пищевых продуктов является пиро-

литическая газовая хроматография с 

МСД, однако не следует отказываться от 

детекторов, зарекомендовавших себя в 

рутинных анализах: ПИД, ДЭЗ – в газо-

вой хроматографии, МСД, СФД – в 

ВЭЖХ, ЭХД - в ионной хроматографии и 

электрофорезе.  
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ 
 

Научная статья 

УДК 539.19:539.2 

doi: 10.17308/sorpchrom.2024.24/12126 
  

Теоретический расчет параметров метода трехпараметрической 

характеристики хроматографических фаз 

I. Параметр дисперсионных сил – обобщенный заряд 
 

Елена Александровна Зайцева✉, Анатолий Михайлович Долгоносов 

Институт геохимии и аналитической химии им. В.И. Вернадского РАН, Москва, zaitceva@geokhi.ru✉ 

 
Аннотация. Селективность разделения в газовой хроматографии определяется природой неподвижной 

фазы. В рамках предложенной авторами ранее модели межмолекулярных взаимодействий и разработанного 

на ее основе теоретического метода трехпараметрической характеристики хроматографических неподвиж-

ных жидких фаз делается количественная оценка способности молекул к участию в дисперсионных, диполь-

дипольных взаимодействиях и в водородных связях. Метод показал свою эффективность при описании 

свойств неподвижных фаз на основе углеводородов, полиэтиленгликоля, полисилоксанов и ионных жидко-

стей. Свойства неподвижных фаз и молекул аналитов описываются двумя характеристиками селективности: 

полярностью и гидрофильностью, которые могут быть рассчитаны по прямой задаче по структурной фор-

муле вещества и по обратной задаче по экспериментальным данным в виде индексов удерживания Ковача 

или констант Роршнайдера-МакРейнольдса; противоречия между результатами расчета характеристик 

двумя способами обнаружено не было. С помощью предложенного метода была выявлена связь между мо-

лекулярной массой полимерной молекулы и величинами характеристик селективности. Предложена карта 

селективности как удобный наглядный способ классификации неподвижных фаз, которая может быть при-

менена в сочетании с принципом подобия свойств для выбора наиболее селективной к заданным аналитам 

неподвижной фазы; этот выбор может быть сделан без проведения экспериментов. Предлагаемая работа по-

священа определению обобщенного заряда как первого и ключевого параметра метода трехпараметрической 

характеристики. Основным инструментом послужила разработанная ранее в лаборатории сорбционных ме-

тодов ГЕОХИ РАН теория обобщенных зарядов. Эта теория, выведенная из фундаментальных принципов, 

описывает ван-дер-ваальсовы взаимодействия в виде потенциала Леннард-Джонса с помощью характери-

стик молекул, определяемых из молекулярной структуры. Ранее с ее помощью были успешно описаны не-

полярные хроматографические системы. В работе даны определения обобщенных зарядов, показана их связь 

с физическими и экспериментальными величинами, приведены расчетные формулы для изолированных мо-

лекул и для жидких фаз. Представлены результаты детального расчета обобщенных зарядов веществ разных 

классов, включающих в себя газохроматографические неподвижные фазы. 

Ключевые слова: энергия адсорбции, межмолекулярные взаимодействия, газовая хроматография, непо-

движная фаза, обобщенный заряд, молекулярные дескрипторы. 
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Abstract. In this work we studied the flavonoid composition of tangerine skins using 10 kinds of tangerines from 

the selectivity of separation in gas chromatography is determined by the nature of the stationary phase. The authors 

previously proposed a model of intermolecular interactions and a theoretical method of three-parameter characteri-

sation of stationary phases in liquid chromatography based on it. They were applied to quantify the ability of mole-

cules to participate in dispersion and dipole-dipole interactions and hydrogen bonds. The method proved to be effi-

cient to describe the properties of stationary phases based on hydrocarbons, polyethylene glycol, polysiloxanes, and 

ionic liquids. The properties of stationary phases and analyte molecules are described by two selectivity characteris-

tics: polarity and hydrophilicity, which can be calculated as a direct problem using the structural formula of the 

substance, or as an inverse problem using experimental data in the form of the Kovacs retention indices or 

Rohrschneider and McReynolds constants. No contradictions have been found between the characteristics calculated 

by the two methods. Using the proposed method, the relationship between the molecular weight of the polymer 

molecule and the values of selectivity characteristics was revealed. We proposed a selectivity map as a convenient 

and illustrative way to classify the stationary phases. Backed by the principle of similarity of properties, it can be 

used to determine the most selective stationary phase for a given analyte, without any experiments. 

The aim of this work was to determine the generalised charge as the first and key parameter of the three-parameter 

characterisation method. The main tool was the theory of generalised charges developed earlier in the laboratory of 

sorption methods of GEOKHI RAS. This theory, derived from fundamental principles, describes van der Waals 

interactions in the form of a Lennard-Jones potential, using the characteristics of molecules determined from their 

molecular structure. Previously, it successfully described nonpolar chromatographic systems. In the present study, 

we defined generalised charges, showed their relation to physical and experimental values, and provided calculation 

formulas for isolated molecules and for liquid phases. We presented the results of a detailed calculation of the gen-

eralised charges of substances of different classes, including gas chromatographic stationary phases. 

Keywords: adsorption energy, intermolecular interactions, gas chromatography, stationary phase, generalised 

charge, molecular descriptors. 
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Введение 

Основной областью интересов авторов 

является развитие теоретической модели 

межмолекулярных взаимодействий и со-

здание на ее основе метода классифика-

ции и характеристики селективности хро-

матографических жидких неподвижных 

фаз [1-10]. Межмолекулярные взаимо-

действия в хроматографической системе 

описываются выражением для полной 

энергии адсорбции [1-2]: 𝑈 = 𝑈𝑛𝑝 +

𝑈𝑑𝑝 + 𝑈𝐻, где 𝑈𝑛𝑝 – неполярная энергия, 

представленная как потенциал Леннард-

Джонса в теоретическом виде [11-12], 

𝑈𝑑𝑝 – полярная энергия, представленная 

как сумма энергий ориентационного [13-

14] и индукционного взаимодействий 

[15-16], 𝑈𝐻 – энергия водородной связи 

(Н-связи) [6,8-10,17]. По числу независи-

мых характеристик молекул метод назван 

методом трехпараметрической характе-

ристики (ТПХ). С помощью метода ТПХ 

можно достаточно точно рассчитать ха-

рактеристики неподвижных фаз двумя 

способами – по хроматографическим экс-

периментальным данным и по структур-

ной формуле исследуемых неподвижных 

фаз или молекул аналитов [8-10]. 

Основанная на грубом принципе адди-

тивности атом-атомных потенциалов 

(ААП) полуэмпирическая молекулярно-

статистическая теория адсорбции ис-

пользуется для расчета энергии ван-дер-

ваальсовых взаимодействий более 40 лет 

[18-22]. Эта теория применена в расчетах 

систем «графитированная термическая 

сажа (ГТС) – органические соединения 

разных классов», в результате чего 

накоплена целая база данных. Возможно-

сти упомянутого метода весьма ограни-

чены, что влияет, например, порядок вы-

хода изомеров в смесях из колонки – 

предсказанный теоретически порядок не 

подтверждается экспериментом. Причи-

ной этого является правило аддитивности 

ААП.  
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Использование принципа ААП при 

расчете энергии межмолекулярных взаи-

модействий (ММВ) удобно и универ-

сально, а неточность его невелика – по-

рядка 10%. Однако стоит уточнить, что 

при таком расчете неточность для энер-

гии в единицы процентов даст большую 

погрешность. Принцип ААП пренебре-

гает величиной энергии, отвечающей за 

жесткость связей в молекуле. Эта энергия 

имеет порядок энергии адсорбции, что 

приводит к существенным ошибкам. Ме-

тоды молекулярно-статистической тео-

рии в априорных расчетах неприменимы 

из-за отсутствия физического смысла в 

параметрах этой теории. 

Известна модель сольватационных па-

раметров Абрахама [23-25], используе-

мая для описания свойств хроматографи-

ческих фаз. Сольватационные параметры 

определяются как корень квадратный из 

равновесной энергии взаимодействия 

одинаковых молекул и участвуют в опи-

сании взаимодействия более сложных 

молекул в виде аддитивных инкрементов. 

Модель широко применяется для описа-

ния свойств хроматографических непо-

движных фаз и включает в себя два типа 

сольватационных параметров – молеку-

лярные дескрипторы изолированных мо-

лекул и параметры неподвижной фазы, 

определяемые по результатам хромато-

графических экспериментов методом ли-

нейной регрессии [26]. Сольватационные 

параметры имеют физико-химическим 

смысл, который дает возможность прово-

дить сравнение и анализ природы взаимо-

действий в разных системах. Модель Аб-

рахама совпадает с методом ААП в части 

недостатков, связанных с правилом сло-

жения инкрементов и эмпирическим спо-

собом их определения.  

Очевидна необходимость применения 

теоретических знаний о сорбции близких 

по свойствам веществ в хроматографии. 

Это требует применения подходов, поз-

воляющих проводить расчеты a priori, на 

что не способны существующие кван-

тово-механические методы, непереноси-

мые на другие системы и имеющие боль-

шое число экспериментальных парамет-

ров, приводящих к грубым ошибкам при 

вычислении энергии ММВ [27-28].  

С целью избавления от упомянутых 

недостатков известных подходов была 

предложена новая нелинейная теория ад-

сорбции, в которой принцип аддитивно-

сти ААП не используется [11-12, 29-35]. 

Для объяснения этой теории была разра-

ботана теория обобщенных зарядов 

(ТОЗ) [11-12, 36-39]. Вводится понятие 

«обобщенный заряд», проистекающее из 

двух обстоятельств: 1) формальное поня-

тие заряда, величины, пропорциональной 

энергии межатомного взаимодействия; 2) 

обобщенный заряд объединяет участие в 

межатомном поле одновременно не-

скольких электронов, обобщенных в этом 

смысле в рамках молекулы или фраг-

мента молекулы. Обобщенные заряды 

участвуют в выражениях для потенциаль-

ной энергии адсорбции, определяют диф-

ференциальную теплоемкость адсорбции 

и молекулярную площадку. Следствия 

теории стали основой для нового подхода 

в адсорбции [40-42]. 

Целью настоящего сообщения явля-

ется теоретический расчет обобщенного 

заряда органических и кремнийорганиче-

ских веществ, в том числе используемых 

в качестве газохроматографических непо-

движных фаз, по их структурной формуле.  

Теоретическая часть 

Понятие обобщенного заряда. В [43] 

дан фундаментальный вывод соотноше-

ний поля обобщенных зарядов и фор-

мальное определение понятия обобщен-

ного заряда характеристики атомов и мо-

лекул. Обобщенные заряды (ОЗ) пропор-

циональны энергии межмолекулярного 

взаимодействия: 

 𝑈𝑗𝑗′(𝑟) = 𝑄𝑗𝑄𝑗′𝑢𝑏(𝑟)           (1) 

где 𝑄𝑗 , 𝑄𝑗′ – ОЗ атомов или молекул j и j’, 

𝑢𝑏(𝑟) – функция расстояния, которая для 

межмолекулярных взаимодействий 
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имеет вид потенциала Леннард-Джонса с 

теоретическими коэффициентами. 

Здесь мы рассматриваем феноменоло-

гическое определение, отражающее ха-

рактер ОЗ. Аддитивной характеристикой, 

свойственной элементам жестких меха-

нических систем является объем. Поня-

тие объема существует также для жест-

ких молекул и их фрагментов – как функ-

ции площади молекулярной площадки W 

[29, 44]. Пропорциональность ОЗ и пло-

щади адсорбента, приходящейся на дан-

ный изолированный атом или молекулу, 

дает связь между характеристиками жест-

кой молекулы и ее атомов [30, 31, 43]: 

𝑄 = (∑ 𝑄𝑗
𝑏𝑁

𝑗=1 )
1/𝑏

  (2) 

где Q – ОЗ (в единицах элементарного за-

ряда e) атома j в молекуле, состоящей из 

N атомов; показатель для ван-дер-вааль-

сового поля равен: 𝑏 = 4/3.  

Если «объем» атома или молекулы 

определить как 
3/4QV = , или, выражая 

обратной процедурой ОЗ: 

𝑄 = 𝑉3/4,   (3) 

то согласно (2) получим, что величина V 

является суммой «объемов» валентных 

электронов (т.е. «электронных объемов») 

атома или молекулы. Электронный объем 

𝜎-электрона равен 1, а для 𝜋-электрона 

√2 [45]. Из соотношений (2, 3) следует, 

что электронный объем жесткой моле-

кулы равен: 

𝑉 = ∑ 𝑉𝑗
𝑁𝑖
𝑗=1   (4) 

Величиной Vj является электронный 

объем j-го атома жесткой молекулы, про-

порциональный кубу ковалентного ради-

уса атома [11]. 

Электронный объем газа s- и p-элек-

тронов, составляющих внешние обо-

лочки атомов, рассчитывается следую-

щим образом: 

 𝑉 = 𝑁𝜎 + 𝑁𝜋√2,   (5) 

где  NN ,  – числа 𝜎- и 𝜋-электронов ко-

валентных связей молекулы за исключе-

нием некоторых наиболее удаленных 

связей, подчиняющихся правилу экрани-

рования электронов, о чем сказано ниже.  

Жесткие молекулы – это частный слу-

чай молекул. Чаще всего молекулы явля-

ются нежесткими, т.е. имеют одну и/или 

более нежесткую связь. Соединенные не-

жесткой связью фрагменты такой моле-

кулы называются жесткими фрагмен-

тами. Энергии жестких фрагментов од-

ной молекулы не зависят друг от друга, 

поэтому сумма потенциальных энергий 

жестких фрагментов молекулы равна об-

щей потенциальной энергии молекулы. 

Для обобщенных зарядов следует тот же 

вывод: 𝑄1+2 = 𝑄1 + 𝑄2. При превышении 

величины колебательно-вращательной 

энергии фрагмента жесткость связи в мо-

лекуле нарушается [42].  

Другой случай связан с делокализо-

ванными 𝜋-электронами, которые из-за 

их подвижности не включаются в жест-

кий фрагмент, содержащий порождаю-

щие их атомы. Для такой молекулы рас-

сматривается единый электронный 

«жесткий фрагмент». У группы с жест-

кими связями число делокализованных 

𝜋-электронов равно половине числа 𝜋-

электронов всех атомов, путь от которых 

до оси симметрии, проведенной по свя-

зям, содержит половину простой связи и 

не равен 0. У жесткой молекулы объем (4) 

делится на две части: объем делокализо-

ванных 𝜋-электронов (равный 𝜋𝑑√2, где 

𝜋𝑑 – половина числа мезомерных элек-

тронов), и объем оставшихся электронов. 

Формула для расчета ОЗ жесткого фраг-

мента с делокализованными электронами 

имеет вид [34, 37]:  

 𝑄 = (𝑉 − 𝜋𝑑√2)
3/4 + (𝜋𝑑√2)

3/4. (6) 

Формула (6) применяется только к 

симметричным фрагментам, т.к. асим-

метричные фрагменты не имеют делока-

лизованных электронов. Таким образом, 

для общего случая жесткой молекулы 

электронный объем V будет равен: 

 𝑉 = 𝑁𝜎 + 𝑁𝜋√2 − 𝑠,  (7) 

где s – число экранированных электро-

нов, отстоящих от точки взаимодействия 

дальше радиуса экранирования. 
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Таким образом, формулы (6, 7) опреде-

ляют обобщенный заряд в качестве моле-

кулярного дескриптора. 

Экранирование электронов. Эффект 

экранирования ограничивает электрон-

ный объем и, следовательно, обобщен-

ный заряд молекулярного фрагмента [36, 

42]. Ограничивает область распределения 

электрона в стационарном состоянии ра-

диус Вигнера-Зейтца, являющийся ради-

усом экранирования [37]. В поле с потен-

циалом 𝐸1/𝑒 он рассчитывается по следу-

ющей формуле [46]:  

 𝑟𝑠 = 1.710𝑒√𝑎0 𝐸1⁄ ,  (8) 

где 𝑟𝑠 – радиус экранирования электрона 

связи, e – элементарный заряд, 𝑎0 – ра-

диус Бора, 1E  – модуль потенциальной 

энергии электрона связи. Если энергия 

определяется в кДж/моль, а расстояние в 

нм, то величина радиуса экранирования 

будет равна 𝑟𝑠 = 4.697𝐸1
−1/2

, согласно 

чему значения радиуса экранирования 

попадают в область 0.3-0.4 нм [17] (таб-

лица 1).  

Число экранированных электронов s в 

условиях теплового движении определя-

ется как среднее число электронов, уда-

ленных от границы молекулы дальше, 

чем их радиус экранирования. Так как 

энергия электронов внутренних оболочек 

атомов гораздо больше энергии электро-

нов ковалентных связей, то получающи-

еся в соответствие с формулой (8) корот-

кие радиусы экранирования исключают 

их участие в межмолекулярных взаимо-

действиях [47]. Если обозначить расстоя-

ние от атома до границы молекулы как R, 

то участие его валентных электронов в 

ММВ при условии, что рассматриваемый 

участок границы молекулы лежит в ее 

плоскости контакта, определяется нера-

венством 𝑅 ≤ 𝑟𝑠. В случае плоских моле-

кул это неравенство выполняется для 

всех валентных электронов, однако в слу-

чае существования атомов, нарушающих 

планарность молекулы, число экраниро-

ванных электронов имеет ненулевое зна-

чение. Так, для разветвленных молекул 

углеводородов было установлено эмпи-

рическое правило: 

𝑠 = 𝑚3 + 𝑏𝑚4,   (9) 

где 𝑚3, 𝑚4 – числа трех- и четырехзаме-

щенных атомов углерода (С), соответ-

ственно, b – число электронов, экраниру-

ющихся на одном четырехзамещенном 

атоме С. В работе [46] найдены значения 

для неопентана b=3, для 2,2,3,3-тетраме-

тилбутана b=4; для 2,3,3,4-тетраметил-

пентана b=5. 

Связь обобщенного заряда с физиче-

скими величинами. При описании ММВ 

ТОЗ позволяет сократить число парамет-

ров, которые могут быть рассчитаны ab 

initio, а прозрачность и простота исход-

ных положений позволяет добиться боль-

шей точности. Ввиду отсутствия подго-

ночных параметров полученные выраже-

ния для межатомных взаимодействий 

позволяют количественно описать слож-

ные физико-химические явления. По-

средством молекулярной статистики и 

ТОЗ разработан неэмпирический метод 

расчета термодинамических характери-

стик адсорбции, эффективность которого 

была доказана примерами теоретиче-

ского расчета сложных систем и обнару-

жением тонких эффектов топологиче-

ского и конформационного характера [11, 

29, 32-35, 37, 40-42, 46]. 

Поляризуемость. Сравнивая коэффи-

циенты дисперсионной энергии, полу-

ченные по ТОЗ и по теории Лондона, по-

лучаем связь обобщенного заряда с элек-

тронной поляризуемостью молекулы 𝛼𝑀 

[43]: 

𝛼𝑀 = 𝑎𝑄,    (10) 

которая для органических молекул, со-

держащих помимо углерода еще водород, 

азот, кислород, фтор, хлор или бром, ха-

рактеризуется константой 𝑎 = 4.948𝑎0
3 

[11].  

Если рассматривать ОЗ как компо-

ненты триплета для молекулы, состоящей 

из нескольких жестких фрагментов [11], 

и представив величину поляризуемости 

(10) в молярных единицах, получим вели-

чину молярной рефракции: 
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𝑅𝑀 = (
4𝜋𝑁𝐴
3

)𝛼𝑀 = 1.847 (
𝑄𝑀
𝑒
) = 

= 1.847∑ 𝑉𝑓
3/4

𝑓  (см3/моль), (11) 

 где NA – число Авогадро.  

Сравнение рассчитанных по формуле 

(11) констант молекулярной рефракции с 

экспериментальными значениями дано в 

таблице 2. 

Связь обобщенного заряда с физиче-

скими величинами позволяет экспери-

ментально определить параметры для ге-

тероатомов. 

Молекулярная площадка. Потенциал 

адсорбента 𝑢𝐴 = 𝑄𝐴𝑢𝑏 в соответствии с 

(1) не зависит от свойств адсорбата, а 

энергия адсорбции группы изолирован-

ных молекул пропорциональна сумме их 

ОЗ с коэффициентом Au : 

𝑋 = 𝑢𝐴𝑄𝑋𝑁𝑋 , 𝑌 = 𝑢𝐴𝑄𝑌𝑁𝑌 

где 𝑁𝑋, 𝑁𝑌 – числа молекул в соответству-

ющих гомогенных монослоях. С другой 

стороны, где 𝑤𝑋𝑁𝑋 = 𝑤𝑌𝑁𝑌 = 𝑆 - пло-

щадь, занимаемая одной молекулой типа 

«X» или «Y», соответственно, на поверх-

ности адсорбента (S). Получаем, что ОЗ 

пропорционален молекулярной пло-

щадке: 

𝑤 ∝ 𝑄.    (12) 

Эта пропорциональность впервые 

была использована для оценки константы 

Генри углеводородов на ГТС [29, 43]. 

Коэффициент пропорциональности в 

(12) 𝜐 = 𝑤/𝑄 где для мономолекулярной 

адсорбции равен 𝜐0 =
𝜋

4
𝑟𝑏𝑉𝑏

−3/4
=

9.939𝑎0
2, где 𝑟𝑏 = 6.505𝑎0, 𝑉𝑏 = 5. От-

куда получаем 

 𝑤0 = 9.939𝑎0
2𝑄 = 0.0278𝑄 (нм2). (13) 

Молекулярная площадка превышает 

0w  в 2√3/𝜋 = 1.103 раз в случае плотно-

упакованных сфер. 

В таблице 3 представлены величины 

молекулярных площадок для некоторых 

веществ. 

Плотность. Через среднюю плотность 

M  оценивается величина электронного 

объема макромолекулы MV . Он ограни-

чен сферой экранирования электронов, 

центром этого поля является рассматри-

ваемая точка ван-дер-ваальсова поля. Для 

случая центра, расположенного на плос-

кой границе полубесконечного тела, MV  

ограничивается полусферой [11]: 

𝑉𝑀 =
2𝜋𝑟𝑠

3𝑉1𝜌𝑀

3𝑚1
,   (14) 

Таблица 1. Радиусы экранирования для связей (выделены чертой) в некоторых соединениях [11] 

Table 1. Screening radii for bonds (highlighted) in some compounds [11] 

Связь и соединение 
Энергия связи 12E , кДж/моль 

[47-48] 
Радиус экранирования, нм 

CF3-F 540 0.286 

CH3-F 469 0.307 

C6H5-F 510 0.294 

CCl3-Cl 307 0.379 

CH3-Cl 350 0.355 

C6H5-Cl 392 0.335 

H-OH 499 0.297 

F3C-CF3 402 0.331 

C2H5-CH3 354 0.353 

C6H5-CH3 414 0.326 

F3C-H 444 0.315 

H5C2-H 410 0.328 

H5C6-H 457 0.311 

C6H5H2C-H 356 0.352 
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где 11 ,Vm  – масса и электронный объем 

мономера, sr  – радиус экранирования (8). 

Выражение, связывающее плотность и 

обобщенный заряд выглядит следующим 

образом [46]: 

𝜌 = 𝜅
𝑀

𝑤𝑁𝐴
= 0.1735𝜅

𝑀

𝑄
 (г/см3), (15) 

где 𝜅 – доля молекул в объеме фазы (мак-

симальное значение равно 0.74) [46] 

М – молекулярная масса, W – объем мо-

лекулы (равен объему прямого цилиндра 

с основанием в виде молекулярной пло-

щадки(13) и с высотой, равной константе 

0.344 нм[11]) 𝑊 = 𝑤𝑟𝑏 = 9.57 ⋅ 10−3𝑄 нм3 

(таблица 4). 

Индекс Ковача. Данные хроматогра-

фических экспериментов могут быть ис-

пользованы для определения обобщен-

ного заряда и числа экранированных 

электронов s [50]. В работе [51-52] выве-

дена приближенная связь между индек-

сами Ковача I и величиной обобщенного 

заряда: 

𝑄 ≈ (0.06𝐼 + 2)3/4. (16) 

Для разветвленных алканов из нее сле-

дует выражение: 

𝑠 ≈ 6𝑛 − 0.06𝐼   (17) 

где n – число атомов углерода. 

Применять формулы (16) и (17) для 

других классов веществ необходимо с 

осторожностью, как как индекс Ковача 

отражает не только адсорбцию, но и раз-

личные специфические взаимодействия 

[11, 39, 53]. 

Средняя энергия связи. Неподвижная 

фаза представляет собой плотную жид-

кую среду. Площадь области взаимодей-

ствия неподвижной фазы с молекулой 

аналита меньше всей площади поверхно-

сти молекулы НФ [17]. Здесь необходимо 

рассматривать область внутри плотной 

среды, ограниченную в случае абсорбции 

сферой экранирования, а в случае адсорб-

ции - полусферой того же радиуса. Отме-

тим, что, переходя из газовой среды в рас-

творенное состояние молекула должна 

преодолеть потенциальный барьер, свя 

Таблица 2. Константы молекулярной рефракции для некоторых веществ [11]* 

Table 2. Molecular refraction constants for some substances [11] 

Вещество 𝑉 
Константа рефракции 

Экспериментальный результат Теоретический расчет  

3-гидроксибутаналь 28 21.9 22.5 

ацетон 20.82 16.2 18 

бензол 32.46 26.1 25.1 

бромоформ 41 29.8 29.9 

1-хлорбутан 32 25.4 24.8 

1,1,2,2-тетрафтор-

1,2-дихлорэтан 
26 24.5 21.3 

*электронные объемы для атомов: C(𝑠𝑝3) = 4, C(𝑠𝑝2) = 4.41, H=1, О(гидроксил)=2, О(карбо-

нил)=2.41, N(амин)=3, F=1, Cl=7, Br=12. 

 

Таблица 3. Молекулярные площадки некоторых веществ (10-2 нм2) [11] 

Table 3. Molecular sites of some substances (10-2 nm2) [11] 

Вещество 𝑉 
Теоретический 

расчет: 1.1𝑊0 
Эксперимент 

Диоксид углерода 9.66 16.8 17.1 

Этан 14 22.1 22.7 

Этилен 14.83 23.1 22.6 

Бутанол 28 37.3 38 

н-Бутан 26 35.2 40 

Бензол 35.19 44.2 40 

 



 

Сорбционные и хроматографические процессы. 2024. Т. 24, № 2. С. 209-226. 

Sorbtsionnye i khromatograficheskie protsessy. 2024. Vol. 24, No 2. pp. 209-226. 
 

ISSN 1680-0613_____________________________________________________________ 
 

 

 
 

216 

занный с работой против сил поверхност-

ного натяжения по увеличению объема 

жидкости на собственный объем. Такой 

переход не всегда возможен. Варианты 

взаимодействия молекулы аналита и не-

подвижной фазы по двум механизмом 

представлены на рисунке 1. 

Обобщенный заряд поверхности непо-

движной фазы представляет собой макси-

мальную величину 𝑄𝑠. Максимальное 

значение обобщенного заряда при ∑𝑉𝑗 =

𝑐𝑜𝑛𝑠𝑡 (4), ограниченном радиусом экра-

нирования (8), следует из равенства вкла-

дов всех молекул, попадающих в полу-

сферу экранирования: 𝑉0 =
1

𝑁
∑𝑉𝑗. Фор-

мула для расчета следующая: 

𝑄𝑠 = 𝑁𝑉0
3/4

= 𝛼𝑁𝑄,  (18) 

где Q – ОЗ единичной молекулы НФ. Раз-

делив объем sW  на объем молекулы с уче-

том плотности укладки (𝜅 ≈ 0.7), полу-

чим количество молекул в полусфере 

экранирования: 

𝑁 = 𝜅
𝑊𝑠

𝑊
=

1

3𝑄
(

𝑒2

𝑎0𝐸1
)
3 2⁄

, 

откуда согласно (18) [46]: 

𝑄𝑠 =
𝛼

3
(

𝑒2

𝑎0(2𝐸1)
)
3/2

 (19) 

где коэффициент α  имеет вид:  

𝛼 = (
𝑉0

𝑉0−𝑠
)
3/4

=
(𝑄4/3+𝑠)3/4

𝑄
, (20) 

где 𝑉0 – электронный объем молекулы, 

s – число экранированных электронов. 

В выражении (19), стоит коэффициент 

2 у средней энергии электрона связи 1E , 

потому что в работе [46] в этой формуле 

Таблица 4. Плотности жидких углеводородов по формуле (15) при  =0.7 [46] 

Table 4. Densities of liquid hydrocarbons by formula (15) at 𝜅 =0.7 [46] 

Вещество Расчет, г/см3 Эксперимент, г/см3 

н-Бутан 0.612 0.60 

изо-Пентан 0.666 0.620 

н-Пентан 0.650 0.626 

н-Гексен 0.682 0.673 

н-Гексан 0.682 0.660 

н-Гептен 0.711 0.697 

н-Гептан 0.711 0.684 

Октен-1 0.736 0.715 

н-Октан 0.736 0.703 

н-Нонан 0.759 0.718 

н-Декан 0.780 0.730 

 

 
а     б 

Рис. 1. Механизмы взаимодействия сорбата с жидкой неподвижной фазой: а – адсорб-

ция и б – абсорбция. Обозначения: жирная линия – поверхность раздела фаз (жидкая фаза 

выделена серой штриховкой), пунктир –границы полусферы и сферы экранирования (вы-

делены двойной штриховкой) 

Fig. 1. Mechanisms of interaction between sorbate and liquid stationary phase: (a) adsorption 

and (b) absorption. Designations: bold line: interface (liquid phase is marked with grey shading), 

dashed line: boundaries of hemisphere and screening sphere (marked with double shading). 
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обозначение было использовано для 

средней энергии простой ковалентной 

связи, которая равна удвоенной энергии 

электрона связи.  

Аддитивность электронной плотности 

пропорциональна числу электронов свя-

зей и обратно пропорциональна радиусу 

экранирования в кубе и должна учиты-

ваться при усреднении энергии. Из этого 

следует: 

𝐸1
3 2⁄ = 𝑁−1∑ 𝑧𝑖(𝐸𝑏𝑖 𝑧𝑖⁄ )3 2⁄𝑁𝑏

𝑖=1 , (21) 

где 𝑁𝑏 = 𝑁𝜎/2 – число ковалентных свя-

зей в молекуле, попадающих в сферу 

экранирования; 𝐸𝑏𝑖 и 𝑧𝑖 – энергия и удво-

енная кратность i-той ковалентной связи; 

𝑁 = 𝑁𝜎 + 𝑁𝜋 = ∑ 𝑧𝑖
𝑁𝑏
𝑖=1 .  

Как показано в работе [45], вариантом 

уравнения (21) для алканов,с учетом 

экранирования электронов (10), является 

формула: 

𝐸1(𝑛,𝑚3, 𝑚4) = 0.04346
𝑒2

𝑎0
(1 +

1.071𝑚3+(5.636−𝑏)√2𝑚4+12.80

3𝑛+1
)
2 3⁄

 (22) 

где 𝑚3, 𝑚4 – соответственно числа трех- 

и четырехзамещенных атомов углерода; 

b – параметр, принимающий значения в 

диапазоне от 3 до 5. 

В работе [6] выводится параметриче-

ская зависимость величины обобщенного 

заряда (19) от молекулярной массы поли-

мера. Формулы (19) и (22) применимы 

для всех типов хроматографических жид-

ких неподвижных фаз, в том числе ион-

ных жидкостей [9].  

Методика расчета. Общая схема 

Обобщенный заряд одиночных моле-

кул в газовой фазе и молекул в конденси-

рованной фазе рассчитывается по пред-

ставленной на рисунке 2 блок-схеме. 

Слева на схеме обозначен расчет одиноч-

ных молекул, справа – молекул конденси-

рованной фазы (например, газохромато-

графической неподвижной фазы). 

Расчет обобщенного заряда одиноч-

ных молекул в газовой фазе. Для расчета 

ОЗ необходима только структурная фор-

мула молекулы. Тогда, соответственно 

схеме, расчет производится в следующем 

порядке: 

1) Определяется фрагментное строе-

ние молекулы. Если ее колебательно-вра-

щательная энергия превышает барьеры 

вращения по каким-либо связям, то эти 

связи - нежесткие, разделяющие моле-

кулу на жесткие фрагменты. В противном 

случае молекула считается жесткой. Да-

лее описан расчет для каждого жесткого 

фрагмента. 

2) Экранирование электронов. Рассчи-

тывается радиус экранирования элек-

трона по формуле (8) через его энергию, 

определяемую по энергии связи с его уча-

стием.  

3) Расчет числа экранированных элек-

тронов. Для алкильных участков приме-

няли формулу (9). Для силанов учиты-

вали вклад атомов кремния, равный 3.  

4) Подсчет числа валентных электро-

нов по формуле (7). По два валентных 

электрона на ковалентную связь: 

𝜎 −связь – 𝜎 −электронами с суммарным 

Vi, равным 2, 𝜋 −связь – 𝜋 −электронами 

с Vi равным, соответственно, 2√2. При 

расчете исключаются экранированные 

электроны s.  

5) Расчет обобщенного заряда по фор-

муле (3) 𝑄 = 𝑉3/4. 

Для нежесткой молекулы обобщенный 

заряд складывается из обобщенных заря-

дов ее жестких фрагментов.  

Расчет обобщенного заряда конденси-

рованной фазы (жидкости). При рассмот-

рении молекул жидкости или неподвиж-

ной фазы (чаще всего представленных 

полимерами) расчет через электронный 

объем (7) нецелесообразен – из-за боль-

шого размера молекулы величина обоб-

щенного заряда Q будет завышена. На 

блок-схеме справа обозначен порядок 

расчета обобщенного заряда для таких 

случаев: 

1) Для удобства приближенного рас-

чета размеров сферы экранирования 

внутри жидкой фазы определяется вели-

чина средней энергии (21), для которой 

можно использовать справочные данные 
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по энергиям связей в молекуле. Для алка-

нов удобна формула (22), не требующая 

справочных данных. 

2) Расчет радиуса экранирования (8) и 

коэффициента 𝛼 (20), учитывающего 

экранирование. 

3) Расчет обобщенного заряда по фор-

муле (19) 𝑄𝑠 =
𝛼

3
(

𝑒2

𝑎0𝐸1
)
3/2

. 

Обсуждение результатов 

Расчет обобщенного заряда простых 

эфиров как молекул газовой фазы. В ка-

честве примера расчета взяты молекулы 

изомеров простых эфиров c числом ато-

мов углерода (С) равным 8, их структуры 

представлены на рисунке 3. Данные мо-

лекулы считаются жесткими. 

Последовательность расчета обобщен-

ного заряда по формуле (3): 

1) Считается число валентных элек-

тронов – электронов, образующих связи. 

У атомов С – 4 электрона, у водорода (Н) 

– 1 электрон, у кислорода (О) – 2 элек-

трона. Проще говоря, число электронов 

можно рассчитать, умножив на 2 количе-

ство связей в молекуле. Таким образом, 

получается по 52 валентных электрона на 

каждый изомер. 

2) Считается число экранированных 

электронов s. Для расчета применяется 

простое правило (9) 𝑠 = 𝑚3 + 𝑏𝑚4: при 

наличии в молекуле трехзамещенного 

атома С, обозначенного 3m , величина s 

равна 1, то есть экранируется один элек-

трон, а при наличии в молекуле четырех-

замещенного атома С ( 4m ) экранируется 

уже 3 электрона и, соответственно, s 

равно 3 (т.е. b=3); данное правило учиты-

вается для каждого трех- или четырехза-

мещенного атома в молекуле. Если в мо-

лекуле отсутствуют атомы С 3m  и 4m  па-

раметр s будет равен 0. Для молекул, 

представленных на рисунке 3 получаются 

разные значения s для каждого из изоме-

ров.  

3) Расчет электронного объема пред-

ставленных изомеров (7). 

4) Рассчитывается обобщенный заряд 

Q для каждой молекулы по формуле (3). 

Результаты расчета приведены в таб-

лице 5. 

Таким образом, без применения специ-

альных программ можно быстро оценить 

величину обобщенного заряда отдельных 

молекул. 

Расчет обобщенного заряда конденси-

рованной фазы (жидкости). В качестве 

примера изменения величины обобщен-

ного заряда в зависимости от того в какой 

фазе находятся молекулы (газовой фазы  

 
Рис. 2. Блок-схема порядка расчета обобщенного заряда для молекул в газовой среде 

(слева) и молекул конденсированной фазы (справа). 

Fig. 2. Block diagram of the procedure for calculating the generalised charge for molecules in 

the gas medium (left) and molecules of the condensed phase (right). 
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или жидкой) рассмотрим представленные 

выше изомеры простых эфиров в конден-

сированной среде. Порядок расчета сле-

дующий: 

1) Определение средней энергии элек-

трона связи (21). Очевидно, что средняя 

энергия электрона связи может быть рас  

считана как среднее арифметическое 

энергий электронов всех связей в моле-

куле с учетом их кратности (т.е. энергия 

простых связей делится на 2, двойных 

связей – на 4, энергия тройных связей, со-

ответственно, на 6). По структурной фор-

муле молекулы это легко рассчитать. Не-

большая неточность в этом расчете за-

ключается в самом определении энергии 

связи – разные источники могут содер-

жать разные величины энергий, однако, 

обычно погрешность не превышает 20 

кДж/моль и ею можно пренебречь. 

Величины энергий связей 12E , пред-

ставленные в различных литературных 

источниках, приведены в таблице 5. 

2) Расчет числа экранированных элек-

тронов s. Следуя правилу (9) 𝑠 = 𝑚3 +
𝑏𝑚4, по структурам изомеров опреде-

ляем, что у молекулы №1 – отсутствуют 

экранированные электроны, у молекулы 

№2 – 1 экранированный электрон и т.д. 

3) Расчет радиуса экранирования (8) и 

коэффициента α  (20). В формулу (20) 

подставляется соответствующее значе-

ние s, рассчитанное в предыдущем 

пункте.  

4) Расчет обобщенного заряда. Сна-

чала рассчитывается ОЗ (19) при 𝛼 = 1, 

затем полученное значение Q подставля-

ется в формулу (20) для корректировки 

величины 𝛼. Далее по формуле (19) опре-

деляется исправленный обобщенный за-

ряд жидкости. 

Результаты расчета обобщенного за-

ряда для представленных изомеров про-

стых эфиров как молекул газовой фазы по 

формуле (3) и как молекул жидкости (19) 

представлены в таблице 6.  

Нами рассмотрено несколько групп 

соединений, включающих в себя веще-

ства, используемые в качестве газохрома-

тографических неподвижных фаз. Струк-

туры изученных соединений приведены 

на рисунке 4. 

Для хроматографических неподвиж-

ных фаз расчет ОЗ производится также 

как мы рассчитывали ОЗ для конденсиро-

ванной фазы изомеров простых эфиров. 

Например, для НФ Сквалан 

(2,6,10,15,19,23-гексаметилтетракозан) 

средняя энергия электрона связи 1E  рас-

считывается из структуры по формуле 

(22) [46]. Далее, по формуле (19), нахо-

дим обобщенный заряд при 𝛼 = 1, он ра-

вен 𝑄 = 12.08. Далее величина α  коррек-

триуется с учетом 6 трехзамещенных ато-

мов С (s=6). И, наконец, исправленное 

значение коэффициента 𝛼 = 1.16 под-

ставляется в формулу (19) и пересчитыва-

ется обобщенный заряд 𝑄 = 13.99. Тот 

же расчет для полидиметилполисилок-

сана, дает при 𝛼 = 1.29, соответственно, 

𝑄 = 7.46. Аналогично рассчитывается 

 
Рис. 3. Изомеры простых эфиров с числом атомов углерода равным 8 в предположе-

нии конформации транс-зигзаг для линейных участков 

Fi. 3. Isomers of ethers with the number of carbon atoms equal to 8, assuming a trans-zig-

zag conformation for linear sections 
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обобщенный заряд любой конденсиро-

ванной фазы. Результаты расчета по фор-

муле (19) представлены в таблице 7.  

Заключение 

Предложенный метод расчета параметра 

молекул, определяющий их способность

Таблица 5. Энергии связей 

Table 5. Bond energies 

Связь 

Энергия 

связи 2𝐸1, 

кДж/моль 

Источник Связь 

Энергия 

связи 2𝐸1, 

кДж/моль 

Источник 

C-C (метил)* 369.0 [48] C-Si 318.0 [55] 

С-С (бутил)** 342.0 [54] О-О 150.5 [55] 

C=C 600.0 [55] O-H 460.0 [57] 

С-Н (метил)* 410.0 [55] S-O 348.0 [55] 

С-H (бу-

тил)** 
339.0 [56] S=O 522.0 [55] 

C-O 340.0 [48] Si-H 364.0 [57] 

C=O 690.0 [48] Si-O 451.9 [55] 

C-S 301.0 [55] N-N 56.8 [48] 

C-N 319.0 [55] N=N 455.6 [48] 

C=N 643.7 [56] NH 386.0 [55] 

C≡N 870.0 [55] N-O 200.0 [55] 

C-Cl 327.3 [57] N=O 480.7 [55] 

C-F 452.0 [57]    
*имеются ввиду связи в концевых группах -СН3; **имеются ввиду связи в углеродной цепи, в груп-

пах –СН2- 
 

Таблица 6. Обобщенные заряды изомеров простых эфиров с числом атомов углерода рав-

ным 8 в предположении конформации транс-зигзаг для линейных участков, рассчитанные 

для отдельных молекул в газовой среде (3) и молекул жидкости (19) 

Table 6. Generalised charges of ether isomers with the number of carbon atoms equal to 8, assum-

ing a trans-zigzag conformation for linear sections, calculated for single molecules in gas (3) and 

liquid molecules (19) 

№ изо-

мера 

Расчет обобщенных зарядов (3) Расчет обобщенных зарядов (19) 

𝑉  𝑠 𝑄 2𝐸1 𝛼 𝑄  

1 52 0 19.36 286.36 1.00 9.25 

2 52 1 19.08 291.52 1.04 9.37 

3 52 2 18.80 296.65 1.08 9.49 

4 52 4 18.52 304.15 1.13 9.53 

5 52 6 17.66 321.44 1.28 9.96 

6 52 4 18.24 309.17 1.18 9.69 
 

 
Рис. 4. Структурные формулы некоторых рассматриваемых соединений. Нумерация со-

ответствует таблице 7. 

Fig. 4. Structural formulae of some of the studied compounds. The numbering corresponds to Table 7. 
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Рис. 4. (продолжение) 
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Рис. 4. (продолжение) 

 

Таблица 7. Обобщенные заряды молекул 

Table 7. Generalised charges of molecules 

№ Название 𝛼 2𝐸1 𝑄 

1 2 3 4 5 

1 2,6,10,15,19,23-hexamethyltetracosan 1.16 239.69 14.01 

2 poly(dimethylsiloxane) 1.21 391.84 6.99 

3 poly(5% diphenyl/95%dimethylsiloxane) 1.21 391.20 7.01 

4 poly(35% diphenyl/65% dimethylsiloxane) 1.21 387.45 7.09 

5 poly(50% n-octyl/50% methylsiloxane) 1.20 374.71 7.37 

6 poly(20% diphenyl/80% dimethylsiloxane) 1.21 389.33 7.05 

7 poly(50% diphenyl/50% dimethylsiloxane) 1.20 385.57 7.13 

8 poly(50% phenyl/50% methylsiloxane) 1.20 378.30 7.29 

9 poly(14% cyanopropylphenyl/86% dimethylsiloxane) 1.21 388.30 7.07 

10 bis(cyanopropylsiloxane)-co-methyl-silarylene (HP-88) 1.19 365.50 7.59 

11 100% Cyanopropyl Polysiloxane 1.19 368.67 7.51 

12 (50% cyanopropylphenyl)methylpolysiloxane 1.20 379.20 7.27 

13 
stabilized poly(90% biscyanopropyl/10%cyanopropyl- 

phenylsiloxane) 
1.19 366.25 7.57 

14 poly(80% biscyanopropyl/20% cyanopropylphenyl siloxane 1.18 365.96 7.58 

15 poly(biscyanopropyl siloxane) 1.18 363.66 7.64 

16 
β-DEX 120 (20% permethylated 

β-cyclodextrin in SPB-35 poly(35% diphenyl/65%dimethylsiloxane) 
1.19 367.85 7.53 

17 

β-DEX 110 (10% permethylated 

β-cyclodextrin in SPB-35 poly(35% diphenyl/ 65% 

dimethylsiloxane) 

1.18 365.40 7.59 

18 
20% permethylated gamma-cyclodextrin in 

SPB-35 poly(35% diphenyl/65% dimethylsiloxane) 
1.19 366.80 7.56 

19 Poly(3,3,3-trifluoropropylmethylsiloxane) 1.21 389.46 7.04 

20 Silyl[(6-O-tert-butyldimethyl)-2,3,-di-O-acetyl)-β-cyclodextrin 1.18 362.35 7.67 

21 terpinen-4-ol 1.00 364.00 6.46 

22 Atrazin 1.00 361.14 6.53 

23 Propazin 1.00 368.75 6.33 

24 Simazin 1.00 354.10 6.73 

25 S-Ethyl-N,N-dipropylthiocarbamat 1.00 359.17 6.59 
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1 2 3 4 5 

26 Vernam 1.00 357.42 6.63 

27 Molinate 1.00 343.41 7.04 

28 trifluralin 1.00 338.04 7.21 

29 Artemisinin 1.00 352.08 6.79 

30 Hexazinone 1.00 355.23 6.70 

31 Oxadiazon 1.00 351.24 6.81 

32 Phenmedipham 1.00 331.15 7.44 

33 Endosulfan 1.00 330.10 7.47 

34 4,4'-Dichloroazoxybenzene 1.00 293.60 8.91 

35 Dieldrin 1.00 333.10 7.37 

36 Heptachlor epoxide 1.00 331.85 7.41 

37 Endrin aldehyde 1.00 339.05 7.18 

38 Endosulfan sulfate 1.00 327.63 7.56 

39 
(2,3,7,8 / 1,4,7,8 / 1,2,3,4 / 1,2,3,7 / 1,2,3,8) Tetrachlorodibenzo-P-

dioxin 
1.00 303.22 8.49 

40 Cholesterol 1.00 355.15 6.70 

41 Brassicasterol 1.00 351.89 6.79 

42 Campesterol 1.00 357.95 6.62 

43 trimethoxy(propyl)silane 1.21 387.22 7.09 

44 Propyl(propoxy)silane 1.18 366.60 7.56 

45 Dodecafluoroheptylpropyltrimethoxysilane 1.21 394.11 6.95 

46 Triethoxy(perfluorophenyl)silane 1.19 372.50 7.42 

47 Triethoxy(p-tolyl)silane 1.19 371.95 7.43 

48 Triethoxy(propyl)silane 1.21 386.70 7.10 

49 
(2R,3R)-3-((R)-1-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)ethyl)-4-oxoazetidin-2-

yl acetate 
1.20 377.70 7.30 

50 3-Glycidoxypropyltrimethoxysilane 1.19 366.90 7.58 

51 
tert-Butyl 3-(((tert-butyldimethylsilyl)oxy)methyl)-4-oxopiperidine-1-

carboxylate 
1.19 372.99 7.41 

 

к ван-дер-ваальсовым взаимодействиям, 

базируется на сведениях о простран-

ственном строении молекул и энергии ко-

валентных связей. Приведены прибли-

женные соотношения, связывающие 

обобщенные заряды с индексами хрома-

тографического удерживания, молеку-

лярной площадкой и поляризуемостью. 

Даны результаты расчета обобщенных 

зарядов для изолированных молекул и 

для конденсированных сред, представля-

ющих собой сложные органические ве-

щества, ионные жидкости, применяемые 

в качестве хроматографических непо-

движных фаз. 
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Авторы заявляют, что у них нет из-

вестных финансовых конфликтов интере-
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могли бы повлиять на работу, представ-

ленную в этой статье. 
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Аннотация. Сепсис представляет собой опасную для жизни органную дисфункцию, вызванную нару-

шением регуляции ответа организма на инфекцию. Если сепсис не распознать на ранней стадии и не 

начать лечение, он может привести к септическому шоку, полиорганной недостаточности и смерти. 

Диагностика сепсиса, традиционно основанная на клинической картине и обнаружении этиологически-

значимых микроорганизмов в крови и очагах, в последние годы совершенствуется путем поиска и внед-

рения различных биомаркеров. Одним из перспективных биомаркеров сепсиса является 3-(4-гидрокси-

фенил)молочная кислота (4-ГФМК). В работе разработан амперометрический сенсор, модифицирован-

ный полимером с молекулярным отпечатком (ПМО) гидроксифенилмолочной кислоты и показана 

принципиальная возможность определения 4-ГФМК данным сенсором в модельных водных растворах. 

Полимеры с молекулярными отпечатками активно используются в процессах разделения веществ, а 

также при получении селективных сенсоров. Среди многообразия селективных материалов особый ин-

терес представляют полиимиды. Поэтому в работе на основе сополимера 1,2,4,5-бензолтетракарбоно-

вой кислоты с 4,4’-диаминодифенилоксидом были разработаны ПМО-сенсоры с отпечатком 4-гидрок-

сифенилмолочной кислоты. Сенсоры получали в две стадии (I – стадия при температуре 80оС, II – ста-

дия при 180оС) методом нековалентного импринтинга. Установлена высокая селективность ПМО-сен-

соров по отношению к целевым молекулам. Диапазон определяемых концентраций кислоты составил 

0.2-0.0002 мг/дм3. Экспериментально установленный предел обнаружения 4-гидроксифенилмолочной 

кислоты составил 4.5.10-5 мг/дм3. 

Ключевые слова: полимер с молекулярным отпечатком, 3-(4-гидроксифенил)молочная кислота, 4-

ГФМК, сепсис, полиимид, амперометрический сенсор. 
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Abstract. Sepsis is a life-threatening organ dysfunction caused by the dysregulation of the body’s response to 

infection. If sepsis is not diagnosed early and treated, it can lead to septic shock, multi-organ failure, and death. 

The diagnosis of sepsis, traditionally relying on clinical findings and detection of aetiologically significant 

microorganisms in the blood and foci, has been improved in recent years by the search for and implementation 

of various biomarkers. One promising biomarker of sepsis is 3-(4-hydroxyphenyl)lactic acid (HPLA). In this 

study, we developed an amperometric sensor modified with a molecularly imprint polymer (MIP) of hydroxy-

phenyl lactic acid and proved the fundamental possibility of determining HPLA by this sensor in model aque-

ous solutions. Molecularly imprinted polymers are widely used to separate substances and to produce selective 

sensors. Among the variety of selective materials, polyimides are of particular interest. Therefore, in this study, 

we developed MIP sensors imprinted with 4-hydroxyphenyl lactic acid on the basis of copolymer of 1,2,4,5-

benzoltetracarboxylic acid with 4,4'-diaminodiphenyloxide. The sensors were prepared in two stages (1st stage 

at 80°С, 2nd stage at 180°С) by non-covalent imprinting method. High selectivity of PMO-sensors towards 

target molecules was confirmed. The range of the determined concentrations of the acid was 0.2-

0.0002 mg/dm3. The experimentally determined detection limit of 4-hydroxyphenyl lactic acid was 4.5·10-5 mg/dm3. 

Keywords: molecularly imprinted polymer, 3-(4-hydroxyphenyl)lactic acid, HPLA, sepsis, polyimide, am-

perometric sensor. 

For citation: Korovkina A.O., Wu Hoang Yen, Beloborodova N.V., Vybornyi A.Yu., Zyablov A.N. Determi-

nation of 3-(4-hydroxyphenyl)lactic acid by an amperometric sensor with molecularly imprinted polymers. 

Sorbtsionnye i khromatograficheskie protsessy. 2024. 24(2): 227-235. (In Russ.). 

https://doi.org/10.17308/sorpchrom.2024.24/12127 

Введение 

Одной из самых актуальных проблем 

современной медицины является сепсис, 

от которого, по статистике, ежегодно 

умирают 11 миллионов человек. Кроме 

того, миллионы больных, перенесших 

его, становятся инвалидами. Сепсис 

представляет собой опасную для жизни 

органную дисфункцию, вызванную нару-

шением регуляции реакции организма на 

инфекцию. Если сепсис не распознать и 

не лечить на ранней стадии, органная 

дисфункция прогрессирует вплоть до по-

лиорганной недостаточности, часто раз-

вивается септический шок с высокой ве-

роятностью летального исхода [1-7]. 

Традиционно диагностика сепсиса 

определялась сочетанием клинических 

критериев и результатов микробиологи-

ческих исследований [8-11]. Большин-

ство существующих показателей воспа-

лительного процесса, таких как темпера-

тура тела, частота пульса и дыхания, яв-

ляются неспецифическими показате-

лями, ненадежны и часто могут приво-

дить к ошибочной диагностике [12]. C 

начала 2000-х годов ведется интенсив-

ный поиск биомаркеров для диагностики 

сепсиса, крайне актуальным является раз-

работка чувствительных, экспрессных 

методов [8, 13]. Среди наиболее широко 

используемых маркеров сегодня можно 

выделить прокальцитонин, C-

реактивный белок и др. Концентрация та-

ких соединений в крови повышается у 

больных с тяжелым сепсисом и септиче-

ским шоком, коррелирует со степенью 

поражения органов, но снижается по 

мере выздоровления, поэтому эти белки 

могут служить в качестве биомаркеров 

для диагностики и мониторинга сепсиса 

[10-12].  

Биомаркерами могут выступать не 

только определенные белки и протеины, 

но и низкомолекулярные соединения. По-

казано, что среди низкомолекулярных 

метаболитов особый интерес представ-

ляют фенилсодержащие карбоновые кис-

лоты (ФКК) и, в частности, 3-(4-гидрок-

сифенил)молочная кислота (4-ГФМК) 

[14, 15]. Высокий уровень ФКК в сыво-

ротке крови коррелирует с тяжестью кли-

нических проявлений органных дисфунк-

ций и риском летального исхода. Выяв-

лено многократное увеличение при сеп-

сисе сывороточных концентраций фе-

нольных метаболитов, и особенно 3-(4-

гидроксифенил)молочной кислоты, по 

сравнению с фоновыми концентрациями 

[15, 16]. Известно, что в организме чело-

века 4-ГФМК является продуктом эндо-

генного метаболизма ароматических 

аминокислот (фенилаланина, тирозина), с 
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другой стороны, 4-ГФМК является про-

межуточным продуктом бактериальной 

биодеградации тех же аминокислот, по-

этому его можно назвать общим метабо-

литом для человека и бактерий. Накопле-

ние 4-ГФМК в крови при сепсисе можно 

расценить как отражение грубых метабо-

лических нарушений во взаимодействии 

макро- и микроорганизмов. Уровень 4-

ГФМК представляет большой медицин-

ский интерес как показатель тяжести сеп-

тического состояния, что определяет ак-

туальность разработки экспресс-спосо-

бов определения концентрации этого ме-

таболита в крови пациентов [15]. Другим 

примером растущей востребованности 

биомаркера 4-ГФМК является клиниче-

ское исследование новых возможностей 

ранней диагностики бактериального ме-

нингита при осложненном течении по-

слеоперационного периода у нейрохи-

рургических пациентов. В этом случае 

исследовалась спинномозговая жидкость 

(ликвор) и было показано, что данные о 

концентрации 4-ГФМК по информатив-

ности могут опережать другие традицион-

ные лабораторные тесты и биомаркеры [17]. 

В настоящее время для определения 4-

ГФМК в крови используют метод газовой 

хромато-масс-спектрометрии (ГХ-МС). 

Этот метод требует ступенчатой пробо-

подготовки, наличия в лаборатории доро-

гостоящего оборудования для ГХ-МС 

анализа, соответствующих специалистов, 

что ограничивает его применение [16, 18, 

19]. Методами ГХ-МС и ВЭЖХ установ-

лено, что концентрация 3-(4-гидроксифе-

нил)молочной кислоты в крови здоровых 

людей находится строго в пределах 

1-2.5 мкМ, валидированные референтные 

значения сывороточных концентраций 4-

ГФМК 1.2-1.7 мкМ, в то время как у па 

циентов с сепсисом уровень 4-ГФМК 

многократно превышает эти значения, до 

5-10 мкМ и выше, в отдельных случаях 

достигая 100 мкМ [20, 21].  

Современные экспресс-методы на ос-

нове сенсорных систем способны суще-

ственно уменьшить временные затраты 

при определении аналита [22-26]. Пре-

имущества этих методов заключаются 

также в отсутствии необходимости систе-

матического отбора проб на анализ бла-

годаря использованию датчиков для 

определения концентрации веществ 

непрерывно и непосредственно в точке 

отбора проб. Также известно, что для по-

вышения селективности сенсорных си-

стем их поверхность можно модифициро-

вать различными материалами, в частно-

сти, полимерами с молекулярными отпе-

чатками [26-30]. Цель работы: разработка 

экспрессного способа определения 3-(4-

гидроксифенил)молочной кислоты в мо-

дельных водных растворах модифициро-

ванными амперометрическими сенсо-

рами. 

Экспериментальная часть 

В работе использована 4-ГФМК в ка-

честве перспективного биомаркера сеп-

сиса. Полное химическое название иско-

мого маркера сепсиса – 3-(4-гидроксифе-

нил)молочная кислота или 2-гидрокси-3-

(4-гидроксифенил)пропановая кислота. 

Она представляет собой 2-гидроксикар-

боновую кислоту, в которой один из ме-

тильных атомов водорода замещен 4-гид-

роксифенильной группой, с молярной 

массой 182.17 (рис. 1).  

Для исходных растворов аналита ис-

пользовали стандарт 3-(4-гидроксифе-

нил)молочной кислоты (Sigma-Aldrich), 

по навеске, взятой на аналитических ве-

сах, а затем методом последовательного 

 
Рис. 1. Структурная формула 3-(4-гидроксифенил)молочной кислоты. 

Fig. 1. Structural formula of 3-(4-hydroxyphenyl)lactic acid 
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разбавления серии растворов в диапазоне 

концентраций 0.2-0.0002 г/дм3. 

Для определения 3-(4-гидроксифе-

нил)молочной кислоты в модельных рас-

творах использовали двух электродную 

амперометрическую установку (рис. 2). 

Источником питания служил прибор 

QJ1803C с интегрированными в него 

вольтметром, амперметром и потенцио-

метром для регулировки напряжения в 

цепи. 

Для изготовления планарных сенсо-

ров, в качестве подложки выбрана полии-

мидная пленка, покрытая медной фоль-

гой. Выбор данной пленки обусловлен 

химической стойкостью, устойчивостью 

к разрыву, а также широким рабочим диа-

пазоном температур. После очистки и 

обезжиривания медного слоя, на него с 

помощью термотрансфера перенесли тра-

фарет сенсора и провели химическое 

травление полученной заготовки. После 

чего сенсоры промыли дистиллирован-

ной водой и осушили фильтровальной бу-

магой. Полученные планарные сенсоры 

имели размеры сенсоров 5х7 мм. 

Модифицирование электродов пла-

нарных сенсоров проводили полимером с 

молекулярными отпечатками 4-ГФМК. 

Для этого готовили полимеризационную 

смесь на основе сополимера 1,2,4,5-бен-

золтетракарбоновой кислоты с 4,4’-диа-

минодифенилоксидом в N,N-диметил-

формамиде (ОАО МИПП НПО «Пла-

стик»,  Москва) и стандарта 3-(4-гидрок-

сифенил)молочной кислоты (4-

hydrophenyllactic acid), Sigma-Aldrich). 

Синтез проводили по стандартной мето-

дике, описанной ранее [31, 32], в две ста-

дии (I – стадия при температуре 80оС, 

II – стадия при 180оС) методом некова-

лентного импринтинга [33-38]. 

Обсуждение результатов 

Разработка экспресс-способов опреде-

ления 4-ГФМК в крови пациентов со-

стоит из нескольких этапов. На первом 

этапе представлялось целесообразным 

создать сенсоры на основе полимеров с 

молекулярными отпечатками и отрабо-

тать методику определения 4-ГФМК в 

модельных водных растворах.  

Для решения этой задачи планарные 

сенсоры модифицировали полимером с 

отпечатками 4-гидроксифенилмолочной 

кислоты (ПМО 4-ГФМК)) и неимпринти-

рованным полимером (полимером срав-

нения, ПС). Определение 3-(4-гидрокси-

фенил)молочной кислоты в модельных 

растворах проводили методом градуиро-

вочного графика. Для ПМО-сенсора 

наблюдается линейная и убывающая за-

висимость силы тока от концентрации 4-

ГФМК (рис. 3).  

Установленные метрологические ха-

рактеристики амперометрического сен-

сора на основе полимера с молекулярным 

 
Рис. 2. Схема амперометрической установки (а) и планарный сенсор РЭ – рабочий 

электрод, ЭС – электрод сравнения 

Fig. 2. Layout of the amperometric unit (a) and planar sensor, WE: working electrode, RE: 

reference electrode 



 

Сорбционные и хроматографические процессы. 2024. Т. 24, № 2. С. 227-235. 

Sorbtsionnye i khromatograficheskie protsessy. 2024. Vol. 24, No 2. pp. 227-235. 
 

ISSN 1680-0613_____________________________________________________________ 
 

 

 
 

231  

отпечатком 3-(4-гидроксифенил)молоч-

ной кислоты представлены в таблице 1. 

Экспериментально установлен предел 

обнаружения 3-(4-гидроксифенил)мо-

лочной кислоты составил 4.5.10-4 г/дм3. 

Правильность определения 4-ГФМК в 

модельных растворах с помощью моди-

фицированного амперометрического сен-

сора проверено методом «введено – 

найдено» (табл. 2). 

Также было проведено определение 3-

(4-гидроксифенил)молочной кислоты в 

 
Рис. 3. Зависимость силы тока от -lg C 4-ГФМК в водном растворе: 1 – для сенсора на 

основе ПМО-4-ГФМК; 2 – для сенсора на основе ПС 

Fig. 3. Dependence of current strength on -lg C HPLA in an aqueous solution, 1 – for the 

sensor based on HPLA MIP, 2 – for the sensor based on reference polymer 
 

Таблица 1. Метрологические характеристики сенсора на основе на основе ПМО-4-ГФМК) 

Table 1. Metrological characteristics of the sensor based on HPLA MIP 

Сенсор Аналит 

Диапазон опреде-

ляемых концентра-

ций, г/дм3 

Cmin, 

г/дм3 
Sr, % 

ПМО-4-

ГФМК 

3-(4-гидроксифе-

нил) молочной кис-

лоты 

0.2-1.10-3 4.5.10-4 1.9 

 

Таблица 2. Определение 4-ГФМК в модельных растворах с помощью амперометрического 

сенсора методом «введено – найдено», (n=5; Р=0.95) 

Table 2. Detection of HPLA in model solutions by an amperometric sensor using the “introduced-

found” method, (n=5; Р=0.95) 

Сенсор Аналит 
Введено 

С, г/дм3 

Найдено 

С, г/дм3 
Sr, % 

ПМО-4-ГФМК 

3-(4-гидроксифе-

нил) молочная 

кислота 

0.20 0.22±0.04 3.0 

0.10 0.12±0.04 5.7 

0.02 0.021±0.009 7.5 
 

Таблица 3. Определение 4-ГФМК в модельных растворах с помощью амперометрического 

сенсора методом добавок 

Table 3. Detection of HPLA in model solutions using the amperometric sensor by the spike test 

Сенсор Аналит 
Введено С, 

г/дм3 
Найдено С, г/дм3 Sr, % 

ПМО-4-

ГФМК 

3-(4-гидрок-

сифенил) мо-

лочная кис-

лота 

0.2 0.196±0.018 3.0 

молочная 

кислота 
0.2 0.00004±0.00003 13.8 
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модельных растворах. Модельный раствор 

содержал анализируемую 3-(4-гидроксифе-

нил)молочной кислоту (С=0.2 мг/дм3) и мо-

лочную кислоту (С=0.2 мг/дм3). Резуль-

таты определения представлены в таб-

лице 3. 

Полученные результаты свидетель-

ствуют о возможности ПМО-сенсора 

определять анализируемое вещество. От-

носительное стандартное отклонение 

проведенного сравнения концентраций 

кислоты приготовленных модельных рас-

творов и установленных с помощью сен-

сора на основе ПМО-4-ГФМК не превы-

шает 10%. 

Заключение 

Методом нековалентного имприн-

тинга получили амперометрические сен-

соры с молекулярными отпечатками 3-(4-

гидроксифенил)молочной кислоты. 

Определены метрологические характери-

стики полученных сенсоров. Определен 

диапазон определяемых концентраций, 

который составил 0.2-0.001 г/дм3.  

Амперометрические сенсоры на ос-

нове полимеров с молекулярными отпе-

чатками позволяют распознавать моле-

кулы 3-(4-гидроксифенил)молочной кис-

лоты в жидких средах. В перспективе 

данные сенсоры могут использоваться 

для анализа биологических систем и 

определения в них 4-ГФМК. 

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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Анализ синтетических красителей в сточных водах методом ВЭЖХ 
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Аннотация. Анализ синтетических красителей в сточных водах является актуальной задачей совре-

менной аналитической химии, поскольку повышенное содержание красителей в сточных водах может 

негативно сказаться на экологии. Для контроля за содержанием красителей в различных объектах часто 

применяется обращённо-фазовая высокоэффективная жидкостная хроматография (ОФ ВЭЖХ), кото-

рая позволяет достоверно определить содержание интересующих веществ.  Целью данной работы яв-

лялось создание и оценка метрологических характеристик методики анализа синтетических красителей 

в сточных водах предприятий с повышенным содержанием неорганических солей. Хроматографиче-

ская система, используемая в данной работе, состояла из насоса высокого давления производства 

Knauer, разделение осуществлялось на обращено-фазовой колонке Kromasil 100-5-C18(w) (4.6×250 мм) 

в режиме градиентного элюирования. В качестве подвижной фазы применяли ацетонитрил и раствор 

ацетата аммония. Детектирование синтетических красителей производилось на диодно-матричном де-

текторе Azura. В работе представлены результаты концентрирования 10 синтетических красителей на 

коммерчески доступных патронах для твердофазной экстракции, которые подходят для работы с вод-

ными растворами с повышенным содержанием неорганических солей. Для каждого вещества была рас-

считана степень концентрирования из дистиллированной и модельной сточной вод, которая варьиру-

ется от 2 до 98%. Наивысшую степень концентрирования из анализируемых патронов при эксплуата-

ции в условиях близким к реальным сточным водам показал патрон марки «Диапак П», при pH концен-

трируемого раствора равного 4. По результатам данной работы разработана и валидирована методика 

одновременного определения 10 синтетических пищевых красителей (СПК) (Е102, Е104, Е110, Е122, 

Е124, Е129, Е131, Е133, Е142, Е151) в водных и органических растворах. Результаты работы могут быть 

полезны в области аналитического контроля за содержанием синтетических красителей в сточных во-

дах предприятий. Предел промежуточной прецизионности методики не превысил 5%, а расширенная 

неопределенность измерения составила менее 10%.   

Ключевые слова: обращено-фазовая ВЭЖХ, синтетические пищевые красители, диодно-матричное 

детектирование, твердофазная экстракция. 
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Abstract. The analysis of synthetic dyes in wastewater is an urgent task of modern analytical chemistry since 

an increased content of dyes in wastewater can have an adverse effect on the environment. Reverse phase high 

performance liquid chromatography (RP HPLC) is often used to control the content of dyes in various objects, 

which makes it possible to reliably determine the content of specified substances. The purpose of this work 

was to create and evaluate the metrological characteristics for the method of analysis of synthetic dyes in the 
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industrial wastewater with a high content of inorganic salts. The chromatographic system used in this work 

was a Knauer high-pressure pump. The separation was performed on a Kromasil 100-5-C18 (w) reverse phase 

column (4.6 × 250 mm) in the gradient elution mode. Acetonitrile and ammonium acetate solution were used 

as the mobile phase. Synthetic dyes were detected on an Azura diode array detector. The paper presents the 

results of concentrating 10 synthetic dyes on commercially available solid phase extraction cartridges that were 

suitable for working with aqueous solutions with a high content of inorganic salts. For each substance, the 

degree of concentration from distilled and model wastewater was calculated, which varied from 2 to 98%. 

Among the analysed cartridges, the highest degree of concentration during operation in conditions close to real 

wastewater was shown by the Diapak P cartridge, at a pH of the concentrated solution equal to 4. The results 

of this study were used to develop and validate a method for a simultaneous detection of 10 synthetic food dyes 

(SFD) (E102, E104, E110, E122, E124, E129, E131, E133, E142, E151) in aqueous and organic solutions. The 

results of the study can be used to provide analytical control of the content of synthetic dyes in the industrial 

wastewater. The limit of intermediate precision of the method did not exceed 5%, and the expanded uncertainty 

of the measurements was less than 10%. 

Keywords: reverse phase HPLC, synthetic food dyes, diode-array detection, solid-phase extraction. 

For citation: Platonov I.A., Mukhanova I.M., Labaev M.Yu., Saltanova A.A. HPLC analysis of synthetic dyes 

in wastewater. Sorbtsionnye i khromatograficheskie protsessy. 2024. 24(2): 236-245. (In Russ.). 

https://doi.org/10.17308/sorpchrom.2024.24/12141 

Введение 

Загрязнение сточных вод отходами 

производств является актуальной пробле-

мой экологического контроля. Антропо-

генные факторы оказывают сильное нега-

тивное влияние на окружающую среду. 

Воздух, вода, земля, живые организмы, 

растения, животные и т. д. страдают от 

промышленных загрязнений. Сточные 

воды, попадая в водотоки, представляют 

опасность в первую очередь для биоцено-

зов водоохранных зон и человека. Одним 

из основных органических загрязнителей 

воды являются различные красители, ис-

точниками которых являются предприя-

тия по изготовлению красящих веществ, 

текстильные красильные производства, 

пищевая промышленность [1, 2]. При 

этом 10-15% красителей, используемых 

при крашении, попадают в окружающую 

среду в виде отходов [1]. Поскольку тек-

стильные сточные воды являются токсич-

ными, мутагенными и канцерогенными 

из-за присутствия красителей они неже-

лательны для любого использования. Ряд 

работ посвящен различным способам 

очистки сточных вод от красителей [3-8]. 

В связи с вышесказанным встаёт во-

прос контроля содержания красителей в 

сточных водах, с помощью различных 

физико-химических методов анализа. 

Современными широко распростра-

нёнными методами определения синтети-

ческих красителей являются хроматогра-

фические методы: обращено-фазовая вы-

сокоэффективная жидкостная хромато-

графия (ОФ ВЭЖХ), ион-парная ВЭЖХ, 

ультравысокоэффективная жидкостная 

хроматография (УВ ВЭЖХ) [9, 15].  

В большинстве случаев для определе-

ния красителей наиболее рациональным 

является применение обращено-фазовой 

ВЭЖХ. К преимуществам данного ме-

тода можно отнести использование рас-

творителей (ацетонитрил, метанол, вода) 

позволяющих работать в широком УФ-

диапазоне, это дает возможность приме-

нять высокочувствительный УФ-спек-

трофотометр, который имеет низкий пре-

дел обнаружения по отношению к широ-

кому ассортименту органических соеди-

нений [9], а в случае с красителями может 

выступать практически как селективный 

детектор, если проводить идентифика-

цию красителей в видимом диапазоне 

электромагнитного излучения.  

Как правило, для определения синте-

тических красителей применяют мето-

дики, основанные на использовании до-

рогостоящего ион-парного реагента [10-

14], который может адсорбироваться на 

неподвижной фазе хроматографической 

колонки, что может негативно сказаться 

на её эксплуатационных характеристиках 

[15].  
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Однако существуют методики, лишен-

ные этого недостатка с применением фос-

фатного или ацетатного буфера [16]. Для 

детектирования чаще всего используют 

спектрофотометрические детекторы уль-

трафиолетовой-видимой области, ди-

одно-матричные (DAD), фотодиодные 

детекторы (PDA) [15]. 

В работе [17] описывают применение 

обращено-фазовой ВЭЖХ для одновре-

менного определения 17 синтетических 

пищевых красителей в различных груп-

пах пищевой продукции. Анализ прово-

дили на применении колонки С18 (Zorbax 

XDB, 150 х 4.6 мм, 5.0 мкм) в режиме гра-

диентного элюирования. Использовали 

подвижную фазу состава: А – 1.5% рас-

твор ацетата аммония, В – метанол: аце-

тонитрил (80:20). 

Для определения синтетического пи-

щевого красителя Е110 в безалкогольном 

напитке в работе [18] разработали и при-

менили метод, основанный на примене-

нии высокоэффективной жидкостной 

хроматографии и спектрофотометриче-

ского метода. Хроматографическое опре-

деление Е110 осуществлялось на колонке 

из нержавеющей стали размером 0.25 м х 

4.6 мм, заполненной октадецилсилиль-

ным силикагелем для хроматографии 

типа Zorbax Eclipse XDB-C18 с размером 

частиц 5 мкм. Применяли подвижную 

фазу: ацетонитрил: вода: фосфорная кис-

лота (80:20:0.4). 

Авторы работы [19] проводят одновре-

менное определение 8 красителей в кон-

фетах и напитках с помощью обращенно-

фазовой хроматографии с градиентным 

элюированием. Подвижная фаза состоит 

из растворителя А (ацетат аммония 0.1М) 

и растворителя В (смесь метанола и аце-

тонитрила). Определение концентраций 

красителей проводят с помощью УФ-де-

тектора.  

Определению семи красителей в вине, 

в том числе Е102, Е133 посвящена работа 

[20]. В качестве растворителей А и В ис-

пользуют ацетат аммония и метанол со-

ответственно. Для количественной 

оценки содержания красителей в образ-

цах также применяют УФ-детектор. 

Также для определения содержания кра-

сителей в смеси может применяться ди-

одно-матричный [21] и масс-спектромет-

рический детекторы [22]. 

Резюмируя вышесказанное можно сде-

лать заключение, что на сегодняшний 

день достаточно сложно найти методику 

пробоподготовки и анализа сточных вод 

с повышенной минерализацией на содер-

жание синтетических красителей мето-

дом ВЭЖХ, хотя данный метод широко 

применяется для других объектов ана-

лиза. Целью данной работы являлась раз-

работка методики анализа синтетических 

красителей в сточных водах предприятий 

с повышенным содержанием неорганиче-

ских солей методами обращено-фазовой 

ВЭЖХ с диодно-матричным детектиро-

ванием. 

Экспериментальная часть 

Реактивы, материалы, оборудование. 

В качестве объектов исследования были 

использованы синтетические пищевые 

красители: тартразин (Е102), хинолино-

вый желтый (Е104), желтый «солнечный 

закат» (Е110), кармуазин (Е122), понсо 

4R (Е124), очаровательный красный 

(Е129), патентованный голубой (Е131), 

бриллиантовый голубой (Е133), зеленый 

(Е142), черный блестящий (Е151) (все 

вышеупомянутые красители приобре-

тены у ООО «Динамик»). Для приготов-

ления подвижных фаз использовали де-

ионизированную воду марки В по ОСТ 11 

029.003-80, ацетонитрил марки ЧДА и 

навеску соли ацетата аммония марки 

ЧДА.  

Хроматографические разделение СПК 

осуществлялось с помощью жидкостного 

хроматографа Azura с диодно-матрич-

ным детектором. на обращено-фазовой 

колонке Kromasil 100-5-C18(w) (4.6 × 250 

мм) в режиме градиентного элюирования.  

В качестве подвижной фазы использо-

вались следующие растворы: Линия А – 
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буферный раствор (раствор аммония ук-

суснокислого концентрацией 0.1 моль/дм3: 

ацетонитрил = 90:10%), линия В – рас-

твор ацетонитрила (ацетонитрил : вода = 

90:10%). 

В буферный раствор на этапе приго-

товления добавляется 10% органической 

составляющей во избежание образования 

пузырьков воздуха в момент смешения 

воды и ацетонитрила в хроматографиче-

ской системе. Аналогично 10% воды до-

бавляется в ацетонитрил (линию В).  

В результате многочисленных экспе-

риментов по оптимизации разделения 

были подобраны оптимальные условия 

градиентного элюирования [9]. Особен-

ностью данной методики является про-

мывка и кондиционирование колонки в 

конце каждого анализа. В данном случае 

это происходит относительно быстро за 

счёт того, что неподвижная фаза С18 на 

основе силикагеля быстро приходит в ад-

сорбционное равновесие, что позволяет 

удалять неидентифицируемые примеси 

веществ после каждого анализа. Это по-

лезно при анализе реальных объектов, ко-

торые будут содержать синтетические 

красители. 

Хроматографический анализ прово-

дили на хроматографе AZURA с диодно-

матричным детектором. В результате 

анализа каждого из аналитов были полу-

чены спектры красителей, а также опре-

делены максимумы поглощения для каж-

дого из используемых веществ. 

Градуировка. Для градуировки хрома-

тографа использовали растворы красите-

лей в деионизированной воде концентра-

циями 1, 3, 5, 8, 10 мг/дм3. Для оценки 

степени концентрирования готовили рас-

твор концентрацией 0.01 мг/дм3. Хрома-

тограмма данного раствора была анало-

гична хроматограмме чистой деионизи-

рованной воды.  

Концентрирование красителей из 

сточной воды на патронах для твердофаз-

ной экстракции. Для удаления взвешен-

ных частиц образец сточной воды филь-

тровался через бумажный фильтр «синяя 

лента». Далее проводилась твердофазная 

экстракция на концентрирующем па-

троне. 

В диссертации [23] описана методика 

концентрирования синтетических краси-

телей с помощью патронов типа Диапак 

А, содержащих оксид алюминия в каче-

стве сорбента. Аналогичная методика 

описана в ГОСТ [24]. Однако, так как в 

нашем случае матричный раствор сточ-

ной воды может содержать большое ко-

личество щелочей, органических и неор-

ганических солей, кислот и тяжелых ме-

таллов [25], полярные сорбенты не по-

дойдут для анализа сточной воды. Для ис-

следования сорбции красителей на па-

троне для твердофазной экстракции были 

выбраны 2 типа патронов: 1) Диапак П и 

2) Диапак С16М.  

Работа с концентрирующими патро-

нами происходит в 4 этапа: кондициони-

рование, сорбция, промывка и элюирова-

ние.  

После этапа кондиционирования про-

водили сорбцию на патронах. 500 см3 

стандартного раствора концентрацией 

0.01 мг/дм3 пропускали через патрон. Да-

лее промывали патрон деионизированной 

водой, смывы отбросывали. Далее прово-

дили элюирование синтетических краси-

телей ацетоном и упаривание получен-

ного раствора. Красители являются тер-

мически устойчивыми, что позволяет 

упаривать их растворы в жестких усло-

виях.  

После упаривания сухой остаток рас-

творялся в растворе А. Полученный рас-

твор дозировали при помощи крана-доза-

тора жидкостного хроматографа. Первым 

этапом исследования процесса пробопод-

готовки было исследование влияния pH 

водной матрицы на сорбцию красителей. 

Для этого проводили концентрирование 

стандартных растворов красителей при 3 

вариантах pH: 3.0; 4.0; 6.0.  

После выбора оптимального pH рас-

твора для каждого концентрирующего 

патрона проводилась твердофазная экс-

тракция красителей из модельной смеси 
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сточной воды. Концентрация стандарт-

ного раствора и методика концентриро-

вания была аналогичной.  

Обсуждение результатов 

Хроматограмма раствора СК концен-

трацией 10 мг/дм3 представлена на ри-

сунке 1. Диодно-матричный детектор 

позволяет записывать сигнал при длинах 

волн от 190 до 700 нм. На хроматограмму 

выведены максимумы поглощения для 

всех красителей.   

Время удерживания соответствующих 

пиков каждого из красителей приведены 

в таблице 1.  

Для удобства восприятия на хромато-

грамме показаны пики красителей только 

при максимуме их поглощения. Мешаю-

щие для восприятия возмущения пиков 

красителей при близких к максимуму 

длин волн были удалены. 

В данном хроматографическом разде-

лении в отличие от методики [1], где 

также как и здесь, используется ацетат-

ный буфер, не используется метанол, что, 

несомненно, является преимуществом, 

так как метанол в сочетании с водными 

растворами образует высоковязкие 

смеси, которые заметно повышают рабо-

чее давление системы [9]. 

Пики Е151 и Е110 при концентрации 

раствора 10 мг/дм3 частично перекрыва-

ются при данном режиме, однако при 

максимуме светимости Е151 не наблюда-

ется пика красителя Е110 и аналогично 

для красителя Е110, при его максимуме 

поглощения не происходит детектирова-

ние красителя Е151.  

Результаты концентрирования стан-

дартных растворов красителей концен-

трацией 0.01 мг/дм3. При концентрирова-

нии 500 см3 раствора концентрацией 

0.01 мг/дм3 максимальная возможная 

 
Рис. 1. Хроматограмма раствора пищевых красителей концентрацией 10 мг/дм3 

Fig. 1. Chromatogram of a solution of food dyes with a concentration of 10 mg/l 

 

Таблица 1. Максимумы поглощения и времена удерживания СК 

Table 1. Maximum absorption and retention times of SFs. 

№ Е номер красителя Максимум поглощения, нм Время уд. [мин] 

1 Е102 422 12.3 

2 Е124 508 17.0 

3 Е104 412 17.5 

4 Е151 580 18.0 

5 Е110 480 18.3 

3(2) Е104 (2) 412 19.0 

6 Е129 510 20.6 

7 Е122 512 31.6 

8 Е142 634 37.1 

9 Е133 628 38.5 

10 Е131 636 55.5 
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концентрация 5.0 мг/дм3, так как конеч-

ный сухой остаток растворяется в 1 см3 

подвижной фазы. В таблице 2 представ-

лены результаты сорбции синтетических 

красителей на концентрирующих патро-

нах Диапак П и Диапак С16М при различ-

ных значениях pH. 

Анализируя данные представленные в 

таблице 2, можно сделать вывод о том, 

что красители концентрируются не в пол-

ной мере. Для патрона Диапак П наилуч-

шее показатели степени концентрирова-

ния для всех исследуемых красителей 

наблюдается при pH=4. Концентрирую-

щий патрон Диапак С16М показал себя 

наилучшим образом при концентрирова-

нии более кислого раствора при pH=3. 

Однако для Е102, 124, 151, 110 наблюда-

ется очень низкие степени концентриро-

вания, это, вероятнее всего, связано с тем, 

что гидрофильные молекулы данных кра-

сителей слабо удерживаются на неполяр-

ном сорбенте патрона С16М. Для краси-

телей Е122, Е133, Е131 степени концен-

трирования составили приблизительно 

столько же сколько для патрона Диапак 

П. А для красителей Е129 и Е142 даже 

больше чем на патроне Диапак П. В таб-

лице 3 представлены степени концентри-

рования при различных pH растворов. 

Эксперименты с модельной смесью 

сточной водой проводили для патрона 

Диапак П с pH пробы = 4, а для патрона 

Диапак С16 при pH=3. 

Результаты концентрирования проб 

сточной воды с содержанием красителей 

0.01 мг/дм3 представлены в таблице 4. 

Сточная вода не подходит для концен-

трирования методом упаривания раство-

рителя, так как при упаривании образу-

ется большое количество минеральных 

солей, которые будет невозможно раство-

рить в небольшом количестве подвижной 

фазы. 

Как видно из данных, приведённых в 

таблице степень концентрирования для 

патрона Диапак П значительно ниже, чем 

для стандарта, приготовленного на ди-

стиллированной воде. Однако, концен-

трирование практически всех красителей 

близко к 50%, это значит, что, взяв для 

концентрирования 500 см3 сточной воды 

и, в конечном итоге, перерастворив пробу 

в 1 см3 для проведения анализа, практи-

чески все красители сконцентрируются в 

250 раз. 

Степень концентрирования красите-

лей из минерализованной воды на па-

троне Диапак С16М составила не более 

22%, вероятно это связано с тем, что 

Таблица 2. Результаты анализа растворов 0.01 мг/дм3 после концентрирования при различ-

ных значениях pH 

Table 2. Results of the analysis of 0.01 mg/dm3 solutions after concentrating at different pH values 

Ана-

лит 

Концен-

трация, 

мг/дм3 

Диапак П 

рН=3.0 

Концентра-

ция, мг/дм3 

Диапак П 

рН=4.0 

Концентра-

ция, мг/дм3 

Диапак П 

рН=6.0 

Концентра-

ция, мг/дм3 

Диапак 

С16М 

рН=3,0 

Концентра-

ция, мг/дм3 

Диапак 

С16М 

рН=4.0 

Концентра-

ция, мг/дм3 

Диапак 

С16М 

рН=6.0 

Е102 1.9 1.9 0.1 0.4 0.1 0.1 

Е104 2.2 5.0 1.6 2.4 0.8 0.1 

Е124 0.4 3.4 0.0 0.7 0.1 0.1 

Е151 2.3 4.5 1.2 0.8 0.2 0.1 

Е110 2.0 4.9 1.3 1.0 0.3 0.0 

Е129 2.1 3.8 1.5 4.2 2.3 0.3 

Е122 1.6 3.7 1.4 3.8 3.4 0.8 

E142 2.6 4.2 2.1 4.7 4.2 4.9 

Е133 0.9 3.9 1.4 4.1 4.1 4.6 

Е131 2.7 4.8 2.2 4.5 3.1 5.0 
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сточная вода имеет большую элюирую-

щую силу по сравнению с водой с низким 

содержанием неорганических солей, это 

способствует быстрому смыву красите-

лей, в следствии чего наблюдаются низ-

кие степени концентрирования. Следова-

тельно, патрон Диапак С16М не подходит 

для твердофазной экстракции синтетиче-

ских красителей из сточной воды. 

Валидация методики определения син-

тетических красителей. Данные, которые 

использовали для оценки прецизионно-

сти и расширенной неопределённости из-

мерений были получены при анализе и 

пробоподготовке стандартных растворов 

синтетических красителей в модельной 

смеси сточной воды. Рассматриваемый 

диапазон концентраций стандартных рас-

творов от 0.005 до 0.05 мг/дм3. Было про-

ведено по 9 определений (n=2) для каж-

дого раствора, с двумя меняющимися 

факторами: время и оператор. Результаты 

приведены в таблице 5. 

Предел повторяемости рассчитывали 

по формуле 1. 

𝑟 = 𝑄(𝑃, 𝑛)𝜎𝑟  (1) 

где 𝑄(𝑃, 𝑛) – коэффициент, зависящий от 

числа n результатов единичного анализа, 

Таблица 3. Степени концентрирования синтетических красителей на патронах Диапак П 

и С16М при различных значениях pH матрицы. 

Table 3. Degrees of concentration of synthetic dyes on Diapak P and C16M cartridges at different 

pH values of the matrix 

Аналит 

Степень 

концен-

трирова-

ния, % 

Диапак П 

рН=3.0 

Степень 

концен-

трирова-

ния, % 

Диапак П 

рН=4.0 

Степень 

концен-

трирова-

ния, % 

Диапак П 

рН=6.0 

Степень 

концен-

трирова-

ния, % 

Диапак 

С16 

рН=3.0 

Степень 

концен-

трирова-

ния, % 

Диапак 

С16 

рН=4.0 

Степень 

концен-

трирова-

ния, % 

Диапак 

С16 

рН=6.0 

Е102 39 37 2 8 2 1 

Е104 45 99 32 47 16 2 

Е124 9 68 1 14 2 2 

Е110 40 98 26 20 6 1 

Е129 43 76 30 84 47 7 

Е122 32 74 28 76 69 16 

E142 52 84 42 94 84 98 

Е133 17 78 29 81 82 93 

Е131 53 96 45 90 62 100 
 

Таблица 4. результаты концентрирования синтетических красителей из сточной воды 

Table 4. Results of concentrating synthetic dyes from wastewater 

Аналит 

Концентрация 

мг/дм3 Диапак 

П, рН=4.0 сточ-

ная вода 

Степень концен-

трирования, % 

Диапак П, 

рН=4.0 сточная 

вода 

Концентрация 

мг/дм3 Диапак 

С16М, рН=3.0 

сточная вода 

Степень концентри-

рования, % Диапак 

С16М, рН=3.0 сточ-

ная вода 

Е102 1.2 24 0,6 12 

Е104 2.8 56 1,1 22 

Е124 0.8 16 0,1 2 

Е110 2.7 54 0,7 15 

Е129 2.9 58 0,9 18 

Е122 2.8 57 0,6 11 

E142 1.8 36 0,2 4 

Е133 1.7 33 0,8 16 

Е131 2.0 41 0,2 3 
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полученных в условиях повторяемости, и 

доверительной вероятности Р (значения 

коэффициентов для принятой вероятно-

сти Р=0.95 и n=2 равен 2.77, 𝜎𝑟  – СКО по-

вторяемости, принимаемое как СКО ре-

зультатов анализа параллельных проб. 

Предел промежуточной прецизионно-

сти R рассчитывали по формуле 2. 

𝑅 = 𝑄(𝑃, 𝑛)𝜎𝑅𝑚  (2) 

где 𝜎𝑅𝑚 – показатель воспроизводимости 

методики анализа в виде СКО, который 

рассчитывали по формуле 3. 

𝜎𝑅𝑚 ≈ 𝑘𝑆𝑟   (3) 

где 𝑆𝑟 – выборочное СКО результатов 

анализа, k – коэффициент, который при-

нимать значения от 1.2 до 2.0.   

Расширенная неопределенность изме-

рения U рассчитывали, как корень квад-

ратный из сумм составляющих неопреде-

лённостей.  

 𝑈 = √(𝑢𝑎
2 + 𝑢𝑏

2  (4) 

где 𝑢𝑎
2 – стандартная неопределённость 

пробоподготовки, 𝑢𝑏
2  – стандартная не-

определённость хроматографического 

анализа. 𝑢𝑎, 𝑢𝑏рассчитываются как абсо-

лютная погрешность измерения, делён-

ная на √3. 

Заключение 

В результате проведённых исследова-

ний была разработана методика анализа 

10 синтетических красителей в сточных 

водах повышенной минерализации, со-

держащей органические гидрофобные 

примеси. Методика заключается в твер-

дофазной экстракции красителей из сточ-

ной воды, с последующим определением 

концентраций красителей методом обра-

щённо-фазовой высокоэффективной 

жидкостной хроматографии с диодно-

матричным детектированием. Наиболь-

шая степень извлечения синтетических 

красителей из сточных вод достигается 

при использовании концентрирующих 

патронов Диапак П при pH концентриру-

емой пробы равной 4. Нижний предел из-

мерения методики составляет 2-5 мкг/дм3 

для синтетических красителей (за исклю-

чением Е102 и Е124) и 10 мкг/дм3 для 

Е102 и Е124. Данная методика приме-

нима для анализа сточных вод тек-

стильно-красочной промышленности 

(пищевой промышленности). Макси-

мальная расширенная неопределённость 

результата измерения составила 8.73 % 

на нижнем уровне диапазона измерения 

для наименее концентрируемого краси-

теля Е124. Данная методика может ис-

пользоваться для аналитического кон-

троля за содержанием красителей в сточ-

ных водах пищевых производств. 

Конфликт интересов  

Авторы заявляют, что у них нет из-

Таблица 5. Относительные значения пределов повторяемости и промежуточной прецизион-

ности, расширенной неопределенности при уровне доверительности Р = 0.95 

Table 5. Relative values of repeatability and intermediate precision limits and expanded uncer-

tainty at the confidence level P = 0.95 

Аналит 
Предел повторяемо-

сти r, % 

Предел промежуточной 

прецизионности R, % 

Расширенная не-

определенность из-

мерения U, % 

Е102 2.14 2.78 7.13 

Е104 1.89 2.46 6.23 

Е124 3.84 4.99 8.73 

Е110 2.04 2.65 6.91 

Е129 1.83 2.38 6.15 

Е122 1.92 2.50 6.38 

E142 3.47 4.51 8.62 

Е133 3.21 4.17 8.36 

Е131 2.30 2.99 7.59 
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вестных финансовых конфликтов интере-

сов или личных отношений, которые 

могли бы повлиять на работу, представ-

ленную в этой статье. 
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Аннотация. Желчнокаменная болезнь (холелитиаз) – многофакторное заболевание, характеризующе-

еся образованием желчных камней. Изучение состава желчных камней необходимо для установления 

механизма их образования и решения многих практических вопросов. На данный момент, неясно, какая 

белковая компонента участвует в формировании желчных камней и как она связана с их составляю-

щими. В работе показана возможность качественного и количественного определения аминокислот в 

составе желчных камней мужчин и женщин разного возраста с использованием метода газовой хрома-

тографии GC-17A (Shimadzu). Анализ аминокислотного состава желчных камней включает в себя кис-

лотный гидролиз образцов с 6М HCl при 105оС в течение 12 часов, последующую очистку, получение 

производных выделенных аминокислот и их определение методом газовой хроматографии. Данная ме-

тодика позволяет определять D- и L-формы аминокислот. Статистическая обработка полученных дан-

ных осуществлялась с помощью программы Statistica 6.0. В результате проведенного исследования 

установлено, что желчные камни холестеринового состава, принадлежащие женщинам, возраст кото-

рых не превышал 50 лет, характеризуются самыми низкими содержаниями аминокислот. В аминокис-

лотном составе холестеринового типа камней преобладают глицин и L-формы серина, аланина и глу-

таминовой кислоты. Холестериновые камни с минеральной компонентой характерны для пожилых 

женщин (старше 60 лет) и мужчин среднего возраста (от 37 лет), и имеют более высокие содержания 

аминокислот, чем холестериновые желчные камни. В данном типе камней преобладают глицин и L-

формы лейцина, глутаминовой кислоты, аспарагиновой кислоты. Самые высокие содержания амино-

кислот установлены в пигментных камнях, как у мужчин, так и у женщин старше 55 лет. В аминокис-

лотном составе камней пигментного типа преобладают глицин и L-формы глутаминовой кислоты, ас-

парагиновой кислоты, лейцина, аланина. В желчных камнях холестеринового состава D-аминокислоты 

не обнаружены. В холестериновых камнях с минеральной компонентой и пигментных желчных камнях 

установлена D-аспарагиновая кислота. Полученные результаты позволяют рекомендовать метод газо-

вой хроматографии для изучения аминокислотного состава желчных камней.  

Ключевые слова: аминокислотный анализ, кислотный гидролиз, газовая хроматография, аминокис-

лоты, желчные камни. 
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Abstract. Gallstone disease (cholelithiasis) is a multifactorial disease characterised by the formation of gall-

stones. Studying the composition of gallstones is necessary to understand the mechanism of their formation 

and to solve many practical issues. At present, it is not clear which protein component is involved in the for-

mation of gallstones and how it is related to their components. The study showed the possibility of qualitative 

and quantitative determination of amino acids in the composition of gallstones of men and women of different 

ages using a GC-17A gas chromatograph (Shimadzu). Analysis of the amino acid composition of gallstones 

includes acid hydrolysis of samples with 6M HCl at 105C° for 12 hours, subsequent purification, obtaining 

derivatives of isolated amino acids, and their determination by gas chromatography. This technique enables 

the determination of D- and L-forms of amino acids. Statistical processing of the obtained data was carried out 

using Statistica 6.0. The study revealed that cholesterol gallstones belonging to women up to 50 years of age 

have the lowest amino acid content. The amino acid composition of cholesterol gallstones is dominated by 

glycine and L-forms of serine, alanine, and glutamic acid. Cholesterol gallstones with mineral content are 

typical for elderly women (over 60 years) and middle-aged men (from 37 years), and have higher amino acid 

content than cholesterol gallstones. Glycine and the L-forms of leucine, glutamic acid, and asparagic acid are 

prevalent in these types of gallstones. The highest amino acid content was recorded in pigment gallstones of 

both men and women over 55 years of age. The amino acid composition of pigment gallstones is dominated 

by glycine and L-forms of glutamic acid, asparagic acid, leucine, and alanine. In cholesterol gallstones, no D-

amino acids were found. In cholesterol gallstones with mineral content and pigmented gallstones, D-aspartic 

acid was detected. The obtained results allow us to recommend the method of gas chromatography for studying 

the amino acid composition of gallstones.  

Keywords: amino acid analysis, acid hydrolysis, gas chromatography, amino acids, gallstones. 
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Введение 

Желчнокаменная болезнь (холелитиаз) 

относится к дисметаболическому заболе-

ванию, обусловленному образованием 

желчных камней в гепатобилиарной си-

стеме человека. Холелитиаз занимает 

одно из ведущих мест среди заболеваний 

органов пищеварения, необходимость его 

исследований очевидна, поскольку в 

мире постоянно увеличивается число па-

циентов, связанных с патогенным камне-

образованием в организме человека. Зна-

ние тонкостей патогенеза холелитиаза яв-

ляется ключом для разработки эффектив-

ных мер профилактики и осуществления 

успешного лечения данного заболевания. 

Выделяют холестериновый и пигмент-

ный холелитиаз. Данное разделение обу-

словлено основными камнеобразующими 

компонентами. В холестериновых кам-

нях таким компонентом является холе-

стерин, в пигментных камнях – билиру-

бинат кальция. Холестериновый холели-

тиаз характерен в большей степени для 

стран с западным стилем жизни и состав-

ляет до 80% случаев, тогда как пигмент-

ный – для стран востока [1, 2]. Желчнока-

менная болезнь встречается значительно 

чаще у женщин, чем у мужчин [3, 4]. С 

возрастом частота образования желчных 

камней возрастает [5, 6]. В процессах 

формирования желчных камней помимо 

холестерина и билирубината кальция 

принимают участие и другие составляю-

щие – минеральная компонента (фосфат 

кальция, карбонат кальция), белки, при-

меси различных металлов, в том числе 

железо, медь и другие. На сегодняшний 

день белковая компонента в патогенезе 

желчнокаменной болезни наименее изу-

чена. В литературе есть лишь отдельные 

данные о муцинах, которые взаимодей-

ствуют с холестерином [7-10], а также о 

присутствии в желчи плазменных белков 

[11, 12]. Получить информацию о составе 

белковых веществ, принимающих уча-

стие в образовании желчных камней, мо-

жет исследование их аминокислотного 
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состава. Большинство публикаций каса-

емо аминокислот для патогенных образо-

ваний посвящены мочекаменной болезни 

и их исследованию в урине [13 – 16]. От-

мечается важность подобных исследова-

ний, так как они могут дать представле-

ния о роли белково-аминокислотного ме-

таболизма в образовании камней. Ана-

лизу аминокислотного состава желчных 

камней посвящены единичные работы, с 

кратким описанием методики и исследо-

ванием их методом жидкостной хромато-

графии [17]. В связи с этим, основной це-

лью данного исследования было изуче-

ние аминокислотного состава желчных 

камней методом газовой хроматографии 

в образцах разного состава с привязкой к 

пациентам (пол, возраст).  

Экспериментальная часть 

Исследования аминокислотного со-

става проведено для двадцати образцов 

желчных камней сформированных в 

желчном пузыре мужчин и женщин раз-

ного возраста. Среди них 16 образцов 

принадлежали женщинам и 4 образца – 

мужчинам. Пациенты были проинформи-

рованны о целях проведения исследова-

ний. Полная характеристика образцов с 

данными по фазовому составу, а также 

возрасту мужчин и женщин представлена 

в таблице 1. Для анализа аминокислот-

ного состава использовали 100 мг 

навески тщательно растертых образцов 

желчных камней. 

Анализ аминокислотного состава 

желчных камней включает в себя гидро-

лиз образцов, последующую очистку, по-

лучение производных аминокислот, их 

разделение и идентификацию методом 

газовой хроматографии. За основу мето-

дики взяты методы определения энантио-

меров аминокислот, изложенные в рабо-

тах [18-21]. Все реагенты, используемые 

в работе, имеют высокую степень чи-

стоты (осч), для приготовления растворов 

используется бидистиллированная и де-

ионизированная вода. 

Гидролиз. Для извлечения связанных 

аминокислот применялся кислотный гид-

ролиз образцов в 6М HCl при темпера-

туре 105С в течение 12 часов. Данные 

температура и время были выбраны ис-

ходя из рекомендаций по анализу энан-

тиомеров аминокислот, чтобы исключить 

риск их рацемизации в ходе гидролиза 

[21]. 

Очистка образцов и выделение амино-

кислот. Полученные гидролизаты, кроме 

аминокислот, также содержат различные 

органические и неорганические соедине-

ния, поскольку исходные образцы харак-

теризуются сложным фазовым составом. 

Исследования [21-25], показали, что для 

выделения аминокислот из подобных 

гидролизатов необходима их предвари-

тельная очистка, а наилучшие результаты 

получаются при применении для этих це-

лей ионообменной смолы Dowex 50W 

X8. Она относится к группе сильнокис-

лотных гелеобразных катионитов на ос-

нове сополимеров стирола-дивинилбен-

зола. В нашей работе мы пользовались 

исключительно этими рекомендациями, 

своих исследований в данном направле-

нии не проводилось.  

Полученные гидролизаты отфильтро-

вывали от остатков исходной пробы че-

рез мембранные стеклянные фильтры 

(GF6) в круглодонные колбы и добавляли 

внутренний стандарт (L-норвалин). Затем 

на роторном испарителе в вакууме отго-

няли соляную кислоту при температуре 

40С, для того чтобы исключить возмож-

ность рацемизации аминокислот при вы-

соких температурах. Полученные сухие 

остатки перерастворяли в 4 см3 0.05М 

HCl и переносили в полипропиленовые 

колонки (25 см3), заполненные 3 г катио-

нообменной смолы Dowex 50W X8 (фрак-

ция зерен 100-200 меш, общая пропуск-

ная способность 1.7 экв/дм3). В кругло-

донные колбы добавляли 4 мл 0.01М HCl 

и содержимое колб вновь переносили на 

колонки. Для удаления ионов металлов 

(Fe, Al и др.) и некоторых органических 

соединений (небольшие ароматические 
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амины, аминосахара и др.) колонки про-

мывали последовательно 5 раз по 5 см3 

0.1 М щавелевой кислоты (рН 1.6-1.8), 

5 см3 0.01М HCl и 5 см3 деионизирован-

ной воды. Затем в круглодонные колбы 

выделяли аминокислоты пропусканием 

через колонку 5 раз по 5 см3 2.5М NH4OH. 

Полученные растворы вновь отгонялись 

досуха на роторном испарителе и содер-

жимое колб перерастворяли в 4 см3 0.1М 

HCl. При наличии помутнения раствора 

или осадка содержимое переносили в 

микропробирки типа эппендорф и цен-

трифугировали в течение 15 мин при 

8000 об/мин. Затем жидкость декантиро-

вали в виалы на 5 см3, выдерживали в те-

чение 24 часов при -18С и высушивали в 

замороженном состоянии.  

Получение производных аминокислот. 

Для разделения оптических изомеров 

аминокислот методом газовой хромато-

графии широко применяются хиральные 

капиллярные колонки (например: CP-

Chirasil Val, CP-Cyclodextrin-ß-2,3,6-M-

19, CP-Chirasil-DEX CB, CHIRALDEX G-

TA). Для получения хорошо разделяемых 

пиков на подобных хиральных фазах 

аминокислоты необходимо перевести в 

их N(O)-трифтороацетил (TFA)- или 

Таблица 1. Характеристика образцов  

Table 1. Characteristics of samples  

№ образца Фазовый состав Возраст  Пол ΣАК, мг/г 

1 холестерин  35 ж 2.1 

8 – // – 44 ж 1.9 

5 – // – 46 ж 1.4 

2 – // – 47 ж 1.0 

3 – // – 49 ж 2.1 

7 – // – 49 ж 1.2 

4 – // – 50 ж 2.7 

6 – // – 50 ж 3.4 

13 
холестерин,  

карбонат кальция  
60 ж 8.3 

16 
холестерин,  

карбонат кальция  
61  ж 4.4 

12 
холестерин,  

фосфат кальция  
65 ж 7.8 

9 
холестерин,  

фосфат кальция 
72 ж 5.6 

11 
холестерин,  

фосфат кальция 
76 ж 7.2 

15 
холестерин,  

карбонат кальция 
37 м 8.9 

14 
холестерин,  

карбонат кальция 
38 м 4.8 

10 
холестерин,  

фосфат кальция  
57 м 7.9 

21 
билирубинат кальция, карбонат 

кальция  
55 ж 21.8 

19 
билирубинат кальция,  

фосфат кальция  
60 ж 30.0 

23 билирубинат кальция 67 ж 32.5 

22 
билирубинат кальция, карбонат 

кальция  
58 м 30.1 

Примечание: ж – женщина, м – мужчина, ΣАК – общее содержание аминокислот.  

Notes: w – female, m – male, ΣAK – total amino acid content. 
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N(O)-пентафторпропионил (PFP) изопро-

пиловые эфиры [18-20]. В нашем работе 

мы остановились на получении PFP-

производных аминокислот, поскольку 

они являются более стабильными, по 

сравнению с TFA-производными [26, 27]. 

Уравнения реакций дериватизации вы-

глядят следующим образом: 

 
В высушенные образцы добавляли 800 

мкл 4 М HCl в изопропаноле, приготов-

ленный смешиванием ацетилхлорида с 

изопропиловым спиртом в соотношении 

1:2.5 при 0С. Виалы плотно закрывали, 

нагревали при 110С в течение 30 мин и 

охлаждали до комнатной температуры. 

Надосадочную жидкость переносили в 

виалы на 1 см3 и остатки реагента уда-

ляли под струёй азота. Затем добавляли 

260 мкл дихлорметана и 260 мкл пен-

тафторпропионового ангидрида и вновь 

нагревали при 110С в течении 10 мин. 

После охлаждения до комнатной темпе-

ратуры содержимое виал вновь высуши-

вали под азотом, а полученные производ-

ные N(О)-пентафторпропионил изопро-

пиловые эфиры аминокислот растворяли 

в 1 см3 дихлорметана и переносили в 

виалы для хроматографии.  

Газохроматографический анализ. Ана-

лизы полученных дериватов аминокис-

лот выполнялись на газовом хромато-

графе GC-17A (Shimadzu) с пламенно-

ионизационным детектором и автомати-

ческим дозатором ввода проб. Для разде-

ления аминокислот использовали капил-

лярную колонку CP-Chirasil L-Val, (длина 

25 м, внутренний диаметр 0.25 мм, тол-

щина пленки 0.12 мкм, Varian Inc). Дан-

ная колонка содержит химически связан-

ный с полисилоксанами L-валин-трет-бу-

тиламид и была специально разработана 

для разделения энантиомеров аминокис-

лот. Выбор условий анализа подбирался 

экспериментально. В качестве газа-носи-

теля использовали гелий. Скорость газа-

носителя ‒ 1 см3/мин. Ввод проб в ко-

лонку осуществлялся с делением потока 

(1:40). Температура испарителя состав-

ляла 250С, пламенно-ионизационного 

детектора – 275С. Анализ проводили 

при программировании температуры тер-

мостата колонок: 4 мин в изотермиче-

ском режиме при температуре 80С, за-

тем подъем температуры до 110С со 

скоростью 4С/мин, выдержка в течение 

10 мин, подъем температуры до 160С со 

скоростью 4С/мин, подъем температуры 

до 190С со скоростью 10С/мин и изо-

термический режим в течение 7 мин. Об-

работка и запись хроматограмм осу-

ществлялись программой GS Solution. 

Идентификация аминокислот на хрома-

тограммах проводилась путем сравнения 

времени выхода пиков анализируемых 

соединений с временами удерживания 

эталонных аминокислот. Время удержи-

вания – это время от момента ввода 

пробы в испаритель до момента, соответ-

ствующего максимальному значению 

сигнала для данного компонента на хро-

матограмме. Количественный анализ 

аминокислот проводится с использова-

нием метода внутреннего стандарта [28]. 

Суть данного метода заключается в том, 

что к пробе с анализируемыми веще-

ствами добавляется известное количе-

ство стандарта. В качестве такого стан-

дарта обычно подбирается такое веще-

ство, которое отсутствует в анализируе-

мой смеси и не реагирует с её компонен-

тами. Основное достоинство метода 

внутреннего стандарта состоит в том, что 

он не требует воспроизводимого ввода 

пробы по величине. Количество стан-

дарта подбирают так, чтобы площадь его 

пика была соизмерима с площадью пиков 

компонентов анализируемой смеси. Кон-

центрация определяемого компонента 

(Сх) в анализируемом веществе рассчи-

тывается по формуле:  

Сх= (Sx∙mст/Sст∙mсм) ∙Kx, 
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где Sст – площадь пика стандарта, Sx – 

площадь пика анализируемого вещества, 

mст – масса добавленного внутреннего 

стандарта, mсм – масса пробы анализиру-

емой смеси, Kx – калибровочный коэффи-

циент. 

Калибровочный коэффициент рассчи-

тывается для каждого отдельного веще-

ства путем приготовления ряда искус-

ственных смесей исследуемого вещества 

со стандартом при их различных соотно-

шениях. На основании полученных дан-

ных строятся графики в координатах 

Sст/Sx и mст/mх и рассчитывается угловой 

коэффициент Kx, представляющий собой 

калибровочную константу для данного 

анализируемого вещества.  

Метод позволяет определять D и L 

формы для некоторых аминокислот (ала-

нин, валин, лейцин, изолейцин, серин, 

треонин, пролин, глутаминовая кислота, 

аспарагиновая кислота, фенилаланин, ти-

розин, лизин), глицина и ряда небиоген-

ных аминокислот (-аланин, δ-аминова-

лерьяновая кислота, -аминомасляная 

кислота). Данная методика не позволяет 

определять аргинин, гистидин, цистин, 

поскольку для их анализа требуются ин-

дивидуальные условия дериватизации, а 

также триптофан и метионин, поскольку 

для них требуются другие условия гидро-

лиза.  

Аналитические исследования выпол-

нялись в ЦКП «Геонаука» в ИГ ФИЦ 

Коми НЦ УрО РАН. Математическую об-

работку данных по содержаниям амино-

кислот осуществляли с использованием 

программы Statistica 6.0. 

Обсуждение результатов 

По данным анализируемой выборки 

содержания аминокислот в желчных кам-

нях широко варьировали, что указывает 

на различное количество в них белковой 

компоненты (см. табл. 1, ΣАК). Во всех 

изученных желчных камнях аминокис-

лоты в основном представлены L-фор-

мами (рис. 1). Для выявления групп желч-

ных камней схожих по аминокислотному 

составу был применен метод кластерного 

анализа [29]. Статистический анализ хро-

матографических данных показал, что ис-

следуемые образцы разделились на три 

основных типа − холестериновый (Обр. 

1-8), холестериновый с минеральной ком-

понентой (фосфат кальция, карбонат 

кальция) (Обр. 10-16), пигментный (Обр. 

19, 21-23). В аминокислотном составе хо-

лестеринового типа желчных камней до-

минируют глицин, серин, глутаминовая 

кислота и аланин (рис. 2, а). Данный тип 

желчных камней установлен только у 

женщин, возраст которых не превышал 

50 лет. К холестериновым с минеральной 

компонентой отнесены образцы желчных 

камней, принадлежащих как женщинам, 

так и мужчинам. Причем в этой выборке 

оказались женщины старше 60 лет, а воз-

раст мужчин варьировал от 37 до 57 лет. 

В аминокислотном составе желчных кам-

ней данного типа преобладают глицин, 

лейцин, глутаминовая кислота и аспара-

гиновая аминокислота (рис. 2, б). В пиг-

ментный тип желчных камней попали че-

тыре образца, три из которых принадле-

жат женщинам и один – мужчине, возраст 

которых варьировал от 55 до 67 лет. В 

этом типе желчных камней доминируют 

глицин, глутаминовая кислота, лейцин, 

аспарагиновая кислота и аланин (рис. 2, 

в).  

В желчных камнях холестеринового 

состава D-аминокислоты не обнаружены. 

При этом, в образцах холестериновых 

камней с минеральной компонентой и 

пигментных желчных камнях установ-

лена D-аспарагиновая кислота. Для холе-

стериновых желчных камней с минераль-

ной компонентой её содержания меня-

ются от 0.01 до 0.06 мг/г, показатель D/L-

Asp составляет 0.04-0.09, а для пигмент-

ных камней от 0.20 до 0.35 мг/г, и 0.13-

0.17 соответственно.  

На основании проведенного хромато-

графического анализа аминокислот в об-

разцах выявлены очень высокие содержа-

ния глицина в желчных камнях всех изу-

ченных типов. Это объясняется тем, что 
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глицин, в отличие от других аминокис-

лот, входит не только в состав белковой 

компоненты, но и в состав глицинконъ-

югированных желчных кислот, которые, 

как известно, содержатся в желчи [11].  

Установлено, что холестериновый тип 

желчных камней характеризуется 

наименьшими, а пигментный тип 

наибольшими содержаниями аминокис-

лот. В пигментных желчных камнях, со-

стоящих из билирубината кальция и каль-

циевой минеральной компоненты, увели-

чена доля кислых аминокислот, а также 

лейцина. Это может предполагать, что в 

их формировании принимали участие, 

например плазменные белки. Известно, 

что в альбумине, который является ос-

новным представителем белков крови, а 

также α-глобулинах преобладают лейцин 

и гидрофильные аминокислоты ‒ глута-

миновая кислота и аспарагиновая кис-

лота оказывающие влияние на раствори-

мость [30]. Установлено, что большин-

ство белков плазмы крови могут связы-

ваться с кальциевой минеральной компо-

нентой, например с карбонатом кальция 

[31]. Утверждается, что белки, богатые 

аспарагиновой и глутаминовой амино-

кислотами с большей вероятностью бу-

дут принимать участие в патогенезе мо-

чевых камней состоящих из оксалата 

кальция, чем те, которые обладают лишь 

небольшим количеством таких остатков 

[14, 15]. Тем самым можно полагать, что 

аспарагиновая и глутаминовая аминокис-

лоты, имеющие как минимум две кар-

боксильные группы, в некоторых белках 

 
 

 
Рис. 1 Вид хроматограмм для образцов желчных камней 13 (а) и 21 (б). Буквенные 

обозначения: Ala – аланин, Val – валин,  Gly – глицин,  IIe – изолейцин, Ser – серин, 

Leu – лейцин,  Pro – пролин,  Asp – аспарагиновая кислота,  Glu – глутаминовая кислота, 

Phe – фенилаланин, Tyr – тирозин, Lys – лизин, Nor – норвалин (внутренний стандарт). 

Fig. 1. Chromatograms of gallstone samples 13 (a) and 21 (b). Designation: Ala – ala-

nine, Val – valine, Gly – glycine, IIe – isoleucine, Ser – serine, Leu – leucine, Pro – proline,  

Asp – asparagic acid, Glu – glutamic acid, Phe – phenylalanine, Tyr – tyrosine, Lys – lysine, Nor 

– norvaline (internal standard) 
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связываются с минеральной компонен-

той, в структуре которой, находится каль-

ций.  

Мы не исключаем присутствие в желч-

ных камнях, более сложных белков гли-

копротеидов, содержащих олигосахарид-

ные боковые цепи, присоединенные к 

аминокислотам. Кислотный гидролиз та-

ких белков может не всегда приводить к 

переходу в гидролизат некоторых амино-

кислот. Согласно литературным данным 

[7 – 10], муцины могут взаимодейство-

вать с холестерином. Возможно, что в хо-

лестериновых камнях содержатся подоб-

ные белки. Мы предполагаем, что причи-

ной формирования камней холестерино-

вого состава является пересыщение 

желчи холестерином. Связывание его с 

гликопротеидами происходит, вероятно, 

посредством дисперсионного взаимодей-

ствия [32].  

В желчных камнях, часто обнаружива-

ется различная микрофлора [33]. В связи 

с чем, источниками D-аспарагиновой 

кислоты в них могут являться микроорга-

низмы, которые, как известно, содержат 

энантиомеры аминокислот [34]. Кроме 

того, появление D-форм может быть свя-

зано с рацемизацией белков в ходе пато-

логических процессов [35]. В пигмент-

ных камнях содержание D-аминокислот 

выше, что может быть связано с наложе-

нием обоих факторов.  

Заключение 

Предложен способ определения неко-

торых аминокислот (D- и L-форм) в со-

ставе желчных камней. Анализ включает 

в себя кислотный гидролиз подготовлен-

ных образцов желчных камней с 6М HCl 

при 105°С в течение 12 часов, их после-

дующую очистку, получение производ-

ных выделенных аминокислот и дальней-

шее определение методом газовой хрома-

тографии. Проведенные исследования 

позволили выявить некоторые особенно-

сти составов желчных камней. Желчные 

камни холестеринового состава, сформи-

рованные в организме женщин, не старше 

50 лет характеризуются самыми низкими 

содержаниями аминокислот. В аминокис-

лотном составе желчных камней данного 

 
Рис 2. Медианные значения содержаний L-аминокислот в желчных камнях (мг/г): а – хо-

лестериновые (n = 8), б – холестериновые с минеральной компонентой (n = 8), в – пиг-

ментные (n = 4). Примечание. n – количество образцов. 

Fig. 2. Median values of contents of L-amino acids in gallstones (mg/g). a – сholesterol type (n 

= 8), b – cholesterol with mineral component (n = 8), c – pigment type (n = 4). Note. n - amount 

of samples. 
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типа преобладают глицин и L-формы се-

рина, аланина и глутаминовой кислоты. В 

холестериновых камнях с присутствием 

минеральной компоненты (карбонат 

кальция, фосфат кальция) содержания 

аминокислот выше. В их составе домини-

руют глицин и L-формы лейцина, глута-

миновой кислоты, аспарагиновой кис-

лоты. Они сформированы в организме 

женщин старше 50 лет и мужчин сред-

него и зрелого возраста. В пигментных 

камнях установлены самые высокие со-

держания аминокислот, с преобладанием 

в составе глицина и L-форм глутамино-

вой кислоты, аспарагиновой кислоты, 

лейцина, аланина. Такие желчные камни 

выявлены у мужчин и женщин старше 55 

лет.  

В камнях холестеринового типа D-

аминокислоты не обнаружены, тогда как 

в холестериновых камнях с минеральной 

компонентой и пигментных желчных 

камнях обнаружена D-аспарагиновая 

кислота. Присутствие D-форм может 

быть связано с рацемизацией белков и 

микрофлорой. В пигментных камнях со-

держание D-аминокислот выше, что мо-

жет быть связано с наложением обоих 

факторов. 

Поскольку в желчных камнях могут 

содержаться сложные гликопротеиды, 

которые не до конца разрушаются при 

кислотном гидролизе, то полученные 

нами данные по содержанию некоторых 

аминокислот, возможно занижены. Полу-

ченные результаты носят предваритель-

ный характер, исследования аминокис-

лотного состава желчных камней мето-

дом газовой хроматографии будут про-

должены. 
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вестных финансовых конфликтов интере-
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Изучение стабильности биологически активного соединения 

N-[2-[4-оксо-3(4Н)-хиназолинил]пропионил]-гуанидина 

с использованием электрофореза и масс-спектрометрии 
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Аннотация. На базе центра инновационных отечественных лекарственных препаратов «Волгоград-

ского государственного медицинского университета» сконструирован и синтезирован ряд пиримиди-

новых производных гуанидина для исследования их в качестве перспективных ингибиторов натрий-

водородного обмена типа 1 (NHE-1), которые полезны для снижения поражения ткани при ишемии. 

Наиболее фармакологически ценным соединением оказался N-[2-[4-оксо-3(4Н)-хиназолинил]пропио-

нил]-гуанидина (VMA-13-15). При создании нормативной документации для нового лекарственного 

средства одним из критериев качества является показатель «Родственные примеси», которыми могут 

быть технологические примеси и продукты деструкции действующего вещества.  Целью исследования 

является изучение стабильности биологически активного соединения N-[2-[4-оксо-3(4Н)-хиназоли-

нил]пропионил]-гуанидина. Определение предполагаемых продуктов деградации проводили методом 

стрессовых испытаний, используя методы капиллярного электрофореза и масс-спектроскопии. Изуче-

ние молекулы исследуемого VMA-13-15 и использование компьютерных технологий позволили спро-

гнозировать возможные процессы деструкции, среди которых наиболее вероятной может быть реакция 

гидролиза при термостатировании раствора исследуемого соединения в щелочной среде. In silico опти-

мизация геометрии рассматриваемых структур проводилась с использованием метода молекулярной 

механики ММ+ в программе HyperChem 8.0.9. Итоговая пространственная оптимизация геометрии мо-

делируемых молекул осуществлялась методом теории функционала плотности ub3lyp с базисным набо-

ром 6-311G**. Результирующий колебательный анализ термодинамических характеристик проводился 

в программе Orca, которая позволила получить значения энтальпий и энтропий для изучаемых соеди-

нений. Методом капиллярного электрофореза проведен анализ продуктов деградации водного раствора 

исследуемого вещества посредством «стресс-тестов», которыми изучалось влияния термического воз-

действия на VMA-13-15 в присутствии 0.1М раствора кислоты хлористоводородной и 0.1М раствора 

натрия гидроксида. Установлено, что наибольшее влияние на стабильность N-[2-[4-оксо-3(4Н)-хиназо-

линил]пропионил]-гуанидина оказывает щелочная среда, что и следовало из результатов вычислитель-

ного эксперимента. Изучен масс-спектр обнаруженного при термостатировании в щелочной среде про-

дукта деградации. По совпадению молярной массы и времени выхода было подтверждено, что примесь 

на хроматограммах VMA-13-15 является незамещенным хиназолин-4(3H)-оном – исходным продуктом 

синтеза. 

Ключевые слова: N-[2-[4-оксо-3(4Н)-хиназолинил]пропионил]-гуанидин, компьютерное моделирова-

ние, термодинамические расчеты, продукты деградации, капиллярный электрофорез, стресс-испыта-

ния, масс-спектроскопия. 
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соединения N-[2-[4-оксо-3(4Н)-хиназолинил]пропионил]-гуанидина с использованием электрофореза 
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Abstract. At the Scientific Centre of Innovative Medicines of Volgograd State Medical University, a number 

of pyrimidine derivatives of guanidine were designed and synthesised to study them as promising inhibitors of 

sodium-hydrogen exchanger isoform 1 (NHE-1), which can reduce tissue damage during ischemia. N-[2-[4-

oxo-3(4H)-quinazolinyl]propionyl]-guanidine (VMA-13-15) proved to be the most pharmacologically valua-

ble compound. When preparing regulatory documentation for a new medicine, one of the quality criteria is the 

amount of related impurities. They can be technological impurities and degradation products of the active 

substance. The aim of the research was to study the stability of the biologically active compound N-[2-[4-[4-

oxo-3(4H)-quinazolinyl]propionyl]-guanidine. Anticipated degradation products were determined by stress 

testing, using capillary electrophoresis and mass spectroscopy. The study of the molecule of VMA-13-15 and 

the use of computer technologies allowed us to predict possible degradation processes. Among them, the most 

likely to occur is the hydrolysis reaction during thermostating of the solution of the studied compound in an 

alkaline medium. In silico optimisation of the geometry of the studied structures was carried out by the MM+ 

molecular mechanics method using HyperChem 8.0.9. The final spatial optimisation of the geometry of the 

modelled molecules was carried out by the density functional theory method ub3lyp with 6-311G** basis sets. 

The resulting vibrational analysis of thermodynamic characteristics was carried out in Orca, which allowed us 

to obtain enthalpy and entropy values for the studied compounds. By capillary electrophoresis, the degradation 

products of an aqueous solution of the studied substance were analysed by stress tests. They were used to study 

the effect of thermal treatment on VMA-13-15 in the presence of 0.1 M hydrochloric acid solution and 0.1 M 

sodium hydroxide solution. We found that the alkaline environment had the greatest effect on the stability of 

N-[2-[4-oxo-3(4H)-quinazolinyl]propionyl]-guanidine. It was consistent with the results of the computational 

experiment. We studied the mass spectrum of the degradation product detected during thermostatic treatment 

in alkaline medium. Based on its molar mass and release time, it was confirmed that the impurity on the chro-

matograms of VMA-13-15 is unsubstituted quinazolin-4(3H)-one, the initial product of the synthesis. 

Keywords: N-[2-[4-oxo-3(4H)-quinazolinyl]propionyl]-guanidine, computer modelling, thermodynamic cal-

culations, degradation products, capillary electrophoresis, stress testing, mass spectroscopy. 
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Введение 

Актуальной медицинской проблемой 

является терапия сердечно-сосудистых 

заболеваний, решение которой, в частно-

сти, связано с разработкой новых совре-

менных кардиопротекторов. В настоящее 

время перспектающей группой биологи-

чески активных соединений (БАС) с по-

тенциальными кардиопротекторными 

свойствами могут быть пиримидиновые 

производные гуанидина. В связи с этим 

на кафедре фармацевтической и токсико-

логической химии и в лаборатории син-
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теза научного центра инновационных ле-

карственных средств ВолгГМУ сконстру-

ирован и целенаправленно синтезирован 

ряд пиримидиновых производных гуани-

дина для исследования их в качестве воз-

можных ингибиторов натрий-водород-

ного обмена 1-го типа (NHE-1) [1-4]. По 

данным фармакологического скрининга 

среди синтезированных пиримидиновых 

производных гуанидина перспективным 

соединением может быть N-[2-[4-оксо-

3(4Н)-хиназолинил]пропионил]-гуани-

дин (VMA-13-15) [5]. При создании нор-

мативной документации для нового ле-

карственного средства одним из крите-

риев качества является показатель «Род-

ственные примеси», которыми могут 

быть технологические реагенты и про-

дукты деструкции действующего веще-

ства [6]. В связи с этим, необходимо по-

лучение данных об изменении качества 

будущего лекарственного средства при 

его хранении под влиянием различных 

факторов окружающей среды, которые 

могут оказать воздействие на его каче-

ство, безопасность и/или эффективность 

[7]. Таким образом, анализ продуктов де-

градации и технологических примесей 

представляет собой актуальную задачу в 

фармацевтическом анализе. Целью ис-

следования является изучение стабильно-

сти перспективного биологически актив-

ного соединения – N-[2-[4-оксо-3(4Н)-хи-

назолинил]пропионил]-гуанидина.  

Экспериментальная часть 

In silico исследования. Оптимизация 

геометрии рассматриваемых виртуаль-

ных структур проводилась с использова-

нием метода молекулярной механики 

ММ+ в программе HyperChem 8.0.9 [8]. 

Далее расчеты осуществлялись неограни-

ченным методом Хартри-Фокса в базисе 

3-21G*, а для завершающей простран-

ственной оптимизации геометрии моле-

кул был использован метод теории функ-

ционала плотности ub3lyp [9] с базисным 

набором 6-311G** [10]. Результирующий 

колебательный анализ термодинамиче-

ских характеристик проводился в про-

грамме Orca [11]. 

Моделирование термодинамических 

характеристик позволило получить зна-

чения энтальпий (H) и энтропий (S) для 

изучаемых соединений. Далее по этим 

данным для каждой рассматриваемой ре-

акции согласно следствию закона Гесса 

был произведен расчет значения энталь-

пии реакции (ΔH) по формуле ΔH = 

∑ΔH(продуктов реакции) – ∑ΔH(исходных веществ). 

Также было рассчитано значение энтро-

пии реакции (ΔS) по формуле ΔS = 

∑ΔS(продуктов реакции) – ∑ΔS(исходных веществ). 

Вычисления энергии Гиббса реакции 

(ΔG) производилось по формуле ΔG = ΔH 

– ΔS·T, где значение температуры (T) 

принимали за 273 градуса Келвина [9]. 

Константу равновесия реакции (К) рас-

считывали по формуле 𝐾 = 𝑒x𝑝
−∆G

RT
 , где 

ΔG – энергия Гиббса реакции; T – темпе-

ратура при 273 градусах Кельвина; R–

универсальная газовая постоянная, рав-

ная 8.31·10-3 кДж/(моль×К) [12, 13]. 

Фармацевтические исследования. По-

лучение предполагаемых продуктов де-

градации проводили методом стрессовых 

испытаний [7]. Для этого готовили рас-

творы по методике: 0.01 г (точная 

навеска) образца N-[2-[4-оксо-3(4Н)-хи-

назолинил]пропионил]-гуанидина поме-

щали в мерную колбу на 100 см3, добав-

ляли 30 см3 воды очищенной, взбалты-

вали до полного растворения и доводили 

этим же растворителем до метки (раствор 

А). К 2.5 см3 раствора А прибавляли рав-

ные объемы воды или 0.1 М раствора кис-

лоты хлористоводородной или 0.1 М 

натрия гидроксида, перемешивали и по-

мещали в термостат при температуре 

60°С. По окончанию процесса термоста-

тирования (через 5, 10 и 15 часов соответ-

ственно) растворы охлаждали, далее при 

помощи микропипетки отбирали 1000 

мкл, переносили в пробирки типа Эппен-

дорф и центрифугировали при 12000 мин-1 

в течение 5 мин. Полученные растворы 
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декантировали и подвергали анализу с 

использованием капиллярного электро-

фореза, методика которого описана в ра-

нее опубликованной нами работе [14]. 

ВЭЖХ-МС анализ проводили при по-

мощи хроматографа Dionex Ultimate 3000 

(Thermo Scientific, США). Использовали 

колонку Phenomenex Luna C18/2 (5 мкм, 

150х4.6 мм, Phenomenex, США). Подвиж-

ная фаза представляла собой смесь ацето-

нитрила и 0.5% муравьиной кислоты в со-

отношениях 20:80. Скорость потока со-

ставила 0.5 см3/мин, объем пробы 20 мкл. 

МС-детектирование осуществляли мето-

дом ионизации электрораспылением 

(ESI) c использованием спектрометра 

Bruker Amazon SL (Bruker, США). Масс-

спектр регистрировали в режиме положи-

тельной ионизации в диапазоне 50-300 

m/z. Напряжение на капилляре 4.5 кВ, 

температура интерфейса 250°С, скорость 

газа-осушителя 10 дм3/мин, газ ионной 

ловушки – гелий (давление 30 psi). Для 

анализа использовался раствор БАС (рас-

твор А), смешанный с 0.1 М раствором 

натрия гидроксида после термостатиро-

вания в течении 10 часов. 

Обсуждение результатов 

Изучение молекулы исследуемого 

БАС с использованием компьютерных 

технологий позволило предположить воз-

можные процессы деструкции (рис.1-4). 

Очевидно, что соединение VMA-13-15 

устойчиво в кислой среде. При невысо-

ких значениях температур оно образует 

дизамещенную соль. На рис.1 приведена 

реакция образования соли дигидрохло-

рида на примере взаимодействия VMA-

13-15 с хлористоводородной кислотой. 

Так как хлористоводородная кислота яв-

ляется сильной, то согласно протеолити-

ческой теории Бренстеда, она существует 

в водной среде в виде аниона хлора и гид-

роксония [12], который и участвует в про-

тонировании соединения VMA-13-15.  

При длительном воздействии кислой 

среды и повышении температуры проис-

ходит реакция гидролиза с участием хло-

ристоводородной кислоты в протониро-

вании продуктов гидролиза с образова-

нием солей (рис. 2). 

В слабо щелочной среде (реакция III) 

прогнозируется, что соединение также 

подвергается гидролизу с образованием 

соли (рис. 3). Кроме того, известно, что 

производные гуанидина могут в щелоч-

ной среде конденсироваться до производ-

ного бигуанида (реакция VI). Примеры 

предполагаемого радикального окисле-

ния VMA-13-15 приведены на рис. 4. 

Для расчета значения энтальпии и эн-

тропии для рассматриваемых вариантов 

деструкции соединения VMA-13-15 (ре-

акции I-VI, рис.1-4), использовали дан-

ные in silico моделирования. Результаты, 

приведенные в табл. 1, свидетельствуют, 

что все реакции, кроме IV, являются эк-

зотермическими. 

С целью выяснения возможности про-

текания изучаемых реакций была рассчи-

тана энергия Гиббса (ΔG) с использова-

нием приведенных значений энтальпии и 

энтропии для реакций при нормальных 

условиях (табл. 1). В случае, если энергия 

Гиббса реакции меньше нуля, то можно 

говорить о возможности протекания хи-

мического взаимодействия между участ-

никами химического процесса. Из дан-

ных, приведенных в табл. 1, следует, что 

экспериментально осуществима деструк-

ция соединения VMA-13-15 по всем 

предполагаемым реакциям кроме IV. Ре-

акция разложения VMA-13-15 в щелоч-

ной среде с конденсацией двух молекул 

VMA-13-15 до производного бигуанида в 

предложенном стехиометрическом виде 

невозможна. Наиболее легко протекае-

мой является реакция III – ΔG = -354.967 

кДж/моль. В результате квантово-хими-

ческих расчетов подтверждается предпо-

ложение о наличие у соединения VMA-

13-15 антирадикальной активности за 

счет наличия в α-положении пропионо-
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вого фрагмента. Для сопоставления пред-

полагаемой выраженности антирадикаль  

ных свойств соединения VMA-13-15 рас-

смотрена реакция антирадикальной ак-

тивности на примере фенола (реакция 

VI). Очевидно, что соединения без гид-

роксильного заместителя уступает фе-

нолу почти в два раза по возможной ан-

тирадикальной активности. 

Полноту протекания предложенных 

реакций деструкции соединения VMA-

 

 
Рис. 1. Схема образования дизаминозамещенной соли соединения VMA-13-15 в слабо-

кислой среде (I) 

Fig. 1. Scheme of the formation of the dizamino-substituted salt of VMA-13-15 in weakly 

acidic medium (I) 

 
Рис. 2. Схема гидролиза соединения VMA-13-15 в сильнокислой среде (II) 

Fig. 2. Scheme of hydrolysis of the compound VMA-13-15 in a strongly acidic medium (II) 

 
Рис.3. Схема гидролиза (III) и конденсации (IV) соединения VMA-13-15 в слабо и силь-

нощелочной среде 

Fig. 3. Scheme of hydrolysis (III) and condensation (IV) of the VMA-13-15 compound in a 

weakly and strongly alkaline medium 

      

+ OH 

- H
2
O 

.

 
Рис. 4. Схемы радикального окисления соединения VMA-13-15 (V) и фенола (VI) 

Fig. 4. Schemes of radical oxidation of the compound VMA-13-15 (V) and phenol (VI) 
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13-15 определяют также по значению 

константы равновесия (К) при нормаль-

ных условиях (табл. 1). При высоких зна-

чениях константы равновесия химиче-

ское равновесие сдвинуто в сторону про-

дуктов реакции, а при малых - в обратную 

сторону. Таким образом, наиболее полно 

протекает реакция образования кислоты 

соединения VMA-13-15 в щелочной 

среде – реакция III. Химическое равнове-

сия реакции IV смещено в сторону исход-

ных соединений реакции, что согласуется 

с полученным значением энергии Гиббса. 

Для оценки химической стабильности 

соединения VMA-13-15 были проведены 

стрессовые испытания с целью выявле-

ния процесса деградации и установления 

продуктов разложения потенциального 

лекарственного средства [11]. В связи с 

тем, что соединения VMA-13 можно от-

нести к классу амидов, оно, как показали 

результаты компьютерного прогноза, 

подвергается гидролитическому расщеп-

лению. Чаще всего этот процесс катали-

зируют ионы гидроксония и гидроксид-

ионы [15]. 

Возможные продукты деструкции из 

предложенных нами реакций изучались 

методом капиллярного электрофореза. 

Для проведения анализа использовали 

водный раствор БАС. Первым на процесс 

деградации было исследовано влияние 

температуры. Водный раствор VMA-13-

15 выдерживали в термостате при темпе-

ратуре 60°С. Анализ раствора проводили 

через 5, 10 и 15 часов термического воз-

действия (рис.5), по раннее описанной 

методике [14, 16]. Из представленной 

электрофореграммы (рис. 5) следует, что 

при термическом воздействие на водный 

раствор БАС в течение 15 часов не 

наблюдается появление дополнительных 

Таблица 1. Значения энтальпии, энтропии, энергии Гиббса и константы равновесия моде-

лируемых реакций при нормальных условиях для предложенных реакций деструкции 

(рис. 1-4)  

Table 1. Enthalpy, entropy, Gibbs energy, and equilibrium constants of modelled reactions under 

normal conditions for the proposed degradation reactions (Fig. 1-4) 

Номер ре-

акции 

Энтальпия ΔH, 

кДж/моль 

Энтропия ΔS, 

кДж/моль·К 

Энергия Гиббса 

(ΔG), кДж/моль 

Константа рав-

новесия (К) 

I -148.078 -0.05 -146.74 1.23·1028 

II -201.639 0.041 -212.941 5.81·1040 

III -354.967 -0.269 -281.503 7.75·1053 

IV 24.417 -0.013 27.966 4.43·10-6 

V -69.839 -0.012 -66.7 5.87·1012 

VI -120.51 0.017 -125.233 9.41·1023 
 

 
Рис. 5. Электрофореграмма водного раствора N-[2-[4-оксо-3(4Н)-хиназолинил]пропи-

онил]-гуанидина после термостатирования в течении 15 часов 

Fig. 5. Electropherogram of aqueous solution of N-[2-[4-oxo-3(4H)-quinazolinyl]propio-

nyl]-guanidine after thermostating for 15 hours 
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пиков, относящихся к продуктам де-

струкции VMA-13-15. 

При воздействии на БАС кислоты хло-

ристоводородной 0.1 М раствора через 10 

часов термостатирования на электрофо-

реграмме при времени миграции в интер-

вале от 6.58 до 6.62 мин наблюдается по-

явление неразделенного пика VMA-13-15 

(рис. 6). 

При изучении электрофореграмм вод-

ного раствора БАС с раствором натрия 

гидроксида при термическом воздей-

ствии следует, что через 5 часов появился 

пик со временем удерживания 4.46. Через 

10 часов, кроме основного пика со време-

нем миграции 6.72 и пика со временем 

миграции 4.44, появились дополнитель-

ные пики со временем миграции 8.1 и 9.6 

мин. (рис.7). Через 15 часов термостати-

рования наблюдали появление четырех 

не идентифицированных пиков со време-

нем миграции 4.49, 8.23, 8.40 и 9.94 мин.  

Таким образом, при использовании 

стресс тестов наибольшее влияние на 

процесс деструкции БАС в водном рас-

творе оказывает щелочная реакция 

среды. Эти данные подтверждают резуль-

таты прогнозирования возможных путей 

разложения исследуемого соединения с 

помощью компьютерных технологий, в 

которых отмечено, что наиболее легко и 

полно может протекать реакция в щелоч-

ной среде – реакция III (наибольшее зна-

чение энергии Гиббса). 

При изучении возможных родствен-

ных примесей исследуемого БАС мето-

дом капиллярного электрофореза в одном 

из лабораторных образцов были обнару-

жены следовые количества соединения 

со временем миграции пика 4.52 мин, ко-

торый оказался идентичным по времени 

миграции исходному веществу синтеза 

VMA-13-15 – незамещенного хиназолин-

4(3H)-она (рис. 8, VMA-10-18) [16]. 

Аналогичный пик был обнаружен 

нами уже после 5 часов термостатирова-

ния при использовании щелочной среды 

в стрессовых испытаниях. Как следует из 

представленной схемы деструкции VMA-

13-15 (рис. 3), данный пик можно отнести 

к 2-[хиназолин-3(4Н)-ил]пропионовой 

кислоте или дальнейшему предполагае-

мому продукту деградации – незамещен-

ного хиназолин-4(3H)-она. Его присут-

ствие можно отнести как продукту дегра-

дации, так и к технологической примеси 

(исходное вещество, используемое для 

синтеза БАС) [6]. В связи с этим пред-

ставляет интерес проведение идентифи-

кации возможного продукта деградации, 

который может появляться в БАС в 

первую очередь. 

  
Рис. 6. Электрофореграмма водного 

раствора N-[2-[4-оксо-3(4Н)-хиназоли-

нил]пропионил]-гуанидина с 0,1 М рас-

твором кислоты хлористоводородной че-

рез 10 часов термического воздействия 

Fig. 6. Electropherogram of aqueous solu-

tion of N-[2-[4-oxo-3(4H)-quinazolinyl]pro-

pionyl]-guanidine with 0.1 M hydrochloric 

acid solution after 10 hours of thermal treat-

ment 

Рис. 7.  Электрофореграмма водного рас-

твора N-[2-[4-оксо-3(4Н)-хиназолинил]про-

пионил]-гуанидина с натрия гидроксида 0,1 

М раствором через 10 часов термического 

воздействия 

Fig. 7. Electropherogram of aqueous solution 

of N-[2-[4-oxo-3(4H)-quinazolinyl]propionyl]-

guanidine with 0.1 M sodium hydroxide solution 

after 10 hours of thermal treatment 
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Для подтверждения структуры при-

меси проводили анализ с помощью ме-

тода ВЭЖХ-МС. Идентификацию неза-

мещенного хиназолин-4(3H)-она под-

тверждали по значениям времени удер-

живания и данным pub-

chem.ncbi.nlm.nih.gov [17, 18] Обработку 

первичных данных проводили в про-

грамме CompassDataAnalysis. 

В результате совпадения времени 

удерживания (4.46 мин) и характеристи-

кам масс-спектра (М.м 147) (рис. 9) про-

дукт деградации, образующийся при тер-

мостатировании в щелочной среде, был 

идентифицирован как незамещенный хи-

назолин-4(3H)-он (М.м 146.146). 

Параллельно были проверены лабора-

торные образцы N-[2-[4-оксо-3(4Н)-хи-

назолинил]пропионил]-гуанидина, полу-

ченные в 2017, 2019, 2021, 2022 годах на 

возможность появления примесей при их 

хранении в хорошо укупоренных склян-

ках темного стекла при комнатной темпе-

ратуре [16]. Как указывалось выше, 

только в одном образце 2017 года нами 

был обнаружен дополнительный пик со 

временем миграции 4.5 мин. Таким обра-

зом, можно предположить, что при хра-

нении исследуемого БАС в твердом со-

стоянии он может быть стабилен в тече-

нии 3-5 лет. А особое внимание к его ста-

бильности следует обращать при созда-

нии лекарственных препаратов в виде 

растворов с целью обоснования и выбора 

соответствующего стабилизатора и усло-

вий хранения. 

Заключение 

С помощью компьютерных техноло-

гий спрогнозированы возможные про-

цессы деградации N-[2-[4-оксо-3(4Н)-хи-

назолинил]пропионил]-гуанидина и рас-

считаны термодинамические характери-

стики химических реакций. Показано, 

 
Рис. 8. Электрофореграмма раствора незамещенного хиназолин-4(3H)-она 

Fig. 8. Electrophoregram of a solution of unsubstituted quinazoline-4(3H)-one 

 
Рис. 9. Масс-спектр предполагаемой примеси незамещенного хиназолин-4(3H)-она 

(Характеристичные m/z (интенсивность): 147(100),130(25),102(18),79(8)) 

Fig. 9. Mass spectrum of the anticipated impurity of unsubstituted quinazolin-4(3H)-one 

(characteristic m/z (intensity): 147(100),130(25),102(18),79(8)) 
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что наиболее легко и полно может проте-

кать реакция гидролиза при термостати-

ровании раствора исследуемого соедине-

ния в щелочной среде. 

Методом капиллярного электрофореза 

и хромато-масс-спектрометрии проведен 

анализ деградации водного раствора БАС 

с помощью «стресс-тестов» путем изуче-

ния влияния термического воздействия в 

присутствии 0.1М растворов кислоты 

хлористоводородной и натрия гидрок-

сида. Установлено, что наибольшее влия-

ние на стабильность N-[2-[4-оксо-3(4Н)-

хиназолинил]пропионил]-гуанидина ока-

зывает щелочная среда. 

С использованием масс-спектромет-

рии установлено, что при термостатиро-

вании в щелочной среде образуются про-

дукт деградации (время миграции 4.5 

мин). По совпадению молярной массы и 

времени выхода было подтверждено, что 

эта примесь на хроматограммах N-[2-[4-

оксо-3(4Н)-хиназолинил]пропионил]-гу-

анидина является незамещенным хиназо-

лин-4(3H)-оном – исходным продуктом 

синтеза БАС.   

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. Алкилбензолсульфонаты натрия (АБС) являются наиболее распространенными анион-

ными синтетическими поверхностно-активными веществами (АСПАВ) и загрязнителями вод, способ-

ными вызывать как острое так и хроническое токсическое воздействие на гидробионты. Cелективное 

определение алкилбензолсульфонатов натрия как отдельного класса АСПАВ в сложных природных 

матрицах возможно методом газовой хроматографии с масс-спектрометрическим детектированием 

(ГХ-МС) в форме метиловых эфиров алкилбензолсульфокислот (МЭ АБСК). С целью очистки экстрак-

тов и концентрирования аналитов изучено поведение АБС и МЭ АБСК в условиях восходящей высо-

коэффективной тонкослойной хроматографии (ТСХ) с использованием пластин «Kieselgel 60 F254» и 

«Sorbfil». В качестве подвижной фазы предложено использование смеси растворителей н-гексан : ме-

танол в соотношении 23 : 1 (по объему). В указанных условиях алкилбензолсульфонаты натрия оста-

ются на линии старта, в то время как их производные (МЭ АБСК), полученные метилированием три-

метилортоформиатом в присутствии трифторуксусной кислоты (выход η=98%), образуют зоны, харак-

теризующиеся значениями коэффициентов удерживания Rf = 0.62 и Rf = 0.71 на пластинах «Kieselgel 

60 F254» и «Sorbfil» соответственно. Повторяемость оценки значений Rf охарактеризована среднеквад-

ратичным отклонением 6.1 и 5.9% соответственно (n=16). Отмечена полнота экстракции (95.0-100.0%) 

аналитов с пластин методом нисходящей ТСХ ацетонитрилом. Показана применимость метода ТСХ 

для концентрирования аналитов и доочистки экстрактов на примере реальных проб воды. С помощью 

метода ГХ-МС с ионизацией электронным ударом найдены концентрации алкилбензолсульфонатов 

натрия в воде, отобранной в южной котловине озера Байкал с глубины 400 м (0.24±0.02 мкг/дм3) и в воде, 

полученной при таянии снега, отобранного со льда р. Крестовка в месте впадении ее в оз. Байкал в районе пос. 

Листвянка (31.1±1.0 мкг/дм3). 

Ключевые слова: тонкослойная хроматография, ТСХ, силикагель, АСПАВ, алкилбензолсульфонаты 

натрия, метиловые эфиры сульфокислот, ГХ-МС, АСПАВ в воде, оз. Байкал. 
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Abstract. Sodium alkylbenzenesulphonates (SABS) are the most common anionic synthetic surfactants (ASS). 

They can cause both acute and chronic toxic effects on hydrobionts. Selective determination of sodium al-

kylbenzenesulphonates as a separate class of ASS is possible using gas chromatography with mass spectromet-

ric detection (GC-MS) in the form of methyl esters of alkylbenzenesulphonic acids (ME ABSA). In order to 

purify the extracts and concentrate the analytes, we studied the behaviour of these compounds by ascending 

high-performance thin-layer chromatography using Kieselgel 60 F254 and Sorbfil plates. A mixture of n-hexane 

and methanol solvents in a ratio of 23:1 (by volume) was used as the mobile phase. Under these conditions, 

sodium alkylbenzenesulphonates remain on the start line, while their derivatives (ME ABSC), obtained by 

methylation with trimethyl orthoformate in the presence of trifluoroacetic acid (with a yield of η=98%), form 

zones characterised by retention coefficient values of Rf = 0.62 and Rf = 0.71 on Kieselgel 60 F254 and Sorbfil 

plates, respectively. The repeatability of the Rf values was characterised by a standard deviation of 6.1 and 5.9 

%, respectively (n=16). The completeness of extraction (95.0–100.0 %) of analytes from the plates by descend-

ing TLC with acetonitrile was noted. The applicability of the TLC method for the concentration of analytes 

and pretreatment of extracts on the example of real water samples was shown. Using GC-MS with electron 

impact ionisation, we determined the concentrations of sodium alkylbenzenesulphonates in water sampled in 

the southern basin of Lake Baikal from a depth of 400 m (0.24±0.02 µg/dm3) and in snowmelt water from the 

ice of the Krestovka River where it flows into Lake Baikal near the village of Listvyanka (31.1 ± 1.0 µg/dm3). 

Keywords: thin layer chromatography, TLC, silica gel, ASS, sodium alkylbenzenesulphonates, methyl esters 

of alkylbenzenesulphonic acids, GC-MS, ASS in water, Lake Baikal. 
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Введение 

На долю алкилбензолсульфонатов 

натрия (АБС), широко известных в миро-

вой литературе под названием Linear Al-

kylbenzene Sulfonates (LAS), приходится 

порядка 80% производства всех анион-

ных поверхностно-активных веществ [1-

3]. Использование АБС в быту в качестве 

основы моющих средств и стиральных 

порошков, в сельском хозяйстве в каче-

стве эмульгаторов для инсектицидов и 

гербицидов, в текстильной промышлен-

ности, в сфере рекреации, в частности 

при производстве искусственного снега 

на горнолыжных курортах, в нефтяной и 
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металлургической промышленности при 

извлечении остаточной нефти и обогаще-

нии пород приводит к загрязнению вод 

данными веществами [1-4]. 

Согласно Программе ООН по окружа-

ющей среде алкилбензолсульфонаты 

натрия отнесены к веществам, «опас-

ным» для водных экосистем [4] и к веще-

ствам, «особо опасным» для озера Байкал 

согласно приказу № 83 Минприроды Рос-

сии [5]. В РФ ПДК алкилбензолсульфона-

тов в воде водоемов рыбохозяйственного 

значения составляет 30 мкг/дм3 [6]. Их 

острое и хроническое токсическое дей-

ствие на рыб и водных животных [7-10], 

растения и фитопланктон [7, 11-13] про-

является уже при концентрациях 5- 

20 мкг/дм3. Кроме того, АБС токсичны 

для человека, являются аллергенами, ин-

дуцируют развитие респираторных забо-

леваний [14], экспрессию белков и проли-

ферацию раковых клеток [15]. Поэтому 

контроль алкилбензолсульфонатов в воде 

является важной задачей. 

В отличие от методов спектрофото-

метрии и флуориметрии, которые позво-

ляют определять суммарное содержание 

анионных синтетических поверхностно-

активных веществ (АСПАВ) разных 

классов, селективное определение ал-

килбензолсульфонатов натрия как от-

дельного класса анионных сурфактантов 

в воде возможно методом газовой хрома-

тографии с масс-спектрометрическим де-

тектированием (ГХ-МС) [2, 16-20]. Этот 

метод обладает максимальной чувстви-

тельностью, позволяя разделять отдель-

ные изомеры в отличие от метода высо-

коэффективной жидкостной хроматогра-

фии (ВЭЖХ). Тем не менее метод ГХ не 

нашел широкого развития в связи с рядом 

трудностей при дериватизации алкилбен-

золсульфонатов натрия. Так основным 

недостатком десульфирования данных 

соединений являются жесткие условия 

реакции и образование побочных продук-

тов, искажающих результаты анализа. 

Алкилирование или хлорирование зача-

стую дает недостаточный выход продук-

тов реакции либо требует использования 

высокотоксичных реагентов, таких как 

диазометан, трифторэтанол, метилфтор-

сульфонат, четвертичные соединения ам-

мония, тионил хлорид, пентахлористый 

фосфор [21]. В 2023 г. предложен новый 

способ дериватизации АБС малотоксич-

ным триметилортоформиатом, обеспечи-

вающий хороший выход (η=98%) метило-

вых эфиров алкилбензолсульфокислот и 

возможность их определения методом 

ГХ-МС [16]. Развитие метода ГХ-МС 

требует развития способов подготовки 

проб. Как показывает практика, степень 

очистки экстрактов АБС методом ТФЭ на 

патронах с полимерными сорбентами [2], 

графитизированным углеродом [18, 19], 

обращенно-фазными сорбентами с при-

витыми группами С8 и С18 [20, 22], а 

также с нанопористым углеродистым 

сорбентом с кристаллической структу-

рой, недостаточна для ГХ-МС анализа 

[22]. 

Тонкослойная хроматография (ТСХ) 

может быть одним из потенциально-воз-

можных методов очистки экстрактов 

природных проб от компонентов мат-

рицы. В литературе говорится о возмож-

ности разделения стандартных растворов 

алкилбензолсульфонатов натрия и сур-

фактантов других классов в тонких слоях 

оксида алюминия при элюировании изо-

пропанолом, и в тонких слоях  закреплен-

ного целлюлозой полиамида при элюиро-

вании сложным элюентом, включающим 

смесь 0.1 М раствора аммиака и пиридина  

в соотношении 15 : 1, а также смесь 0.1 М 

раствора аммиака, пиридина и метанола 

при соотношении растворителей от 15 : 1: 

0 до 15 : 1 : 15 [23]. Показана возможность 

разделения стандартных растворов ал-

килбензолсульфонатов, алкилсульфатов, 

сульфатов и сульфоэтоксилатов жирных 

спиртов на пластинах «Силикагель 60» с 

использованием подвижных фаз слож-

ного состава [24]. 

Работ, касающихся применения ТСХ 

при анализе анионных ПАВ в природных 
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объектах практически не найдено в миро-

вых базах данных, включая Scopus и Sci-

ence Direct. В обзоре Римцма [21] упоми-

нается использование ТСХ при анализе 

алкилбензолсульфонатов в форме их вто-

ричных дериватов в поверхностных во-

дах методом инфракрасной (ИК) спектро-

скопии. В другом обзоре говорится о при-

менении ТСХ для анализа катионных по-

верхностно-активных веществ методом 

ИК-спектроскопии [25]. Известно приме-

нение ТСХ на пластинах с обращенной 

фазой «Whatman KC-18» для оценки чи-

стоты синтезированных додецилбензол-

сульфоната и его изотопномеченного 

аналога, а также для разделения этих со-

единений и их метаболитов в экстрактах 

клеток печени рыб (гепатоцитов) при 

изучении биотрансформации данных 

токсикантов. Детектирование проведено 

с использованием сканера радиоактив-

ного излучения (радио-ТСХ) [26]. Подоб-

ные исследования проведены для оценки 

биодеградации додецилбензолсульфо-

ната в почвах методом радио-ТСХ на пла-

стинах с силикагелем (0.25 мкм, 

Macherey-Nagel, Германия) с оценкой 

остаточной радиации посредством жид-

костного сцинтилляционного счетчика 

[27]. Также для анализа алкилбензолсуль-

фонатов могут быть использованы пла-

стины с силикагелем, импрегнированным 

раствором сульфата аммония с добав-

ками метилизобутилкетона, уксусной 

кислоты и ацетонитрила [28]. 

Тонкослойная хроматография продук-

тов дериватизации алкилбензолсульфо-

натов натрия практически не изучена. От-

мечено, что продукты десульфирования 

алкилбензолсульфонатов могут быть 

хроматографированы на пластинах, мо-

дифицированных нитратом серебра с по-

следующей экстракцией и анализом ме-

тодом ГХ-МС с ионизацией электронным 

ударом [28]. 

Целью данной работы является подбор 

условий хроматографирования метило-

вых эфиров алкилбензолсульфокислот с 

длиной алкильной цепи С10-С13 мето-

дами восходящей и нисходящей ТСХ на 

пластинах с силикагелем для доочистки 

экстрактов проб воды (природной, снего-

вой, сточной) и концентрирования фрак-

ции аналитов с их последующим анали-

зом методом ГХ-МС. 

Экспериментальная часть 

Стандартные образцы, реагенты, раство-

рители. В работе использован государ-

ственный стандартный образец ГСО 8578-

2004 состава алкилбензолсульфонат (ООО 

«АНАЛИТИК-ХИМ», Россия), представля-

ющий собой водный раствор натриевых со-

лей 20-ти изомеров алкилбензолсульфоната 

натрия, входящих в состав 4-х гомологиче-

ских групп, с общей концентрацией 

С=100.2±0.1 мг/см3 и долей гомологов С10-

С13 13.8±0.9%, 31.9±0.7%, 30.4±0.9% и 

23.9±1.2% соответственно. Метилирующий 

реагент – триметилортоформиат (ТМОФ) 

(≥99.0% «КЕМСТОР», Россия). Катализа-

тор – трифторуксусная кислота (ТФУ) без-

водная с содержанием воды ≤0.05% и чи-

стотой ≥99.5% (Fluka BioChemika, США). В 

качестве растворителей использованы вода 

дистиллированная; ацетонитрил ХЧ (ООО 

«Криохром», Россия), метанол СТХ (ООО 

«Экросхим», Россия), этанол ЧДА (АО 

«ВЕКТОН», Россия), н-гексан ОСЧ (ООО 

«Криохром», Россия). Все растворители 

подвергались перегонке перед примене-

нием. Для проведения ТСХ использованы 

пластины с силикагелем, закрепленным на 

алюминиевой подложке, двух типов: 

1) «Kieselgel 60 F254» (Merck, Германия) с 

толщиной слоя сорбента 210-270 мкм, с раз-

мером частиц 9.5-11.5 мкм, размером пор 

60Å, с добавлением флуоресцентного инди-

катора, возбуждаемого при λ=254 нм; 

2) «Sorbfil» ПТСХ-АФ-В высокоэффек-

тивные (ООО «ИМИД», Россия) с толщи-

ной слоя 90-120 мкм и размером частиц 5.0-

17.0 мкм. 

Синтез летучих производных алкилбен-

золсульфонатов натрия. Рабочий раствор 

алкилбензолсульфоната натрия в метаноле 
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с концентрацией С=10.0±0.1 мг/см3 гото-

вили разбавлением стандартного раствора 

ГСО 8578-2004. Все растворы хранили без 

доступа света при +4°С. Метилирование ал-

килбензолсульфонатов натрия проводили с 

использованием триметилортоформиата 

(ТМОФ) в присутствии ТФУ (схема 1) как 

описано нами ранее [16]. Избыток реаген-

тов удаляли в токе аргона при температуре 

термостата 90°С. Сухой остаток перерас-

творяли в н-гексане в случае анализа мето-

дом ГХ-МС или в метаноле в случае ана-

лиза методом высокоэффективной жид-

костной хроматографии (ВЭЖХ-УФ). Вы-

ход продуктов реакции, а именно, метило-

вых эфиров алкилбензолсульфокислот (МЭ 

АБСК) 98% оценен методом ВЭЖХ-УФ на 

хроматографе Милихром™ А-02 (ООО 

«Эконова», Россия) с микроколонкой 2×75 

мм, заполненной сорбентом Nucleosil 

100-5 С18. Условия хроматографирования 

описаны ранее [16]. 

Оценка количественных характеристик 

при восходящей ТСХ. Хроматографирова-

ние алкилбензолсульфонатов натрия и их 

метилированных производных проводили 

методом восходящей ТСХ. Раствор АБС в 

метаноле или раствор МЭ АБСК в н-гек-

сане, либо смеси АБС и МЭ АБСК в мета-

ноле (10-100 мкл) наносили на стартовую 

линию хроматографической пластины при 

комнатной температуре в токе воздуха. 

Пластины высушивали при 40°С в течение 

10 мин, охлаждали до комнатной темпера-

туры, помещали в герметичную камеру, 

насыщенную парами подвижной фазы в те-

чение 20 мин в случае пластин «Sorbfil» или 

без насыщения в случае пластин «Kieselgel 

60 F254». Пятна на пластинах «Kieselgel 60 

F254» визуализировали при длине волны 254 

нм с использованием УФ-облучателя VIL-

BER LOURMAT (Vilber, Франция). Визуа-

лизацию пятен на пластинах «Sorbfil» про-

водили с использованием йодной камеры. 

Измеряли и рассчитывали следующие хро-

матографические параметры: l (мм) – рас-

стояние, пройденное аналитами от точки 

нанесения пробы до центра зоны; lmin и lmax 

(мм) – нижнюю и верхнюю границы зоны 

МЭ АБСК; L (мм) – расстояние, пройденное 

элюентом от линии старта до линии фронта; 

коэффициенты удерживания 𝑅𝑓 =
𝑙

𝐿
; раз-

мывание зоны w (мм) в направлении движе-

ния элюента; эффективность, определяе-

мую числом теоретических тарелок  (т.т.) 

𝑁 = 16 (
𝑙

𝑤
)
2

= 16 (
𝐿⋅𝑅𝑓

𝑤
)
2

 и высоту экви-

валентную т.т. 𝐻 =
𝐿

𝑁
=

𝑤2

16⋅𝑅𝑓⋅𝐿
 [29]. 

Нисходящая ТСХ метиловых эфиров ал-

килбензолсульфокислот. После проведения 

восходящей ТСХ метиловые эфиры ал-

килбензолсульфокислот элюировали с пла-

стин методом нисходящей ТСХ. Для этого 

из пластины вырезали фрагмент, соответ-

ствующий зоне МЭ АБСК, пластину разво-

рачивали на 90°, к верхнему краю пластины 

на сорбент подводили мостик из фильтро-

вальной бумаги ~ 3×7 см («белая лента», 

ООО «Экросхим»). Нижний край пластины 

срезали под углом в 15°. Мостик помещали 

в чашку с элюентом. Элюирование прово-

дили 20 см3 ацетонитрила. Элюат собирали 

 

Схема 1. Схема получения метиловых эфиров алкилбензолсульфокислот при обработке ал-

килбензолсульфонатов натрия триметилортоформиатом в присутствии безводной трифторук-

сусной кислоты. 

Scheme 1. Scheme for the preparation of methyl esters of alkylbenzenesulphonic acids by 

treating sodium alkylbenzenesulphonates with trimethyl orthoformate in the presence of anhy-

drous trifluoroacetic acid 
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в сердцевидную колбу, растворитель отго-

няли на роторном испарителе. Сухой оста-

ток перерастворяли в ~1 см3 метанола и ко-

личественно переносили в стеклянный фла-

кон вместимостью 1.5 см3. Растворитель от-

гоняли в токе аргона. Сухой остаток пере-

растворяли в 190 мкл н-гексана, добавляли 

10 мкл раствора внутреннего стандарта 

(раствор в н-гексане эйкозановой, генэйко-

зановой и докозановой кислот с концентра-

циями 3.43, 1.72 и 3.47 нг/мкл соответ-

ственно при условии отсутствия данных ве-

ществ в анализируемых экстрактах) и пере-

носили в микропробирку вместимостью 

200 мкл. Анализ проводили методом ГХ-

МС с ионизацией электронным ударом (ЭИ 

70 эВ) с использованием хромато-масс-

спектрометра «7890В GC System, 7000С 

GC/MS Triple Quad» (Agilent, США) с ка-

пиллярной колонкой HT8 30 м, 0.25 мм 

(SGE Analytical Science, Австралия). 

Условия анализа описаны [16]. 

Подготовка проб воды. Пробы природ-

ной и снеговой воды объемом ~1.0 дм3 и 

сточную воду объемом ~0.05 дм3 пропус-

кали через фильтр из ацетата целлюлозы 

с диаметром пор 0.45 мкм («Владисарт», 

Россия) с использованием фильтр-аппа-

рата (Duran Group, Германия). Экстрак-

цию АСПАВ с фильтра проводили 2 см3 

этанола в ультразвуковой ванне дважды в 

течение 2 мин. Экстракты центрифугиро-

вали 3 мин при 13400 об/мин. Суперна-

тант объединяли с профильтрованной 

пробой воды. При необходимости хране-

ния пробы воды во время пробоотбора 

консервировали этанолом с концентра-

цией ≤10.0%. Воду пропускали через па-

троны «Discovery® DSC-18 SPE» с поли-

мерно-сшитой фазой, модифицированной 

концевыми группами С18 (18%) (Supelco, 

США) в условиях вакуума от -0.05 до -1.0 

МПа при скорости 30 см3/мин. Аналиты 

элюировали 10 см3 метанола. Растворитель 

отгоняли на роторном испарителе до объ-

ема ~0.5 см3. Экстракт количественно пере-

носили в стеклянный флакон вместимостью 

1.5 см3. Растворитель отгоняли в токе ар-

гона. Сухой остаток метилировали ТМОФ, 

перерастворяли в н-гексан (100 мкл), нано-

сили на пластины и хроматографировали 

методом ТСХ как описано выше.  

Обсуждение результатов 

Проведена восходящая ТСХ алкилбен-

золсульфонатов натрия и метиловых эфи-

ров алкилбензолсульфокислот на пластинах 

с силикагелем «Kieselgel 60 F254» в системе 

апротонный : протонный растворители. Ви-

зуализация пластин в УФ при 254 нм пока-

зала, что АБС остаются на линии старта при 

использовании в качестве подвижной фазы 

смеси растворителей н-гексан : метанол в 

соотношении 23 : 1 по объему. В отличие от 

АБС (рис. 1, зоны «1») их метилированные 

производные (20 изомеров, принадлежащих 

к четырем гомологическим группам С10-

С13) перемещаются на пластинах с силика-

гелем разными типами подвижных фаз, об-

разуя общую для всех гомологических 

групп симметричную зону (рис. 1, зоны 

«2»). Изомеры и гомологи не разделяются в 

указанных условиях. Аналогично ведут 

себя указанные соединения на пластинах 

«Sorbfil». Концентрация суммы аналитов в 

пробе свидетеля, достаточная для визуали-

зации в УФ, составляет 25-200 мкг.  

Для зон МЭ АБСК установлены сред-

ние значения коэффициентов удержива-

ния (n=16) на пластинах «Kieselgel 60 

F254» (Rf=0.62) и «Sorbfil» (Rf=0.71) с по-

вторяемостью, характеризующейся зна-

чениями относительного стандартного 

отклонения (ОСО) 0.04 для обоих типов 

пластин и среднеквадратичного отклоне-

ния (СКО) 6.1 и 5.9% соответственно 

(табл.). Из таблицы видно, что эффектив-

ность разделения N на пластинах «Sorbfil» 

(~ 700 т.т.) почти вдвое выше, чем на пла-

стинах «Kieselgel 60 F254». Тем не менее, 

пластины «Kieselgel 60 F254» обладают ря-

дом преимуществ, обеспечивая более про-

стую и быструю подготовку проб. Это свя-

зано с их меньшей чувствительностью к из-

менению внешних условий, относительной 

влажности. Пластины «Kieselgel 60 F254» не 

требуют предварительного насыщения ка 
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меры парами растворителя, имеют одно-

родный слой сорбента по всей пластине в 

отличие от бороздчатой структуры слоя на 

пластинах «Sorbfil», обеспечивая ровную 

линию фронта подвижной фазы по всей ши-

рине пластины. Так повторяемость оценки 

Rf двух параллельных проб на одной пла-

стине оценена значениями коэффициен-

тов вариации Vr 0.6 и 2.4% для «Kieselgel 

60 F254» и «Sorbfil» соответственно. Время 

хроматографирования t на пластинах 

«Sorbfil» варьируется в зависимости от 

степени насыщения камеры (табл.).  

С использованием метода ГХ-МС пока-

зано, что нисходящая ТСХ ацетонитрилом 

обеспечивает количественное (95.0-100.0 

%, n=6) элюирование зоны метиловых эфи-

ров алкилбензолсульфокислот с пластин. 

На рисунке (рис. 2) представлены масс-хро-

матограммы (m/z 199) раствора МЭ АБСК 

до проведения ТСХ (суммарное содержа-

ние аналитов в пробе 1.53±0.02 мкг) и после 

(1.57±0.08 мкг, n=6). Показано, что экстрак-

ция аналитов с пластин ацетонитрилом, ме-

танолом, этанолом, ацетоном при облуче-

нии ультразвуком или при нагревании до 

 
Рис. 1. Восходящая ТСХ алкилбензолсульфонатов натрия (зоны «1») и метиловых эфиров ал-

килбензолсульфокислот (зоны «2») на пластинах «Kieselgel 60 F254». Подвижная фаза – смесь н-

гексана с протонными растворителями. Каждая проба нанесена на пластину в двух повторно-

стях (n=2). Визуализация  в УФ при 254 нм. 

Fig. 1. Ascending TLC of sodium alkylbenzenesulphonates (zones “1”) and methyl esters of 

alkylbenzenesulphonic acids (zones “2”) on Kieselgel 60 F254 plates. Mobile phase – mixture of 

n-hexane with protic solvents. Each sample was applied to the plate in duplicate (n=2). 

Manifested under UV at 254 nm. 

 

Таблица 1. Качественные и количественные характеристики, полученные при тонкослой-

ной хроматографии метиловых эфиров алкилбензолсульфокислот 

Table 1. Qualitative and quantitative characteristics obtained by thin layer chromatography of 

methyl esters of alkylbenzenesulphonic acids 

Параметр 

(среднее значение, n = 16) 

Тип пластины 

«Kieselgel 60 F254» «Sorbfil» 

L, мм 70.0 60.0 

l, мм 42.8 42.4 

lmin, мм 34.0 35.0 

lmax, мм 52.5 51.0 

w, мм 8.88 6.48 

Rf±Δ, P=0.95 0.62±0.2 0.71±0.2 

ОСО оценки Rf 0.04 0.04 

СКО оценки Rf, % 6.07 5.87 

N, т.т. ~ 400 ~ 700 

H, мм 0.183 0.087 

t, мин 10 10-30 

Vr, % (m=20, n=2) 0.6 2.3 
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температуры кипения растворителя обеспе-

чивает десорбцию аналитов ~25-70%. Это 

объясняется микропористой структурой 

сорбента. Элюирование метанолом и этано-

лом дает плохие результаты в связи с их 

меньшей (до трех и до восьми раз) подвиж-

ностью по сравнению с MeCN . 

Поведение метиловых эфиров алкилбен-

золсульфокислот на пластинах «Kieselgel 60 

F254» (Merck) и «Sorbfil» (ИМИД) позволило 

использовать метод ТСХ для доочистки 

экстрактов проб воды. Первая стадия 

очистки реальных проб происходит парал-

лельно с концентрированием алкилбензол-

сульфонатов из воды на патронах с обра-

щено-фазным сорбентом «Discovery® DSC-

18 SPE». Для исключения систематической 

погрешности при фиксации проб воды эта-

нолом было предварительно приготовлено 

6 растворов АБС (С 200 мкг/дм3) в дистил-

лированной воде объемом 1.0 дм3 с содер-

жанием этанола 0.0, 1.0, 3.0, 5.0, 7.0 и 10.0%. 

Каждый раствор готовили в восьми повтор-

ностях (m=24, n=8). Растворы (по две парал-

лельных пробы каждого) пропускали через 

патроны с сорбентом со скоростью 10, 15, 

25 и 30 см3/мин. Анализ методом ВЭЖХ-

УФ показал, что АБС полностью удержива-

ются сорбентом из водно-спиртовых рас-

творов и могут быть количественно элюи-

рованы метанолом (100±3%). Вторая стадия 

очистки заключается в селективной экс-

тракции неполярных и слабополярных ве-

ществ при перерастворении метилирован-

ных экстрактов воды в н-гексан. Резуль-

таты, полученные при проведении ТСХ гек-

сановых экстрактов (третья стадия очистки) 

представлены на рисунке (рис. 3). 

Из рисунка 3 видно, что очистка методом 

ТСХ позволяет выделять фракцию МЭ 

АБСК, очищенную как от пигментирован-

ных компонентов пробы, которые можно 

определить невооруженным глазом (рис. 3 

Г, Е, З), так и от большей части примесей, 

видимых в УФ-области (рис. 3, Д, Ж, И). На 

рисунке (рис. 4) в качестве примера пред-

ставлены масс-хроматограммы гомологов 

С10-С13 метиловых эфиров алкилбензол-

сульфокислот, идентифицированных в 

пробе сточной воды, а также гомологов 

 
Рис. 2. Масс-хроматограммы (m/z 199) стандартной смеси метиловых эфиров алкилбензол-

сульфокислот, полученные на хромато-масс-спектрометре «6890В GC System / 7000С GC/MS 

Triple Quad» с колонкой HT8 30 м: а – до проведения ТСХ; б – после восходящей и нисходя-

щей ТСХ на пластине «Kieselgel 60 F254». В качестве хроматографических стандартов исполь-

зованы метиловые эфиры эйкозановой (St 1), генэйкозановой (St 2) и докозановой (St 3) кислот. 

Концентрация суммы АБС в анализируемых пробах – 7.65 мкг/ см3. Масса АБС, введенных в 

инжектор – 22.95 нг. 

Fig. 2 Mass chromatograms (m/z 199) of standard mixture of methyl esters of 

alkylbenzenesulphonic acids, obtained using a gas chromatograph coupled to mass-spectrom-

eter 6890В GC System, 7000С GC/MS Triple Quad with an HT8 30 m column: a – before TLC; 

b – after ascending and descending TLC on a Kieselgel 60 F254 plate. Methyl esters of eicosa-

noic (St 1), heneicosanoic (St 2), and docosanoic (St 3) acids were used as chromatographic 

standards. The concentration of the total linear alkylbenzenesulfonates (LAS) in the analysed 

samples was 

7.65 μg cm−3. The mass of LAS injected into the GC system was 22.95 ng.. 
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С10-С12, идентифицированных в пробе 

глубинной воды (глубина отбора 400 м), 

отобранной в южной котловине озера Бай-

кал на центральной пелагической станции 

 
Рис. 3. Восходящая ТСХ на пластинах «Kieselgel 60 F254» метилированных экстрактов проб воды 

из оз. Байкал, отобранной батометром на центральной станции разреза р. Солзан – ст. Маритуй с 

глубины 400 м (Б) и с глубины 0.0–1.0 м (В); поверхностной воды из оз. Байкал, отобранной в рай-

оне впадения в озеро реки Тыя (Г, Д); снеговой воды (снег отобран в районе пос. Байкал со льда 

озера) (Е, Ж); имитированной неочищенной сточной воды (З, И). Визуализация в видимой области 

спектра (Б, В, Г, Е, З) и в УФ при 254 нм (А, Д, Ж, И). Раствор свидетеля (А, зона «2»). Розовым вы-

делены области, соответствующие зоне метиловых эфиров алкилбензолсульфокислот. 

Fig. 3 Ascending TLC of methylated extracts of water samples on Kieselgel 60 F254 plates: 

Lake Baikal water sampled from with a bathometer at the central station of the transect of Solzan 

River – Marituy railway station from a depth of 400 m (B) and from a depth of 0.0–1.0 m (C); 

surface water from Lake Baikal, sampled in the area where the Tyya River flows into the lake 

(D, E); snow water (snow collected in the area of the village of Baikal from the ice of the Lake 

Baikal) (F, G); simulated untreated wastewater (H, I). Visualisation in the visible region of the 

spectrum (B, C, D, F, H) and in the UV at 254 nm (A, E, G, I). Tracking solution (A, zone “2”). 

The areas corresponding to the zone of methyl esters of alkylbenzenesulphonic acids are 

highlighted in pink. 
 

 
Рис. 4. Масс-хроматограммы гомологов (пики выделены) метиловых эфиров алкилбензолсуль-

фокислот с длиной алкильной цепи С10 (m/z 312), С11 (m/z 326), С12 (m/z 340), С13 (m/z 354), иден-

тифицированные в пробах глубинной воды оз. Байкал (глубина отбора 400 м) и сточной воды. 

Объем анализируемых проб – 1 см3. Объем пробы, вводимой в инжектор – 3 мкл. Хроматограммы 

получены на хромато-масс-спектрометре «6890В GC System / 7000С GC/MS Triple Quad» с ко-

лонкой HT8 30 м, 0.25 мм. 

Fig. 4. Mass chromatograms of homologues (peaks highlighted) of methyl esters of alkylben-

zenesulphonic acids with a C10 alkyl chain length (m/z 312), C11 (m/z 326), C12 (m/z 340), C13 

(m/z 354), identified in samples of deep water from Lake Baikal (sampling depth was 400 m) and 

waste water. The volume of analysed extracts was 1 cm3. The sample volume injected into the injec-

tor was 3 µl. Chromatograms were obtained using a 6890B GC System / 7000C GC/MS Triple Quad 

gas chromatograph coupled to mass spectrometer with an HT8 30 m, 0.25 mm column. 
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разреза от поселка Солзан на восточном по-

бережье до села Маритуй на западном. В 

сточной воде идентифицировано 18 пиков 

метиловых эфиров алкилбензолсульфокис-

лот, а в пробе глубинной воды – 13 пиков. 

Отмечено, что содержание гомологов С13 в 

глубинной воде оз. Байкал ниже пределов 

обнаружения, содержание отдельных изо-

меров, отнесенных к гомологическим груп-

пам С11-С12 ниже пределов их определе-

ния, суммарное содержание гомологов С10 

оценено значением 0.24±0.02 мкг/дм3. Кон-

центрация АБС в воде, полученной при тая-

нии снега, отобранного со льда р. Крестовка 

в месте впадении ее в оз. Байкал (район пос. 

Листвянка, N 51◦51.3′, E 104◦51.5′, время от-

бора февраль 2023 г.) оценена значением 

31.1±1.0 мкг/дм3. Внутрилабораторная пре-

цизионность определения гомологов С10 

охарактеризована коэффициентом вариа-

ции V=7.6% (m=33, n=2). 

 

 

 

Заключение 

Установлены значения коэффициен-

тов удерживания Rf=0.62 и Rf=0.71 зон 

метиловых эфиров алкилбензолсульфо-

кислот на пластинах «Kieselgel 60» 

(Merck, Германия) и «Sorbfil» (ИМИД, 

Россия) соответственно при использова-

нии в качестве подвижной фазы смеси 

растворителей гексан : метанол 23 : 1 (по 

объему). На примере реальных проб при-

родной, снеговой и сточной воды пока-

зана возможность использования указан-

ных пластин в анализе АСПАВ для выде-

ления и концентрирования узкой фрак-

ции метиловых эфиров алкилбензолсуль-

фокислот методом восходящей ТСХ. 

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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Диффузионная и химическая кинетика адсорбции метиленового 

голубого на кремнеземах, допированных ионами железа (III) 
 

Евгений Николаевич Титов1,2, 
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Аннотация. Кремнеземы находят широкое применение в катализе, адсорбции, хроматографии. В по-

следнее десятилетие растет их использование в медицине, однако для обеспечения биосовместимости 

необходимо модифицирование кремнеземов, простейшим вариантом которого является допирование 

катионами железа. В статье представлено исследование сорбционных характеристик кремнеземов, до-

пированных катионами железа. Целью исследования являлась оценка влияния допирования ионами 

железа на кинетику адсорбции кремнеземами модельного сорбата метиленового голубого. Допирован-

ные кремнеземы синтезированы алкоксидным золь-гель методом при рН=1.5 и рН=5.0 с введением ка-

тионов железа в реакционную смесь в ходе гидролиза тетраэтоксисилана. Содержание железа в образ-

цах составило 1.5, 2.3 и 3.8 атомных процентов. По результатам рентгенофазового анализа все образцы 

рентгеноаморфны. По форме изотерм низкотемпературной адсорбции азота все образцы отнесены к 

микропористым. Площадь удельной поверхности образцов и общий объем пор несколько снижаются с 

ростом содержания железа в образцах. Адсорбция метиленового голубого производилась при темпера-

туре 25, 30 и 35С. Кинетические кривые адсорбции проанализированы при помощи моделей диффу-

зионной кинетики: модели Бойда (внешнедиффузионный процесс) и модели Морриса-Вебера (внутри-

диффузионный процесс). Также данные кинетических исследований были проанализированы с исполь-

зованием кинетических моделей псевдопервого порядка (модель Лагергрена) и псевдовторого порядка 

(модель Хо и Маккея). Установлено, что все образцы характеризуются смешаннодиффузионным тече-

нием сорбционного процесса. Кинетику адсорбции адекватно описывает модель псевдовторого по-

рядка. 

Ключевые слова: золь-гель, кремнезем, адсорбция, метиленовый голубой, смешаннодиффузионный 

режим, кинетика псевдовторого порядка.  
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the simplest way of such a modification is doping them with iron cations. The article presents a study of the 
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sorption characteristics of silica doped with iron cations. The purpose of the study was to assess the effect of 

doping silica with iron ions on the kinetics of their adsorption of model sorbate of methylene blue dye. Doped 

silica were synthesised by the alkoxide sol-gel method at pH=1.5 and pH=5.0 with the introduction of iron 

cations into the reaction mixture during the hydrolysis of tetraethoxysilane. The iron content in the samples 

was 1.5, 2.3, and 3.8 at. %. According to the results of X-ray phase analysis, all samples were X-ray amorphous. 

According to the shape of the isotherms of low-temperature nitrogen adsorption, all samples were classified as 

microporous. The specific surface area of the samples and the total pore volume decreased slightly with an 

increase in the iron content in the samples. The adsorption of methylene blue dye was carried out at tempera-

tures of 25, 30, and 35 C. The kinetic adsorption curves were analysed using the following diffusion kinetics 

models: Boyd model (external diffusion process) and Weber-Morris model (internal diffusion process). Also, 

the kinetic data were analysed using kinetic models of pseudo first-order (Lagergren model) and pseudo sec-

ond-order (Ho and McKay's model). It was established that all samples were characterised by a mixed-diffusion 

regime of the sorption process. Adsorption kinetics was adequately described by the model of pseudo-second-

order. 

Keywords: sol-gel, silica, adsorption, methylene blue dye, mixed diffusion regime, kinetics of pseudo-second-

order. 

For citation: Titov E.N., Smalchenko D.E., Lebedeva O.E. Diffusion and chemical kinetics of methylene blue 
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Введение 

Кремнеземы находят широкое приме-

нение благодаря сочетанию таких 

свойств как развитая поверхность, высо-

кая пористость, низкая плотность, разно-

образие способов получения и модифи-

цирования, нетоксичность, термическая 

стабильность. Перечисленные свойства 

лежат в основе использования кремнезе-

мов в катализе [1,2], сорбции [3,4], хрома-

тографии [5,6]. Новые возможности от-

крылись с появлением и развитием золь-

гель метода в различных вариантах: в по-

следние годы привлекают широкое вни-

мание наночастицы оксида кремния [7], 

аэрогели [8], упорядоченные мезопори-

стые кремнеземы [9,10] и другие разно-

видности материалов на основе оксида 

кремния. Синтез ксерогелей алкоксид-

ным золь-гель методом достаточно 

прост: он включает стадии гидролиза ал-

коксида, поликонденсацию продуктов гид-

ролиза и последующее прокаливание [11]. 

Кремнеземы рассматриваются как 

весьма перспективные биоматериалы для 

таргетной доставки лекарственных 

средств в организме и контрастирования 

изображений в современных методах ди-

агностики, поскольку кремнеземы обла-

дают биосовместимостью, гидрофильно-

стью и способностью длительно цирку-

лировать в крови [12]. Тем не менее, оста-

ются некоторые опасения последствий 

возможного накопления этих материалов 

в организме, и продолжается поиск спо-

собов их модифицирования для повыше-

ния биосовместимости. Установлено, что 

допирование силикагелей ионами железа 

(III) повышает способность материалов к 

биодеградации [13]. В связи с этим изуче-

ние сорбционных свойств кремнеземов, 

допированных ионами железа, представ-

ляет интерес для оценки применимости 

данных материалов для адресной до-

ставки лекарств. Эта функция требует 

высокой поглотительной способности и 

возможности постепенного высвобожде-

ния сорбата, то есть необходимо контро-

лировать кинетику адсорбции. Опти-

мальным является допант, регулирую-

щий способность материала к биодегра-

дации, но при этом не ухудшающий его 

сорбционные характеристики. 

Целью настоящей работы являлась 

оценка влияния допирования ионами же-

леза кремнеземов, полученных золь-гель 

методом в различных условиях, на кине-

тику адсорбции модельного сорбата ме-

тиленового голубого. 

Известны работы по исследованию 

свойств железосодержащих кремнезе-

мов, полученных другими методами. Так, 
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в [14] подробно охарактеризованы об-

разцы, синтезированные методами про-

питки кремнезема солью железа и оса-

ждения из паровой фазы. Авторы отме-

чают, что при низком содержании железа 

(1 масс.%) формируются материалы, со-

держащие преимущественно изолирован-

ные ионы железа. С увеличением содер-

жания железа проявляется взаимодей-

ствие ионов железа с подложкой, форми-

руется новая фаза, снижается площадь 

удельной поверхности образца. Размеры 

поверхности также зависят от метода 

приготовления образцов. Осаждение хло-

рида железа из паровой фазы приводит к 

наиболее заметному снижению площади 

удельной поверхности. Представляла ин-

терес оценка поведения кремнеземов, до-

пированных ионами железа непосред-

ственно в процессе синтеза, поскольку в 

этом случае достигается наиболее равно-

мерное распределение допанта по об-

разцу и, как следствие, минимальное вли-

яние на сорбционные характеристики ма-

териалов. 

Экспериментальная часть 

Кремнеземы получали гидролизом 

тетраэтоксисилана (ТЭОС) квалифика-

ции «о.с.ч.» в присутствии ионов железа, 

источником которых служил нонагидрат 

нитрата железа квалификации «х.ч.». 

Процесс осуществляли в водно-спирто-

вом растворе. Для получения всех образ-

цов основные компоненты смешивали в 

мольном соотношении ТЭОС : этанол : 

вода, составляющем 1 : 4 : 16. Соль же-

леза добавляли в реакционную смесь с та-

ким расчетом, чтобы в конечном сухом 

легированном кремнеземе содержание 

железа составляло 1.5, 2.3 или 3.8 ат. %. 

Синтез проводили при двух различных 

значениях рН: 1.5 и 5.0, которые поддер-

живали добавлением 1М раствора амми-

ака для образцов с pH=5.0, либо добавле-

нием 0.01М раствора азотной кислоты 

для образца с pH=1.5. При достижении 

необходимого значения рН образцы в те-

чение 1 ч перемешивали на магнитной 

мешалке (500 об/мин) и помещали в тер-

мостат при температуре 50С до оконча-

ния процессов поликонденсации (до мо-

мента перехода золя в гель). Старение об-

разцов осуществляли при 85С в течение 

12 ч с последующим прокаливанием при 

500С (скорость нагрева 10С/мин) в те-

чение 3 ч. 

Рентгенофазовый анализ выполняли с 

использованием рентгеновского порош-

кового дифрактометра SmartLab – Rigaku 

(CuKα – излучение). Текстурные характе-

ристики (площадь удельной поверхности, 

общий объем пор, распределение пор по 

размерам) определяли методом низко-

температурной адсорбции-термодесорб-

ции азота на анализаторе удельной по-

верхности и пористости TriStar 3020 при 

температуре 77 K.  

Для определения кинетических харак-

теристик адсорбции в качестве сорбата 

использовали краситель метиленовый го-

лубой. Эксперименты проводили при 25, 

30 и 35С в течение 240 минут. Значения 

pH исходного раствора метиленового го-

лубого составляло 6.64; после окончания 

кинетических экспериментов pH раство-

ров лежали в диапазоне 5.40-5.90. Иссле-

дования выполняли в режиме ограничен-

ного объема. Концентрацию красителя в 

растворе определяли спектрофотометри-

чески с использованием спектрофото-

метра Specord 210 PLUS (Analytic Jena) 

при максимуме светопоглощения 665 нм. 

Положение максимума не изменялось в 

ходе эксперимента и свидетельствовало о 

мономерной форме метиленового голу-

бого в растворе. Полученные кинетиче-

ские кривые были проанализированы при 

помощи моделей диффузионной кине-

тики: модели Бойда (внешнедиффузион-

ный процесс) [16] и модели Морриса-Ве-

бера (внутридиффузионный процесс) 

[17]. Также данные кинетических иссле-

дований были проанализированы с ис-

пользованием кинетических моделей 

псевдопервого (модель Лагергрена [18]) 

и псевдовторого (модель Хо и Маккея 

[19]) порядков. 
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Обсуждение результатов 

Общая характеристика синтезирован-

ных образцов легированных кремнеземов 

представлена в таблице 1. Далее в тексте 

нумерация образцов сохраняется. Со-

гласно данным РФА, все образцы рентге-

ноаморфны. Изотермы низкотемператур-

ной адсорбции азота для всех изучаемых 

образцов однотипны. Они относятся к I 

типу по классификации ИЮПАК, харак-

терному для микропористых сорбентов. 

Можно видеть, что повышение содержа-

ния железа в образцах приводит к некото-

рому снижению площади удельной по-

верхности и объема пор легированных 

кремнеземов (табл. 1). Отсутствие ре-

флексов соединений железа на рентге-

новских дифрактограммах свидетель-

ствует, что крупные агломераты, сужаю-

щие либо блокирующие поры кремнезе-

мов, не сформировались. Однако нельзя 

исключать присутствие наноразмерных 

рентгеноаморфных частиц оксида железа 

или его гидрата. Можно было ожидать, 

что это найдет отражение в развитии 

внутридиффузионных ограничений, осо-

бенно для молекул большего размера, 

чем молекула азота. В качестве такого 

сорбата использовали метиленовый голу-

бой.  

Особенностью метиленового голубого 

является разнообразие форм его нахож-

дения в растворах, обусловленное уча-

стием в различных протолитических и 

окислительно-восстановительных про-

цессах [15]. Поскольку адсорбционные 

эксперименты проводились при значении 

рН, близком к нейтральному, в отсут-

ствии восстановителей в системе, исхо-

дили из предположения о преобладании в 

растворе метиленового голубого в его та-

утомерных окисленных формах. Эти 

формы положительно заряжены, что 

практически исключает их избиратель-

ную адсорбцию на катионах железа, ин-

корпорированных в кремний-кислород-

ную трехмерную сетку.  

Кинетические кривые адсорбции ме-

тиленового голубого получали при 

начальной концентрации сорбата в рас-

творе 0.03 ммоль/дм3. Эксперимент про-

вели для трех различных значений темпе-

ратуры. Примеры кинетических кривых 

поглощения метиленового голубого до-

пированными кремнеземами при 25°С 

приведены на рис. 1. В рамках моделей 

диффузионной кинетики были постро-

ены зависимости -ln(1−F) = f(t) и F = 

f(t1/2), ), где F – степень завершения про-

цесса, рассчитываемая по формуле 

𝐹 =
𝑎𝑡

𝑎𝑒
⁄    , 

где aе и at – количество сорбированного 

красителя на единицу массы сорбента в 

состоянии равновесия и в момент вре-

мени t. Известно, что в случае преоблада-

ния внешнедиффузионного лимитирова-

ния процесса сорбции линейной является 

первая из приведенных зависимостей. 

Если лимитирующей стадией сорбции яв-

ляется внутренняя диффузия, то наблю-

дается линейная корреляция во втором 

случае [16, 17]. В нашем случае удовле-

творительные коэффициенты линейной 

Таблица 1. Состав и текстурные свойства кремнеземов, допированных ионами железа 

Table 1. Composition and textural properties of silicas doped with ferric ions 

№  

рН 

гидро-

лиза 

Содержание 

железа, ат.%  

Площадь 

удельной по-

верхности, 

м2/г 

Объем пор, 

см3/г 

Диапазон диамет-

ров пор, нм 

1 

1.5 

1.5 590 0.32 1.8-5.0 

2 2.3 586 0.22 1.8-5.0 

3 3.8 437 0.21 1.8-5.0 

4 

5.0 

1.5 541 0.34 1.8-80.0 

5 2.3 432 0.19 1.8-60.0 

6 3.8 386 0.16 1.8-50.0 
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корреляции получены для обеих зависи-

мостей (таблица 2), что не дает оснований 

для выделения одного из режимов как 

преобладающего. По-видимому, во всех 

случаях процесс протекает в смешанно-

диффузионном режиме. В изученном ин-

тервале температур 25-35С не зафикси-

ровано фактов, свидетельствующих о 

возникновении дополнительных стериче-

ских препятствий для молекулы метиле-

нового голубого при увеличении содер-

жания железа в образцах. По-видимому, 

 
Рис. 1. Кинетические кривые поглощения метиленового голубого из водного раствора 

кремнеземами, допированными ионами железа, при температуре 25°С. 

Fig. 1. Kinetic curves of methylene blue dye adsorption from an aqueous solution by silica 

doped with iron ions at a temperature of 25°C. 

 

Таблица 2. Результаты анализа кинетических кривых адсорбции метиленового голубого 

методами диффузионной и химической кинетики 

Table 2. Results of analysis of kinetic curves of methylene blue sorption by methods of diffusion 

and chemical kinetics 

О
б
р
аз

ец
 

t, 

С 

Внутрен-

няя диффу-

зия 

Внешняя 

диффузия 

Модель псевдо-

первого порядка 

Модель псевдовторого 

порядка 

R2 R2 k, мин-1 R2 
Аmax, 

ммоль.г-1 

k, 

г.ммоль-

1.мин-1 

R2 

1 

25 0.95 0.95 0.03 0.95 0.02 5.79 0.99 

30 0.98 0.90 0.03 0.98 0.02 6.56 0.99 

35 0.97 0.95 0.03 0.97 0.02 6.81 0.99 

2 

25 0.97 0.95 0.02 0.97 0.02 2.68 0.99 

30 0.95 0.97 0.03 0.95 0.02 4.90 0.99 

35 0.94 0.94 0.03 0.94 0.02 5.09 0.99 

3 

25 0.99 0.98 0.02 0.99 0.02 2.61 0.99 

30 0.91 0.96 0.03 0.92 0.02 2.82 0.99 

35 0.81 0.90 0.03 0.81 0.02 3.12 0.99 

4 

25 0.99 0.96 0.02 0.99 0.02 4.12 0.99 

30 0.98 0.87 0.02 0.97 0.02 5.07 0.99 

35 0.99 0.96 0.02 0.99 0.02 5.79 0.99 

5 

25 0.96 0.99 0.02 0.96 0.02 1.38 0.99 

30 0.93 0.96 0.02 0.93 0.02 1.55 0.99 

35 0.92 0.99 0.02 0.92 0.02 1.71 0.99 

6 

25 0.95 0.98 0.02 0.95 0.02 1.35 0.99 

30 0.85 0.99 0.02 0.85 0.02 1.48 0.99 

35 0.91 0.99 0.02 0.91 0.02 1.86 0.99 
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пространственные затруднения возни-

кают уже при введении минимального 

количества железа в образец, но при по-

вышении концентрации железа остаются 

примерно на сопоставимом уровне, не 

возрастая настолько, чтобы вызвать пере-

ход из смешаннодиффузионного режима 

к выраженному лимитированию про-

цесса внутренней диффузией. Наблюдае-

мые закономерности одинаковы для об-

разцов, полученных при различных рН, 

несмотря на то, что диапазон рН ниже 2.0 

считается метастабильной областью, а рН 

5.0 отвечает типичному протеканию кис-

лотного гидролиза алкоксидов кремния. 

Для описания кинетики сорбции на по-

верхности твердых веществ обычно при-

меняются модели псевдопервого и псев-

довторого порядка [18, 19]: 

at = ae 
.
 (1 - 𝑒−𝑘1𝑡) 

at = 
𝑡

1

𝑘2 .𝑎𝑒
2 +

𝑡

𝑎𝑒
 
 

В таблице 2 представлены расчеты на 

основании указанных моделей для ре-

зультатов адсорбции метиленового голу-

бого на легированных кремнеземах при 

трех различных температурах. 

При анализе данных таблицы 2 видно, 

что более адекватно адсорбция метилено-

вого голубого на легированных силикаге-

лях описывается моделью псевдовторого 

порядка (модель Хо и Маккея). Об этом 

свидетельствуют как более высокие ко-

эффициенты линейной корреляции, так и 

рост констант скорости с температурой 

при использовании данной модели при 

расчетах. Отметим, что наибольшие зна-

чения константы скорости получены для 

образцов с минимальным содержанием 

железа. С увеличением доли железа в об-

разце константа скорости адсорбции сни-

жается; этот факт косвенно подтверждает 

отсутствие избирательной адсорбции ме-

тиленового голубого на катионах железа. 

Существенно, что снижение скорости ад-

сорбции симбатно уменьшению объема 

пор (табл. 1). Вероятно, причиной сниже-

ния значения эффективной константы яв-

ляется не изменение природы адсорбци-

онных центров, а снижение их доступно-

сти для сорбата.  

Заключение 

Золь-гель методом при pH 1.5 и 5.0 

синтезирован ряд кремнеземов с различ-

ным содержанием катионов железа. Все 

образцы рентгеноаморфны. Изотермы 

низкотемпературной адсорбции азота 

имеют вид, характерный для микропори-

стых образцов. Анализ кинетических 

кривых адсорбции метиленового голу-

бого при трех различных температурах в 

рамках моделей Бойда и Морриса-Вебера 

показал, что для всех образцов адсорбция 

протекает в смешаннодиффузионном ре-

жиме. Значение рН гидролиза на харак-

тер диффузии синтезированных образцов 

не влияет. Кинетику адсорбции во всех 

случаях адекватно описывает модель 

псевдовторого порядка. С увеличением 

доли железа в образце константа скоро-

сти адсорбции несколько снижается. Сде-

лано заключение, что допирование 

кремнеземов ионами железа приводит к 

небольшому снижению удельной поверх-

ности и доступности сорбционных цен-

тров молекуле метиленового голубого, 

однако не приводит к преобладанию 

внутридиффузионных ограничений. Та-

ким образом, допирование катионами же-

леза, предназначенное для увеличения 

способности материалов к биодеграда-

ции, не снижает существенно их функци-

ональных свойств – сорбционной способ-

ности, кинетических и диффузионных па-

раметров адсорбции. Избежать значи-

тельного снижения константы скорости 

адсорбции возможно при использовании 

умеренных количеств железа. 
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doi: 10.17308/sorpchrom.2024.24/12137 
  

Оценка образования РНК-интерферирующего комплекса с miR775А 

электрофоретическим методом в листьях кукурузы при нормоксии 

и гипоксии 
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Аннотация. Недостаток кислорода наиболее чувствительно отражается на окислительных процессах 

клетки, в частности митохондриальном дыхании, и требует координации клеточного метаболизма. Од-

ним из инструментов молекулярной эпигенетической регуляции служат микроРНК – класс некодиру-

ющих малых молекул РНК (20-22 нт), регулирующие экспрессию целевых генов на посттранскрипци-

онном уровне путем ингибирования трансляции или расщепления их мРНК. Как известно, микроРНК 

могут действовать по пути РНК-интерференции, или связываться с комплексом РНК-индуцированного 

транскрипционного сайленсинга (RITS). Исследование роли микроРНК в адаптивной реакции клеточ-

ного метаболизма на гипоксический стресс изменения при гипоксии, как механизма молекулярного 

контроля, вызывают особый интерес. Применение фенол-хлороформной экстракции со специфическим 

осадителем для рибонуклеиновых кислот LiCl позволило получить из листьев кукурузы суммарную 

клеточную РНК. Полученные препараты РНК были хорошего качества, о чем свидетельствует наличие 

2х четко выраженных полос 28S и 18S рРНК и отсутствие следов деградации. Полученные препараты 

суммарной клеточной РНК использовали в качестве матрицы при оценке формирования РНК-интерфе-

рирующих комплексов, образованных в виде дуплексных элементов РНК:РНК по принципу компле-

ментарности между микроРНК775А и мРНК-мишенью Для оценки образования РНК-интерферирую-

щего комплекса с miR775А применяли метод аналитического электрофореза в агарозном геле со спе-

цифичным флуоресцентным зондом, содержащим ROX. Данный метод позволил выявить соотношение 

количества образовавшихся РНК-интерферирующих комплексов клеточной мРНК с miR775А, разде-

ленных на основе их молекулярных масс, в образцах при развитии гипоксических условий. Электро-

форез в агарозном геле с последующей денситометрией показал наличие только одного интерфериру-

ющего комплекса с элекрофоретической подвижностью 0.23-0.25 ед. Результаты показали, что 

miR775A взаимодействует с одной мРНК-мишенью в клетках листьев кукурузы в норме и при гипо-

ксии. Количественная оценка интенсивности флуоресценции образованного комплекса мРНК-

miR775A-зонд по эмиссии ROX свидетельствует об увеличении анализируемого показателя в образцах, 

выделенных из листьев кукурузы в условиях гипоксического стрессе.  

Ключевые слова: Zea mays, микроРНК, электрофорез, денситометрия, РНК-интерференция 
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Abstract. Oxidative processes in cells, in particular mitochondrial respiration, are most sensitive to a lack of 

oxygen, therefore, it requires cell metabolism coordination. MicroRNAs are one of the tools of the molecular 

epigenetic regulation. These are a class of non-coding small RNA molecules (20-22 nt) that are able to regulate 

target genes expression at the post-transcriptional level by inhibiting the translation or cleavage of their 

mRNAs. It is known that microRNAs can act by RNA interference or can bind to an RNA-induced transcrip-

tional silencing (RITS) complex. The study of the role of microRNAs in the adaptive response of cell metabo-

lism to hypoxic stress as a mechanism of molecular control is of particular interest. Phenol-chloroform extrac-

tion with a specific precipitant for LiCl ribonucleic acids made it possible to obtain the total cellular RNA from 

corn leaves. The resulting RNA preparations were of good quality, which was indicated by the presence of 2 

distinct bands of 28S and 18S rRNA and the absence of traces of degradation. The resulting preparations of 

total cellular RNA were used as a matrix to assess the formation of RNA interfering complexes which formed 

as RNA:RNA duplexes based on complementarity between microRNA775A and the target mRNA. The 

method of analytical agarose gel electrophoresis with a specific fluorescent probe with ROX was used to assess 

the formation of an RNA interfering complex with miR775A. This method made it possible to identify the 

ratio of the number of formed RNA-interfering complexes of cell mRNA with miR775A separated on the basis 

of their molecular masses in the samples under hypoxic conditions. Electrophoresis in agarose gel followed by 

densitometry revealed the presence of only one interfering complex with an electrophoretic mobility of 0.23-

0.25 units. The results showed that miR775A interacted with a single target mRNA in corn leaf cells under 

normal conditions and under the conditions of hypoxia. Quantitative assessment of the fluorescence intensity 

of the formed complex of mRNA-miR775A-probe by ROX emission indicated an increase in the analysed 

indicator in samples isolated from corn leaves under hypoxic stress. 

Keywords: Zea mays, microRNA, electrophoresis, densitometry, RNA interference 

For citation: Fedorin D.N., Khomutova A.E., Eprintsev A.T. Electrophoretic method and assessing the for-

mation of an RNA-interfering complex with miR775A in corn leaves under the conditions of normoxia and 

hypoxia. Sorbtsionnye i khromatograficheskie protsessy. 2024. 24(2): 289-298. (In Russ.). 
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Введение 

МикроРНК (miR) играют ключевую 

роль в регуляции экспрессии генов-ми-

шеней на посттранскрипционном уровне. 

Ряд микроРНК участвуют в модуляции 

толерантности к различным абиотиче-

ским стрессам. Ранее было показано из-

менение экспрессии ряда микроРНК в от-

вет на заболачивание и гипоксию [1]. 

miR159, miR164, miR167, miR393, 

miR408 и miR528 в основном участвуют 

в развитии корней и реакциях на стресс, 

но также оказались ключевыми регулято-

рами в условиях кратковременной гипо-

ксии у кукурузы [2]. 

Несмотря на наличие данных о реак-

ции растений на снижение уровня кисло-

рода и механизмах контроля координа-

ции экспрессии генов-мишеней [3], важ-

ным представляется исследование уча-

стия микроРНК в ответной реакции кле-

ток на стрессовый фактор. У растений 

микроРНК часто регулируют группы 

транскрипционных факторов, действую-

щих путем нацеливания на почти иде-

ально комплементарные мРНК для эндо-

нуклеолитического расщепления и инги-

бирования трансляции [4, 5]. Регуляция 

посредством микроРНК, по-видимому, 

играет важную роль в адаптации тран-

скриптома к стрессовым факторам. 

Поскольку активация микроРНК сни-

жает количество целевых мРНК, мик-

роРНК, активация которых происходит 

при гипоксии, может подавлять негатив-

ные регуляторы гипоксической реакции 

или замедлять рост растений во время 

стресса. И наоборот, подавление мик-

роРНК увеличивает количество их целе-

вых мРНК, что может помочь в адапта-

ции к стрессу [6]. miR775 представляет 

собой уникальную микроРНК, специфич-

ную для Arabidopsis thaliana, которая по-

сттранскрипционно регулирует экспрес-

сию генов-мишеней при гипоксическом 

стрессе. Роль miR775А проявляется в 

адаптации клеточного метаболизма за 

счет координации путей передачи сигна-

лов этилена и путями биосинтеза АБК [7]. 

Идентификация мишеней микроРНК 

является сложным, но очень важным эле-



 

Сорбционные и хроматографические процессы. 2024. Т. 24, № 2. С. 289-298. 

Sorbtsionnye i khromatograficheskie protsessy. 2024. Vol. 24, No 2. pp. 289-298. 
 

ISSN 1680-0613_____________________________________________________________ 
 

 

 
 

291  

ментом в объяснении функций мик-

роРНК. Действие микроРНК на их ми-

шени мРНК трудно проиллюстрировать, 

поскольку множественные микроРНК 

нацелены на один и тот же ген и наоборот 

[8-10]. Высокая комплементарность спа-

ривания с мишенями является основным 

требованием для функционирования 

микроРНК растений. Многочисленные 

лабораторные и биоинформатические ис-

следования направлены на выявление эф-

фективных методологий распознавания 

мишеней микроРНК. Однако сообщалось 

о нескольких факторах, влияющих на вза-

имодействие микроРНК:мРНК, которые 

можно классифицировать следующим 

образом [11]. Комплементарность между 

микроРНК и ее мишенью является клю-

чевой особенностью стабильности дуп-

лекса микроРНК:мРНК [12]. Одним из 

простых и эффективных методов иденти-

фикации мРНК, связанных с микроРНК, 

является электрофоретическое разделе-

ние суммарной клеточной мРНК, с после-

дующей идентификаций дуплекса мик-

роРНК:мРНК. Анализ изменения элек-

трофоретической подвижности разных 

по размеру матричных РНК (мРНК) пред-

ставляет собой чувствительный метод 

анализа взаимодействия РНК-РНК. Дан-

ный метод изучения взаимодействия 

микроРНК и ее целевой мРНК, основан 

на образовании комплекса [13], иденти-

фицируемого по эмиссии флуорофора, 

входящего в состав специфического нук-

леотидного зонда, в качестве которого 

выступает комплимент к анализируемой 

микроРНК [14]. 

В связи с этим, целью данного иссле-

дования являлось применение электро-

форетического метода в идентификации 

дуплекса микроРНК775А:мРНК-мише-

ней в листьях кукурузы при гипоксии. 

Экспериментальная часть 

В качестве объекта исследования в ра-

боте использовали листья 14-дневной ку-

курузы (Zea mays L.) сорта Воронежская 

76, выращенные гидропонным способом 

при 12 часовом световом дне. Создание 

низких концентраций кислорода в среде 

осуществлялось путем помещения расте-

ний с предварительно удаленной корне-

вой системой на 24 часа в вакуум-эксика-

тор, в который подавался азот. В качестве 

контрольной группы использовались рас-

тения с предварительно удаленной кор-

невой системой, помещенные в вакуум-

эксикатор в условиях нормальной аэра-

ции. Для исключения влияния фотосин-

тетической системы обе группы растений 

предварительно экспонировались в тем-

ноте в течение 24 часов до проведения 

эксперимента. На протяжении всего вре-

мени эксперимента растения также нахо-

дились в условиях отсутствия источни-

ков света [15]. 

Выделение суммарной РНК из расти-

тельных образцов осуществляли методом 

гуанидинтиоцианат-фенол-хлороформ-

ной экстракции. В качестве осадителя ис-

пользовали LiCl [16]. Качественный ана-

лиз РНК проводили путем электрофоре-

тического исследования в геле 1% ага-

розы. Красителем выступал бромистый 

этидий. Концентрацию РНК определяли 

спектрофотометрическим методом на 

приборе NanoPhotometer C40 (Implen, 

Германия). 

Анализ РНК-интерференции и РНК за-

висимого метилирования ДНК прово-

дили с применением флуоресцентного 

зонда ROX-miR775А, представляющего 

собой нуклеотидную последователь-

ность, комплементарную зрелой мик-

роРНК775A с флуорофором ROX на 3’-

конце. Для анализа брали 100 нг суммар-

ной клеточной РНК. Результаты оцени-

вали электрофоретическим методом в 1% 

агарозном геле. Интеркалирующим кра-

сителем электрофореграмм нуклеиновых 

кислот выступал SybrGreen I. Фотовоз-

буждение SYBR Green I проводили облу-

чением при 312 нм и оценивали эмиссию 

ROX.  

Денситометрический анализ гелей 

осуществляли с применением программ-

ного обеспечения GelAnalyzer 19.1 
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(www.gelanalyzer.com). Каждый опыт 

проводился в 3-4 кратной повторности, 

аналитические определения для каждой 

пробы осуществляли в трех повторно-

стях. На рисунках приводятся данные 

опытов, каждое значение есть среднее из 

трех измерений. Полученные данные об-

рабатывали с использованием статисти-

ческих критериев [17]. Обсуждаются ста-

тистически достоверные различия при 

р<0.05. Изображения электрофоре-

граммы представляют собой данные ти-

пичного эксперимента, повторенного 

три-четыре раза. 

Обсуждение результатов 

Из листьев кукурузы, выращенных в 

нормоксии и при гипоксических усло-

виях, была проведена экстракция сум-

марной РНК. Из приведенных данных на 

рисунке 1 видно, что в гелевых пластин-

ках наблюдается очевидное преоблада-

ние количества 28S рРНК над 18S, во 

всех образцах в разное время экспери-

мента, что является одним из важных 

критериев качества препарата РНК. Вы-

сокое качество полученных препаратов 

позволило использовать их в качестве 

матрицы при оценке формирования РНК-

интерферирующих комплексов, основан-

ных на образовании дуплексных элемен-

тов по принципу комплементарности 

между микроРНК775А и мРНК-мише-

нью [13]. 

Известно, что микроРНК могут осу-

ществлять посттранскрипционную регу-

ляцию экспрессии генов путем РНК-ин-

терференции. Поступая из ядра в цито-

плазму, miR связывается комплексом 

РНК-индуцированного сайленсинга 

(RISC). Репрессия целевого транскрипта 

с помощью микроРНК может происхо-

дить посредством ингибирования транс-

ляции, ускорения экзонуклеолитического 

распада мРНК или разрезания в пределах 

образования дуплексов микроРНК-мРНК 

[18]. Это способствует временной регуля-

ции гена-мишени, а также подавление 

синтеза соответствующего белка. Кроме 

того, микроРНК может связаться с ДНК 

при формировании комплекса RITS, что 

проводит к переформированию гетеро-

хроматина, в том числе, посредством ме-

тилирования [19].  

Для оценки образования РНК-интер-

ферирующего комплекса с miR775А при-

меняли метод аналитического электрофо-

реза со специфичным флуоресцентным 

зондом. Данный метод позволил выявить 

 
Рис. 1. Типичная электрофореграмма суммарной клеточной РНК из листьев кукурузы, 

выделенной фенол-хлороформной экстракцией с LiCl в качестве специфического осади-

теля рибонуклеиновых кислот. Нормоксия – растения, выдержанные в обычных условиях. 

Гипоксия – растения, подвергшиеся воздействию низких концентраций кислорода, со-

зданная средой азота. 

Fig. 1. A typical electrophoretogram of total cellular RNA from corn leaves isolated by phe-

nol-chloroform extraction with LiCl as a specific precipitant of ribonucleic acids. Normoxia 

means plants were kept under normal conditions. Hypoxia means plants were exposed to low ox-

ygen concentrations due to the nitrogen environment. 
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соотношение количества образовав-

шихся РНК-интерферирующих комплек-

сов мРНК клетки с miR775А в образцах 

при различных по времени гипоксиче-

ских условиях. 

Электрофорез в агарозном геле позво-

лил установить наличие РНК-интерфери-

рующего комплекса, формирующегося 

при участии микроРНК miR775А. При 

этом, результаты свидетельствуют об об-

разовании одного интерферирующего 

комплекса с анализируемой микроРНК 

(рис. 2). 

Результаты электрофореза указывают 

на то, что miR775A действует по пути 

РНК-интерференции, связываясь с ком-

плексом RISC, и посттранскрипционно 

взаимодействует с комплементарной ей 

мРНК. Об этом свидетельствуют образо-

вавшиеся флуоресцентные структуры – 

триплексы, представляющие собой ком-

плекс мРНК- miR775A-зонд (рис. 2).  

Электрофоретическое разделение сум-

марной РНК, выделенной из листьев ку-

курузы в норме и при гипоксии, позво-

ляет провести выделение отдельных 

мРНК генов на основании их размеров. 

Инкубация гелевой пластинки с флуорес-

центным зондом к miR775A привела к 

формированию единственного специфи-

ческого триплекса с мРНК-мишенью во 

всех анализируемых образцах. Резуль-

таты электрофоретического исследова-

ния с зондом к miR775А указывают на 

наличие в анализируемых образцах сум-

марной РНК из листьев кукурузы в норме 

и при гипоксии одной мишени для сайле-

синга при участии комплекса RISC. 

Денситометрия электрофоретических 

пластинок позволила выявить изменение 

в величине интенсивности флуоресцен-

ции комплекса мРНК- miR775A-зонд. В 

образцах из листьев кукурузы в нор-

моксии величина пиков образованного 

комплекса в разное время эксперимента 

характеризуется постоянной величиной. 

Кроме того, результаты денситограммы 

указывают на однородность пика флуо-

ресценции с электрофоретической по-

движностью 0.23-0.25 ед., что подтвер-

ждает формирование только одного ин-

терферирующего клеточной мРНК ком-

плекса с микроРНК775А (рис. 3). 

Результаты денситометрии образцов 

суммарной РНК из листьев кукурузы, 

подвергшихся воздействию гипоксиче-

ских условий, показывают однородность 

формирования комплекса мРНК- 

miR775A-зонд. Установлено, что элек-

трофоретическая подвижность интерфе-

рирующего комплекса микроРНК775А с 

клеточной мРНК комплекса составляет 

величину 0.23-0.25 ед., что подтверждает 

наличие только одной мРНК-мишени 

(рис. 4), соотносящейся с таковой в об-

разцах мРНК из листьев кукурузы в нор-

моксии. На денситограмме видно, что ин-

терферирующий комплекс совпадает по 

анализируемым показателям такового у 

 
Рис. 2. Электрофореграмма образцов РНК-интерферирующего комплекса с miR775A 

в листьях кукурузы при нормоксии и гипоксии. 0, 1, 3, 6, 24 – растения, выдержанные в 

соответствующих экспериментальных условиях в течение 1, 3, 6 и 24 часов 

Fig. 2. Electrophoretogram of samples of the RNA interfering complex with miR775A in 

corn leaves under normoxia and hypoxia conditions. 0, 1, 3, 6, 24 stands for plants kept under 

corresponding experimental conditions for 1, 3, 6, and 24 hours 



 

Сорбционные и хроматографические процессы. 2024. Т. 24, № 2. С. 289-298. 

Sorbtsionnye i khromatograficheskie protsessy. 2024. Vol. 24, No 2. pp. 289-298. 
 

ISSN 1680-0613_____________________________________________________________ 
 

 

 
 

294 

контрольных растений, что свидетель-

ствует об отсутствии изменений в коли-

честве мишеней для РНК-интерференции 

при участии miR775A. Количество интер-

ферирующих комплексов с мик-

 
Рис. 3. Денситограмма образцов РНК-интерферирующего комплекса с miR775A в ли-

стьях кукурузы в норме. 0, 1, 3, 6, 24 – растения, выдержанные в стандартных условиях в 

течение 1, 3, 6 и 24 часов. 

Fig. 3. Densitogram of samples of the RNA interfering complex with miR775A in corn 

leaves under normal conditions. 0, 1, 3, 6, 24 stands for plants kept under standard conditions for 

1, 3, 6, and 24 hours. 

 
Рис. 4. Денситограмма образцов РНК-интерферирующего комплекса с miR775A в ли-

стьях кукурузы при гипоксии. 0, 1, 3, 6, 24 – растения, выдержанные в условиях гипоксии 

в течение 1, 3, 6 и 24 часов. 

Fig. 4. Densitogram of samples of the RNA interfering complex with miR775A in corn 

leaves under the conditions of hypoxia. 0, 1, 3, 6, 24 stands for plants kept under hypoxia condi-

tions for 1, 3, 6, and 24 hours. 
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роРНК775А в листьях кукурузы при ги-

поксическом стрессе не изменяется на 

протяжении 24 часов эксперимента. 

Мишенью чувствительных к гипоксии 

микроРНК, в частности miR775A, явля-

ются факторы транскрипции, принадле-

жащие к семействам MYB [20]. Белки 

MYB составляют большое семейство рас-

тительных транскрипционных факторов, 

члены которых выполняют множество 

функций в биологических процессах рас-

тений [21]. Транскрипционный фактор 

AtMYB2, индуцируемый гипоксией, дей-

ствует как ключевой регуляторный фак-

тор при индукции промотора фермента 

алкогольдегидрогеназы (ADH1) при низ-

ком уровне кислорода [22]. Это свиде-

тельствует об участии miR775A в регуля-

ции окислительного метаболизма, под-

вергающегося ингибированию при недо-

статке кислорода. 

Количественная оценка результатов 

денситометрического анализа электрофо-

реграмм указывает, что при нормоксии в 

образцах «Контроль 0ч» величина опти-

ческой плотности достигла 117 отн.ед, а в 

образце «Контроль 1ч» – 112 отн.ед. В об-

разце «Контроль 3ч» и «Контроль 6ч» оп-

тическая плотность достигла 118 отн.ед. 

В образце «Контроль 24ч» наблюдался 

скачок до 125 отн.ед. (табл. 1). Следова-

тельно, в норме в клетках листьев куку-

рузы находится стабильный уровень 

мРНК-мишени для miR775A, на что ука-

зывает практически постоянный уровень 

флуоресценции ROX при формировании 

интерферирующего комплекса. 

При гипоксии в образцах «Опыт 0ч» 

величина оптической плотности дости-

гала 118 отн.ед. В образцах «Опыт 1ч» и 

«Опыт 3ч» зафиксирована оптическая 

плотность величиной 150 отн.ед. и 147 

отн.ед., соответственно. В образцах 

«Опыт 6 ч» и «Опыт 24 ч» величина оп-

тической плотности увеличивалась и до-

стигла значений 153 и 158 отн.ед, соот-

ветственно (табл. 1). 

Увеличение флуоресценции ROX 

сформированных комплексов мРНК-

miR775A-зонд указывает на интенсифи-

кацию деградации мРНК-мишени за счет 

увеличения miR775A и образования 

большего количества интерферирующих 

комплексов. Интенсификация РНК-ин-

терференции с участием miR775A в ли-

стьях кукурузы при развитии гипоксии 

указывает на участие последней в нега-

тивной регуляции, обеспечивающей фор-

мирование ответной реакции клеточного 

метаболизма на стрессовое воздействие. 

Заключение 

На первом этапе нами успешно прове-

дена экстракция тотальной РНК из зеле-

ных листьев кукурузы с последующей об-

ратной транскрипцией мРНК. Для экс-

тракции РНК применяли фенол-хлоро-

формную экстракцию со специфическим 

осадителем РНК – хлоридом лития. Ос-

новной принцип предполагает взаимо-

действие между сахаром рибозы РНК и 

положительными катионами (литием), 

Таблица 1. Количественные характеристики флуоресценции комплекса мРНК- miR775A-

ROX в образцах суммарной РНК из листьев кукурузы в норме и при гипоксии 

Table 1. Quantitative characteristics of fluorescence of mRNA- miR775A-ROX complex in sam-

ples of the total RNA from corn leaves under normal conditions and under conditions of hypoxia 

 Время эксперимента, ч 

0 1 3 6 24 

И
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норма 117 112 118 118 125 

гипоксия 118 150 147 153 158 
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что позволяет образовывать комплексы 

только с РНК, осаждаемые в присутствии 

этанола, не допуская присутствия ДНК и 

белка [23]. Применение этого вещества 

позволило выделить общую РНК практи-

чески без следов деградации.  

Оценка образования РНК-интерфери-

рующего комплекса с помощью специфи-

ческого ROX-содержащего зонда пока-

зала, что микроРНК miR775А действует 

по пути РНК-интерференции, связываясь 

с комплексом RISC, и посттранскрипци-

онно взаимодействует с комплементар-

ной ей мРНК. 

Количественная оценка интенсивно-

сти флуоресценции образованного ком-

плекса мРНК-miR775A-зонд по эмиссии 

ROX свидетельствует об увеличение ана-

лизируемого показателя в образцах, вы-

деленных из листьев кукурузы в усло-

виях гипоксического стресса. Наиболь-

шая интенсивность флуоресценции 

наблюдалась на 24 час стрессового воз-

действия, в то время как в нормоксии ве-

личина данного показателя практически 

не изменялась на протяжении всего экс-

перимента. 

Электрофоретическое разделение 

мРНК суммарной вытяжки клеточной 

РНК в 1% агарозном геле, основанное на 

различии их молекулярных масс, позво-

лило провести количественную оценку 

формирования интерферирующих ком-

плексов с miR775A. Результаты исследо-

вания свидетельствуют, что в нормоксии 

и при гипоксическом воздействии на рас-

тения кукурузы в клетках листьев форми-

руется только один комплекс, основан-

ный на комплементарном взаимодей-

ствии мРНК-мишени и флуоресцентного 

специфического зонда miR775A-ROX. 

Формирование единственного дуплекса 

мРНК-miR775A указывает на регуляцию 

формирования белкового компонента, 

кодируемого данной мРНК. Белки MYB, 

выполняющих регуляторную функцию в 

биологических процессах растений, явля-

ются мишенью для микроРНК775А [21]. 

Следовательно, при гипоксии в клетках 

листьев кукурузы микроРНК775А кон-

тролирует количество транскрипцион-

ного фактора семейства MYB, регулиру-

ющего клеточный ответ в стрессовых 

условиях. 
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ленную в этой статье. 
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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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методы контроля безопасности
и подлинности продуктов
питания и кормов



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Цена свободная 

 

Подписка по каталогу «Почта России», 

подписной индекс ПН132 

 

При перепечатке и цитировании 

ссылка на «Сорбционные и хроматографические процессы»  

обязательна 
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