
 

СОРБЦИОННЫЕ И ХРОМАТОГРАФИЧЕСКИЕ 

ПРОЦЕССЫ 

Научный журнал 

Выходит 6 раз в год 

 

Том 24, № 3, 2024 
 

ISSN 1680-0613 
УЧРЕДИТЕЛЬ: 

ФГБОУ ВО «Воронежский  

государственный университет» 
 

Журнал основан в декабре 2000 г.  
 

Журнал зарегистрирован Федеральной 

службой по надзору за соблюдением 

законодательства в сфере массовых 

коммуникаций и охране культурного 

наследия. Свидетельство ПИ № ФС77-

28319 от 15 июня 2007 года 
 

Журнал включен в Перечень рецензи-

руемых научных изданий, в которых 

должны быть опубликованы основные 

научные результаты диссертаций на 

соискание ученой степени кандидата 

наук, на соискание ученой степени 

доктора наук. 
 

Журнал принимает публикации и ста-

тьи по специальностям: 1.4.1. Неорга-

ническая химия (химические науки), 

1.4.2. Аналитическая химия (химиче-

ские науки), 1.4.4. Физическая химия 

(химические науки), 1.4.6. Электрохи-

мия (химические науки), 1.4.7. Высо-

комолекулярные соединения (химиче-

ские науки), 1.4.9. Биоорганическая 

химия (химические науки), 1.4.10. 

Коллоидная химия (химические 

науки), 1.5.4. Биохимия (биологиче-

ские науки), 1.5.6. Биотехнология 

(биологические науки), 1.5.6. Биотех-

нология (химические науки) 
 

Индексируется:  

Scopus, РИНЦ, RSCI, Chemical 

Abstract, EBSCO, DOAJ, CrossRef 
 
При перепечатке ссылка на «Сорбционные и 

хроматографические процессы» обязательна 

 

Адрес редакции, издателя: 

394018, Воронеж, Университетская пл., 1, 

Воронежский государственный 

университет 

Тел. (473) 220-89-32. 

E-mail: journal@chem.vsu.ru 

http://www.sorpchrom.vsu.ru 

 

 

 
ГЛАВНЫЙ РЕДАКТОР:  

В.Ф. Селеменев, д-р хим.наук, проф. (Воронеж) 

 

ЗАМЕСТИТЕЛИ ГЛАВНОГО РЕДАКТОРА:  

А.К. Буряк, д-р хим.наук, проф. (ИФХЭ РАН, Москва) 

О.Б. Рудаков, д-р хим.наук, проф. (ВГТУ, Воронеж) 

 

РЕДКОЛЛЕГИЯ:  

О.В. Бобрешова, д-р хим.наук, проф. (Воронеж) 

Е.В. Бутырская, д-р хим.наук, проф. (Воронеж) 

В.И. Васильева, д-р хим.наук, проф. (Воронеж) 

А.М. Долгоносов, д-р хим. наук, вед. науч. сотр.  

(ГЕОХИ РАН, Москва) 

В.И. Дейнека, д-р хим.наук, проф. (НИУ «БелГУ», Белгород) 

А.Н. Зяблов, д-р хим.наук, проф. (Воронеж) 

Т.В. Елисеева., канд. хим.наук, доц. (Воронеж) 

А.Т. Епринцев, д-р биол.наук, проф. (Воронеж) 

В.А. Иванов, д-р хим.наук, проф. (МГУ, Москва) 

C.И. Карпов, д-р хим.наук, доц. (Воронеж) 

Т.А. Кравченко, д-р хим.наук, проф. (Воронеж) 

С.Н. Ланин, д-р хим.наук, проф. (МГУ, Москва) 

В.М. Мухин, д-р техн.наук, проф. (НПО «Неорганика», 

Электросталь) 

Б.Ф. Мясоедов академик РАН, д-р хим.наук, проф.  

(ИФЭХ РАН, Москва) 

П.Н. Нестеренко д-р хим.наук, проф. (МГУ, Москва) 

И.А. Платонов, д-р техн.наук, проф. (СГАУ, Самара) 

Т.Н. Попова, д-р биол.наук, проф. (Воронеж) 

SenGupta Arup, Ph.D., prof. (Lehigh University,  

Bethlehem, U.S.A) 

С.М. Староверов, д-р хим.наук (МГУ, Москва) 

Р.Х. Хамизов, д-р хим.наук (ГЕОХИ РАН, Москва) 

В.Ю. Хохлов, д-р хим.наук, проф. (Воронеж) 

О.А. Шпигун, член-корреспондент РАН (МГУ, Москва) 

 

Ответственные секретари:  

И.В. Воронюк, канд. хим.наук (Воронеж) 

Л.Н. Коломиец, канд. хим.наук (ИФЭХ РАН, Москва),  

 

Материалы журнала доступны по лицензии Creative Commons 

"Attribution” («Атрибуция») 4.0 

 
©Воронежский государственный университет, 2024 

 

 

 

 



 

SORBTSIONNYE I KHROMATOGRAFICHESKIE PROTSESSY 

(SORPTION AND CHROMATOGRAPHY PROCESSES) 
 

Scientific journal 

Published 6 times per year 
  

Volume 24, No 3, 2024 
 

ISSN 1680-0613 
FOUNDER: 

Voronezh State University 
 

Journal was founded in December 2000 
 

Journal has been registered by Federal 

Service for Supervision for Compliance 

with the Law in the Sphere of Mass 

Communications and Cultural Heritage 

Protection. Certificate PI № FS 77-28319 

from 15 June 2007. 
 

The journal is included in the List of Rus-

sian Peer-Reviewed Scientific Journals 

recommended by the Higher Attestation 

Commission of the Russian Ministry of 

Education and Science that publishes dis-

sertation abstracts submitted as partial 

fulfillment of the requirements for the 

degrees of Candidate and Doctor 

Sciences. 
 

The journal accepts publications and arti-

cles on specialties: 1.4.1. Non-organic 

chemistry (chemical sciences), 1.4.2. 

Analytical Chemistry (Chemical scienc-

es), 1.4.4. Physical Chemistry (Chemical 

Sciences), 1.4.6. Electrochemistry (Chem-

ical sciences), 1.4.7. High Molecular 

Compounds (Chemical sciences), 1.4.9. 

Bioorganic Chemistry (Chemical scienc-

es), 1.4.10. Colloidal Chemistry (chemical 

sciences), 1.5.4. Biochemistry (biological 

sciences), 1.5.6. Biotechnology (biologi-

cal sciences), 1.5.6. Biotechnology 

(Chemical sciences) 
 

Journal is indexed: Russian Scientific 

Index Citations, Scopus, Chemical Ab-

stract, EBSCO, DOAJ, CrossRef 
 

Editorial Board Office, Publisher: 

1, Universitetskaya pl., 394018,  

Voronezh, Russian Federation 

Phone number +7 (473) 220-89-32. 

 

E-mail: journal@chem.vsu.ru 

http://www.sorpchrom.vsu.ru 

 

 

 

 

EDITOR-IN-CHIEF:  

V.F. Selemenev, Prof., Dr.Sc. (Voronezh) 

 

DEPURY-EDITORS-IN-CHIEF: 

A.K. Buryak, Dr.Sc., Prof. (IPCE RAS, Moscow) 

O.B. Rudakov, Dr.Sc., Prof. (VSTU, Voronezh) 

 

EDITORIAL BOARD: 

O.V. Bobreshova, Dr.Sc., Prof. (Voronezh) 

E.V. Butyrskaya, Dr.Sc., Prof. (Voronezh) 

V.I. Vasil’eva, Dr.Sc., Prof. (Voronezh) 

A.M. Dolgonosov, Leading scientific researcher  

(GEOKHI RAS, Moscow) 

V.I. Deineka, Dr.Sc., Prof., (Belgorod State National 

Research University, Belgorod) 

A.N. Zyablov, Dr.Sc., Prof. (Voronezh) 

T.V. Eliseeva, Ph.D. (Voronezh) 

A.T. Eprintcev, Dr.Sc., Prof. (Voronezh) 

V.A. Ivanov, Dr.Sc., Prof. (MSU, Moscow) 

S.I. Karpov, Dr. Sc., Assoc. Prof. (Voronezh) 

T.A. Kravchenko, Dr. Sc., Prof. (Voronezh) 

S.N. Lanin, Dr.Sc., Prof. (MSU, Moscow) 

V.M. Mukhin, Dr.Sc., Prof. (SPA «Neorganika», Electoslal’) 

B.F. Myasoedov, Academician of the RAS, Dr.Sc., Prof.  

(IPEC RAS, Moscow) 

P.N. Nesterenko, Dr.Sc., Prof. (MSU, Moscow) 

I.A. Platonov, Dr.Sc., Prof. (SSAU, Samara) 

T.N. Popova, Dr.Sc., Prof. (Voronezh) 

SenGupta Arup, Ph.D., prof. (Lehigh University, 

Bethlehem, U.S.A) 

S.M. Staroverov, Dr.Sc., Prof. (MSU, Moscow) 

R.Kh. Khamizov, Dr.Sc., Prof. (GEOKHI RAS, Moscow) 

V.Yu. Khokhlov, Dr.Sc., Prof. (Voronezh) 

O.A. Shpigun, corresponding member of the RAS  

(MSU, Moscow) 

 

Responsible secretaries:  

I.V. Voronyuk, Ph.D. (Voronezh) 

L.N. Kolomietz, Ph.D. (IPCE RAS, Moscow) 

 

When reprinting the materials, a 

reference to the Sorbtsionnye i khromatograficheskie protsessy 

must be cited 

 

All the material of the journal are available under Creative Com-

mons Attribution’ 4.0 license 

 
© Voronezh State University, 2024 



 

 

СОРБЦИОННЫЕ 

И ХРОМАТОГРАФИЧЕСКИЕ ПРОЦЕССЫ 

2024, Том 24, №3 
 

 
СОДЕРЖАНИЕ        CONTENTS 

 
 

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ 

 

Максимов Г.С., Шемякина А.О., 

Ужель А.С., Чернобровкина А.В. 

Изучение хроматографических 

свойств гиперразветвленного цвит-

терионного сорбента на основе си-

ликагеля в режиме гидрофильной 

хроматографии 

304-320 Maksimov G.S., Shemiakina A. O., 

Uzhel A.S., Chernobrovkina A.V. 

Study of chromatographic properties of 

the developed hyperbranched zwitteri-

onic silica-based stationary phase for 

hydrophilic interaction liquid chroma-

tography 

Шапошник А.В., Звягин А.А., 

Арефьева О.А., Рябцев С.В., 

Дьяконова О.В., Васильев А.А. 

Хемосорбция водорода на оксидах 

металлов с добавками оксида 

палладия (II) 

321-334 Shaposhnik A.V., Zvyagin A.A., 

Arefieva O.A., Ryabtsev S.V., 

Dyakonova O.V., Vasilyev A.A. 

Chemisorption of hydrogen on metal 

oxides with palladium (II) oxide 

additives 

Саранов И.А., Рудаков Я.О., 

Рудаков О.Б., Селеменев В.Ф., 

Полянский К.К., Лукин А.Н. 

Методы ГЖХ, ДСК и ИК-

спектроскопии в изучении коровьего 

молочного жира 

335-352 Saranov I.A., Rudakov Ya.O., 

Rudakov O.B., Selemenev V.F., 

Polyansky K.K., Lukin A.N. 

GLC, DSC, and IR spectroscopy meth-

ods in the study of bovine milk fat 

Шаяхметова Р.Х., Гуськов В.Ю. 

Молекулярно-динамическое 

моделирование адсорбции оптиче-

ских изомеров лейцина на хиральной 

супрамолекулярной поверхности 

γ-глицина 

353-363 Shayakhmetova R. h., Guskov V.Yu. 

Molecular-dynamic modelling 

of the adsorption of optical isomers 

of leucine on the chiral supramolecular 

surface of γ-glycine 

Коневник Ю.В., Мартынов К.В., 

Кулюхин С.А., Захарова Е.В. 

Влияние продуктов выщелачивания 

натрий-алюмофосфатного стекла на 

сорбционное поведение глин по от-

ношению к радионуклидам 

364-372 Konevnik Yu.V., Martynov K.V., 

Kulyukhin S.A., Zakharova E.V. 

Influence of Na-Al phosphate glass 

leachates in clays sorption behavior 

toward radionuclides 

Гриневич О.И., Шолохова А.Ю., 

Матюшин Д.Д. 

Особенности удерживания азотсо-

держащих гетероциклических со-

единений в режимах обращенно-

фазовой и гидрофильной ВЭЖХ-МС 

 

 

 

373-385 Grinevich O.I., Sholokhova A.Yu., 

Matyushin D.D. 

The retention features of nitrogen-

containing heterocy-clic compounds in 

reversed-phase and hydrophilic HPLC-

MS modes 

НАУЧНЫЙ ЖУРНАЛ  

 
Выходит 6 раз в год 



 

Агарков А.А., Попов С.С., 
Попова Т.Н. 

Активность глутатионредуктазы при 

нарушении функции печени и регу-

ляция интермедиатами цикла Кребса 

каталитического действия фермента, 

выделенного с помощью хромато-

графических методов 

386-394 Agarkov A.A., Popov S.S., 

Popova T.N. 

The activity of glutathione reductase 

under impaired liver function and regu-

lation by the Krebs cycle intermediates 

of the catalytic action of the enzyme 

isolated by chromato-graphic methods 

Анохина Г.Б., Плотникова Е.В., 

Епринцев А.Т. 

Определение молекулярной массы 

нативных молекул изоформ γ-

гидроксибутиратдегидрогеназы, полу-

ченных из проростков кукурузы (Zea 

mays L.), методом гель-хроматографии 

395-402 Anokhina G.B., Plotnikova E.V., 

Eprintsev A.T. 

Determination of the molecular weight of 

native molecules of γ-hydroxybutyrate 

dehydrogenase isoforms obtained from 

maize (Zea mays L.) seedlings by gel 

chromatography 

Лавлинская М.С., Сорокин А.В., 

Гончарова С.С., Кондратьев М.С., 

Михайлова А.А., Кузнецов Е.И., 

Балбеков Н.А., Холявка М.Г., 

Артюхов В.Г. 

Исследование особенностей взаимо-

действия поверхности бромелина и 

карбоксиметилцеллюлозы в процессе 

их адсорбционной иммобилизации 

403-414 Lavlinskaya M.S., Sorokin A.V., 

Goncharova S.S., Kondratiev M.S., 

Mikhaylova A.A., Kuznetsov E.I., 

Balbekov N.A., Holyavka M.G., 

Artyukhov V.G. Study of bromelain 

and carboxymethyl cellulose surface 

in-teraction features in the process of 

their adsorption immobilisation 

Чернышова Е.В., Крутских Е.П., 

Бабенкова П.И., Нестерова В.В., 

Певзнер И.Б., Плотников Е.Ю., 

Гуреев А.П. 

Влияние ресвератрола на сорбцию 

фосфорилированного TAU-белка и 

MAPT на PVDF-мембрану в мышиной 

модели болезни Альцгеймера 

415-425 Chernyshova E.V., Krutskikh E.P., 

Babenkova P.I., Nesterova V.V., 

Pevzner I.B., Plotnikov E.Yu., 

Gureev A.P. 

Influence of resveratrol on the sorption of 

phosphorylated tau protein and MAPT on 

the PVDF mem-brane in a mouse model 

of Alzheimer’s disease 

Гатауллина М.О., Епринцев А.Т. 

Применение ионообменной хромато-

графии для очистки глиоксила-

тредуктазы из листьев кукурузы и 

исследование ее характеристик 

426-431 Gataullina M.O., Eprintsev A.T. 

 Using ion exchange chromatogphy for 

the purification of glyoxylate reduc-

tase from corn leaves and studying its 

characteristics 

 



 

Сорбционные и хроматографические процессы. 2024. Т. 24, № 3. С. 304-320. 

Sorbtsionnye i khromatograficheskie protsessy. 2024. Vol. 24, No 3. pp. 304-320. 
 

ISSN 1680-0613_____________________________________________________________ 
 

 

© Максимов Г. С., Шемякина А. О., Ужель А. С., Чернобровкина А. В., 2024 

 

304 

 

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ 
 

Научная статья 

УДК 543.544 

doi: 10.17308/sorpchrom.2024.24/12234 
  

Изучение хроматографических свойств  

разработанного гиперразветвленного цвиттер-ионного сорбента 

на основе силикагеля в режиме гидрофильной хроматографии 
 

Григорий Сергеевич Максимов, Анна Олеговна Шемякина, 

Анна Станиславовна Ужель, Алла Валерьевна Чернобровкина✉ 

Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова, Москва, Россия, 

chernobrovkina@analyt.chem.msu.ru✉ 

 
Аннотация. Целью данной работы являлось получение неподвижной фазы для гидрофильной хрома-

тографии с гиперразветвленным функциональным слоем, содержащей цвиттер-ионные группы, и изу-

чение её хроматографических свойств с использованием модельных веществ разнообразных кислотно-

основных характеристик. В качестве системы для тестирования взаимодействий аналитов с неподвиж-

ной фазой применяли набор подвижных фаз различной кислотности, содержащих 90 об.% ацетонит-

рила. Для оценки вклада ионного обмена в удерживание заряженных соединений при крайних рассмат-

риваемых значениях рН проводили варьирование концентрации элюирующего иона. 

Было установлено, что во всём диапазоне pw
w H подвижной фазы от 2.85 до 5.76 ( pw

s H 5.5-9.2) у сорбента 

преобладали анионообменные свойства, которые были обеспечены влиянием четвертичных амино-

групп, сформированных в первом и втором функциональных слоях на поверхности матрицы. Это при-

вело к низким факторам удерживания катиона тиамина, характеризующегося высокой гидрофильно-

стью (log D = -4.20), во всех рассматриваемых условиях. Однако факторы удерживания и вклад ионного 

обмена для органических анионов значительно снижались с ростом рН, что, по-видимому, было вы-

звано увеличением степени диссоциации карбоксильных, остаточных силанольных и протонирован-

ных аминогрупп сорбента. При этом было отмечено уменьшение удерживания нейтральных аналитов, 

что, вероятно, было вызвано снижением толщины приповерхностного водного слоя неподвижной 

фазы, принимающего непосредственное участие в механизме распределения, и возможным измене-

нием силы адсорбционных взаимодействий. 

Для слабых кислот были получены неожиданные зависимости удерживания при варьировании состава 

подвижной фазы. Для бензойной кислоты, практически недиссоциированной при pw
w H элюента, равном 

2.85, установлен высокий вклад ионного обмена – вплоть до 80% при 1.25 мМ концентрации элюиру-

ющего иона в подвижной фазе. В случае ксантина показан существенный рост факторов удерживания 

и вклада электростатических взаимодействий с увеличением рН элюента, что не согласовалось с вели-

чиной его pw
w K𝑎 , равной 7.60. Отмеченные наблюдения свидетельствовали в пользу применения водно-

органической шкалы рН при работе в гидрофильном режиме хроматографии и учёта влияния ионного 

обмена на удерживание аналитов даже при низкой степени их диссоциации. 

Таким образом, разработанный способ создания гиперразветвленного цвиттер-ионного функциональ-

ного слоя на поверхности 3-аминопропилсиликагеля обеспечил получение неподвижной фазы с преоб-

ладающими анионообменными свойствами в рабочем диапазоне рН. Варьирование кислотности и кон-

центрации буферного раствора подвижной фазы позволило подбирать условия эффективного и селек-

тивного разделения многокомпонентной смеси, содержащей вещества различной гидрофильности и 

заряда. 

Ключевые слова: гидрофильная хроматография, цвиттер-ионный сорбент, подвижная фаза, механизм 

удерживания. 
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Abstract. The aim of this work was to obtain a separation material with hyperbranched functional layer con-

taining zwitterionic groups for hydrophilic interaction liquid chromatography and to characterize solute-adsor-

bent interactions using test compounds of various acid-base properties. A set of mobile phases with varying 

acidity containing 90 vol.% of acetonitrile were used for testing the interactions of analytes with the stationary 

phase. The concentration of the eluting ion was varied in order to evaluate the contribution of ion exchange to 

the retention of charged compounds at the extremes of considered pH values.  

It was found that throughout the entire pw
w H range of mobile phase from 2.85 to 5.76 ( pw

s H 5.5-9.2), the adsor-

bent provided predominantly anion-exchange properties. It was caused by the quaternary amino groups formed 

in the first and second functional layers on the surface of the substrate. As a result, low retention factors under 

all the conditions for highly hydrophilic cation thiamine (log D = -4.20) were obtained. However, the retention 

factors and ion exchange contribution for organic anions decreased significantly with increasing pH. It was 

likely caused by an increase in dissociation of carboxyl, residual silanol and protonated amino groups of the 

stationary phase. At the same time, a decrease of the neutral analytes’ retention was noted. This was probably 

caused by a decrease of the adsorbed aqueous layer thickness of the stationary phase, which was directly in-

volved in partitioning mechanism. Moreover, a possible change in the strength of adsorption solute-adsorbent 

interactions was involved. 

Unexpected retention dependences were obtained for weak acids, when the composition of the mobile phase 

was varied. For benzoic acid, practically undissociated at pw
w H 2.85 of the eluent, a high contribution of ion 

exchange to its retention was established up to 80% at 1.25 mM concentration of the eluting ion in the mobile 

phase. A significant increase in retention factors and the contribution of electrostatic interactions was shown 

for xanthine with increasing eluent pH, which was not consistent with its pw
w K𝑎  value of 7.60. The observations 

indicated in favor of using aqueous-organic pH scale when working in the hydrophilic interaction liquid chro-

matography mode and taking into account the influence of ion exchange on the retention of analytes even at a 

low degree of their dissociation. 

Thus, the developed method for creating a hyperbranched zwitterionic functional layer on the surface of 3-

aminopropylsilica lead to the production of a stationary phase with predominant anion-exchange properties in 

the working pH range. Varying the acidity and concentration of the buffer solution of the mobile phase allowed 

to select the conditions suitable for the separation of a multicomponent mixture containing substances of dif-

ferent hydrophilicity and charge. 

Keywords: hydrophilic interaction liquid chromatography, zwitterionic stationary phase, mobile phase, reten-

tion mechanism. 
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Введение 

Гидрофильная хроматография (ГИХ) 

представляет собой перспективный ме-

тод определения полярных органических 

соединений и находит широкое примене-

ние в таких областях как фармакология, 

протеомика, метаболомика [1,2]. В дан-

ном варианте хроматографии используют 

полярные неподвижные фазы – в основ-

ном силикагель, модифицированный раз-

нообразными функциональными груп-

пами [3], и полярные элюенты, содержа-

щие менее 40 об.% водной компоненты 

[2]. В режиме ГИХ за счет взаимодей-

ствий различной природы реализуется 

сложный механизм удерживания, кото-

рый в основном представлен процессами 

распределения, адсорбции и ионного об-

мена [2]. Это позволяет обеспечивать 

уникальную селективность разделения не 

только веществ, отличающихся по гидро-

фильности, но и обладающих заряжен-

ными фрагментами в своей структуре [4]. 

Характеристики разделения в первую 

очередь определяются свойствами непо-

движной фазы. 

Одними из наиболее востребованных 

неподвижных фаз для ГИХ, характеризу-

ющихся повышенной гидрофильностью 

[5], являются цвиттер-ионные сорбенты. 

Благодаря наличию в их функциональ-

ном слое групп разных зарядов электро-

статические взаимодействия противопо-

ложного действия (притяжение и оттал-

кивание) с ионизированными аналитами  

скомпенсированы, а распределение и ад-

сорбция вносят существенный вклад в 

удерживание [6]. При этом простран-

ственное разделение заряда на поверхно-

сти сорбента приводит к уникальной воз-

можности одновременного определения 

противоположно заряженных соедине-

ний [7]. Однако число подобных коммер-

чески доступных сорбентов невелико, к 

ним относятся колонки SeQuant ZIC-

HILIC, ZIC-pHILIC, ZIC-cHILIC, а также 

Syncronis HILIC и несколько аналогов. 

Разработка новых неподвижных фаз с 

различной структурой цвиттер-ионного 

функционального слоя позволит устано-

вить способы управления их селективно-

стью и создать сорбент с повышенной 

разделяющей способностью. Перспек-

тивным подходом может служить форми-

рование гиперразветвленного функцио-

нального слоя на поверхности силикагеля 

с возможностью введения цвиттер-ионов 

как во внутреннюю, так и во внешнюю 

его часть [8]. К числу преимуществ ги-

перразветвленных сорбентов относится 

возможность экранирования матрицы, 

что позволяет надежнее контролировать 

ионообменные свойства, а также улучше-

ния селективности разделения соедине-

ний разной природы при варьировании 

количества привитых функциональных 

слоев.  

В практике ГИХ существует необхо-

димость описания свойств неподвижных 

фаз с целью их дальнейшего подбора для 

решения определенных аналитических 

задач. Наиболее распространенным сред-

ством характеризации гидрофильных не-

подвижных фаз является тест Танака [9]. 

Однако его результаты не могут полно-

стью предсказать хроматографические 

возможности сорбентов, так как описы-

вают их свойства при фиксированном со-

ставе подвижной фазы. Для более по-

дробной характеризации взаимодействий 

сорбат-сорбент в гидрофильном режиме 

следует рассматривать влияние состава 

элюента на свойства неподвижной фазы. 

От условий эксперимента существенно 

зависит реализация ионного обмена. 

Кислотность подвижной фазы, кото-

рая определяет степень диссоциации как 

групп на поверхности сорбента, так и ана-

лита, является ключевым параметром, ре-

гулирующим электростатические взаи-

модействия в системе и, как следствие, 

существенно влияющим на селектив-

ность разделения смесей [10]. По удержи-

ванию соединений, имеющих постоян-

ный заряд, было показано уменьшение 

числа протонированных аминогрупп у 

аминофазы [11] и увеличение степени 
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диссоциации силанольных групп у сили-

кагеля [12] при возрастании рН элюента. 

Для нейтральных и цвиттер-ионных фаз 

на основе силикагеля также было отме-

чено увеличение их катионообменных 

свойств за счёт диссоциации немодифи-

цированных силанольных групп [13,14]. 

Кроме того необходимо учитывать сте-

пень диссоциации самого определяемого 

вещества, влияющую на его гидрофиль-

ность и возможность реализации элек-

тростатических взаимодействий с непо-

движной фазой [15]. 

Для понимания характера взаимодей-

ствий у поверхности неподвижной фазы 

важным является изучение влияния кон-

центрации буферного раствора подвиж-

ной фазы на удерживание определяемых 

соединений [16]. Увеличение концентра-

ции уменьшает силу электростатических 

взаимодействий в системе вследствие 

экранирования заряда групп сорбента, а 

также приводит к росту толщины припо-

верхностного водного слоя, определяю-

щего механизм распределения [13,14,17].  

Таким образом, чтобы подбирать не-

подвижную фазу и условия разделения, 

подходящие для конкретной задачи, 

необходимо детально рассматривать вза-

имодействия сорбат-сорбент в широком 

диапазоне условий. Целью данной ра-

боты было изучение свойств полученного 

синтетическим путем гиперразветвлен-

ного цвиттер-ионного сорбента на основе 

3-аминопропилсиликагеля посредством 

установления зависимости удерживания 

соединений разных классов в режиме 

гидрофильной хроматографии от рН и 

концентрации элюирующего иона в по-

движной фазе. 

Экспериментальная часть 

Получение сорбента. В качестве мат-

рицы использовали силикагель с приви-

тыми аминопропильными радикалами 

Диасфер-110-Амин, диаметр частиц 5 

мкм («БиоХиммак СТ», Россия).  

На первой стадии синтеза сорбента для 

закрепления и пространственного удале-

ния функциональных групп от поверхно-

сти матрицы модифицировали 3-амино-

пропилсиликагель, в качестве алкилиру-

ющего агента использовали 1,4-бутан-

диолдиглицидиловый эфир (1,4-БДДГЭ). 

12 г 3-аминопропилсиликагеля помещали 

в реактор объемом 150 см3, добавляли 80 

см3 дистиллированной воды и 12 см3 1,4-

БДДГЭ. Реакционную смесь перемеши-

вали с помощью мешалки при темпера-

туре 60ºС в течение 30 минут со скоро-

стью 700 об/мин. Далее сорбент отфиль-

тровывали на стеклянном пористом 

фильтре, промывали 300 см3 деионизо-

ванной воды, 100 см3 ацетонитрила и вы-

сушивали на воздухе. На второй стадии 

проводили аминирование полученного 

сорбента таурином: в реактор помещали 

4.5 г сорбента, 90 см3 воды и 2.53 г тау-

рина. Реакцию проводили при 60ºС и пе-

ремешивании со скоростью 700 об/мин в 

течение 60 минут. Далее проводили фор-

мирование второго слоя спейсера 

 
Рис. 1. Схема синтеза и предполагаемая структура гиперразветвленного цвиттер-ионного 

сорбента, модифицированного таурином и иминодиуксусной кислотой 

Fig. 1. Synthesis scheme and the proposed structure of a hyperbranched zwitterionic adsorbent 

modified with taurine and iminodiacetic acid 
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с 1,4-БДДГЭ. В качестве второго цвит-

тер-ионного слоя вводили иминодиуксус-

ную кислоту (рис.1). Количество добав-

ляемых реагентов при закреплении вто-

рого слоя увеличивали в два раза. 

Результаты элементного анализа для 

промежуточных этапов синтеза гиперраз-

ветвленного сорбента свидетельствовали 

о приросте функционального слоя в соот-

ветствии с увеличением доли углерода 

(от 5.84% С для матрицы до 12.65% С и 

0.03% S после введения первого слоя 

спейсера и таурина, 13.77% C после 

2 цикла модифицирования 1,4-БДДГЭ и 

14.28% после закрепления иминодиук-

сусной кислоты), а содержание серы яв-

лялось показателем успешного введения 

таурина в структуру сорбента. 

Заполнение хроматографической ко-

лонки проводили под давлением 250 бар, 

используя суспензию сорбента в растворе 

состава 0.1М KCl : этанол : 1,4-диоксан в 

соотношении 5:4:1. В качестве подвиж-

ной фазы использовали предварительно 

дегазированный ацетонитрил. Для 

набивки колонки использовали хлорид 

калия ч. д. а. (Panreac, Испания); этанол 

ч.д.а. (Лабтех, Россия); 1,4-диоксан ч.д.а. 

(Компонент-Реактив, Россия). 

Подвижная фаза. В качестве компо-

нентов подвижной фазы использовали 

ацетонитрил для ВЭЖХ «Компонент-ре-

актив», деионизованную воду (Merck 

Millipore). Для создания буферных си-

стем с требуемым значением рН исполь-

зовали ледяную уксусную кислоту 

(99.5%) Panreac, Испания; муравьиную 

кислоту (99.7%, Россия), гидроксид 

натрия ч.д.а. (Россия). Значения рН изме-

ряли как в водном растворе ( pw
w H), так и в 

подвижной фазе, содержащей 90 об.% 

ацетонитрила ( pw
s H) [18], с использова-

нием рН-метра, калиброванного по вод-

ным стандартным растворам. Довери-

тельный интервал для pw
s H составил ±0.1. 

Для создания pw
w H 2.85 ( pw

s H 5.5) исполь-

зовали муравьиную кислоту ( pw
w K𝑎 3.75) 

с общей концентрацией в водной части 

элюента 112, 224, 447 мМ, соответствую-

щей концентрации элюирующего аниона 

в подвижной фазе [ЭИ] – 5, 2.5, 1.25 мМ 

соответственно. Уксусную кислоту 

( pw
w K𝑎 4.76) использовали для создания 

104 мМ буферного раствора с pw
w H 4.26 

( pw
s H 7.6) ([ЭИ] = 2.5 мМ), а также для бу-

ферных систем с pw
w H 5.76 ( pw

s H 9.2) и об-

щей концентрации до добавления ацето-

нитрила, равной 27.5, 55, 82.5 мМ и соот-

ветствующей концентрации элюирую-

щего иона в подвижной фазе 2.5, 5, 7.5 

мМ. Буферные растворы готовили in situ 

путем титрования раствора кислоты 0.5 

М раствором гидроксида натрия, исполь-

зуя рН-метр «pH-420» («Аквилон», Рос-

сия), калиброванный по трем стандарт-

ным водным растворам со значениями 

pw
w H 4.01, 6.86 и 9.18. 

Тестовые соединения. Изучение взаи-

модействий сорбат-сорбент при измене-

нии состава подвижной фазы проводили 

на основании измерения факторов удер-

живания 11 тестовых соединений различ-

ных классов (табл. 1), включающих кати-

оны (TMPAC, VBTMAC, B1), анионы 

(SPTS, SPSS), слабые кислоты (ксантин, 

бензойная кислота), слабые основания 

(бензиламин), а также нейтральные веще-

ства (урацил, уридин, цитозин). При этом 

в каждой группе аналиты различались по 

своей гидрофильности в соответствии с 

параметром Ханша (logP, logD) следую-

щим образом: VBTMAC < TMPAC < В1; 

SPSS < SPTS; урацил < уридин < цитозин. 

Для веществ, способных изменять заряд в 

зависимости от кислотности среды, были 

рассчитаны коэффициенты распределе-

ния в системе н-октанол/вода для двух 

форм их существования в растворе. Фак-

торы удерживания всех соединений рас-

считывали относительно времени удер-

живания толуола х. ч. (Компонент-Реак-

тив, Россия), соответствующего маркеру 

мертвого времени в режиме гидрофиль-

ной хроматографии. Пробы готовили в 

смеси вода/ацетонитрил 10/90 об.%, соот-

ветствующей составу подвижной фазы. 

Времена удерживания тестовых аналитов 
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устанавливали по хроматограммам для 

индивидуальных растворов. 

Оценка вклада ионного обмена. Для 

заряженных соединений получали зави-

симости факторов удерживания от кон-

центрации элюирующего иона [ЭИ] в 

форме уравнения ионного обмена: 

k’=f(1/[ЭИ]). При экстраполяции на бес-

конечно большую концентрацию ЭИ, ко-

гда ионный обмен полностью подавлен, 

k’IEX=0, были получены факторы удержи-

Таблица 1. Структурные формулы исследуемых соединений, физико-химические свой-

ства, концентрации в индивидуальных растворах и в модельной смеси 

Table 1. Structures of the test compounds, their physicochemical properties, and the concentra-

tions in single runs and in the mixture  

Соединение 
Структурная 

формула 
logP* pw

w K𝑎* logD* 

Концентра-

ция в инди-

видуаль-

ном рас-

творе, 

мг/ дм3 

Концентра-

ция в смеси, 

мг/дм3 

TMPAC, хло-

рид триме-

тилфенилам-

мония  

 
- - −1.45 100 130 

VBTMAC, 

хлорид (ar-ви-

нилбензил)-

триметилам-

мония 

 - - −1.22 100 - 

B1, тиамин 

 
- - −4.20 100 2 

SPTS, п-толу-

олсульфонат 

натрия  
- - −2.57 100 235 

SPSS, п-сти-

ролсульфонат 

натрия  
- - −3.39 100 - 

бензойная 

кислота 
 

1.56 4.20 −1.59 100 120 

ксантин 

 

−0.73 7.60 −1.13 10 10 

бензиламин 

 
1.36 9.33 −1.74 500 100 

урацил 

 

−1.04 - - 100 - 

уридин 

 

−1.58 - - 100 5 

цитозин 

 
−1.73 - - 10 10 

*параметры рассчитаны при помощи функционала программы ACD/Labs 12.01 (Канада). Величины 

logD относятся к заряженным формам соединений. 
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вания, вызванные неэлектростатиче-

скими взаимодействиями k’ГИХ [19,20]. 

Принимая постоянными величины k’гих, 

определяли вклады ионного обмена в 

удерживание соединений для всех значе-

ний концентрации элюирующего иона. 

При этом общее удерживание рассматри-

вали как сумму k’гих и k’IEX.  

Для ионизируемых в исследуемом 

диапазоне кислотности соединений 

также рассчитывали влияние электроста-

тических взаимодействий на общее изме-

нение удерживания Δk’IEX/Δk’ при варьи-

ровании pH: 
∆𝑘′

𝐼𝐸𝑋

∆𝑘′
(pH1 → pH2) =

𝑘′
𝐼𝐸𝑋(pH2) − 𝑘′

𝐼𝐸𝑋(pH1)

𝑘′
2(pH2) − 𝑘′

1(pH1)

=
(𝑘′

2
(pH2) − 𝑘′

ГИХ(pH2)) − (𝑘′
1

(pH1) − 𝑘′
ГИХ(pH1))

𝑘′
2(pH2) − 𝑘′

1(pH1)
  

где k’ГИХ – соответствует свободному 

члену зависимости в форме уравнения 

ионного обмена. 

Оборудование. Для проведения син-

теза сорбента использовали следующее 

оборудование: термостат («Memmert», 

Германия), водоструйный насос, ме-

шалка Metrohm 802, термостатируемый 

сосуд для титрования Metrohm на 150 см3. 

В работе использовали стальную колонку 

размером 100 × 3 мм, которую заполняли 

при помощи пневмонасоса Knauer K-

1900 (Knauer, Германия) с воздушным 

компрессором Fini (Италия). 

Для отбора точной аликвоты исполь-

зовали автоматические дозаторы 

LABMATE объемом 10-100, 20-200, 100-

1000 и 1000-5000 мкл с пределом допу-

стимой погрешности измерения не более 

±5% («HTL», Польша). Взятие навесок 

проводили на весах Explorer Pro («Ohaus 

Corporation», США), точность которых 

составляла 0.0001 г. 

Для проведения хроматографического 

эксперимента использовали: жидкостной 

хроматограф Vanquish Flex с флуорес-

центным детектором FLD и диодно-мат-

ричным детектором DAD (Thermo Scien-

tific, США); жидкостной хроматограф Di-

onex UltiMate 3000, оснащенный четы-

рехканальным градиентным насосом, ав-

томатической системой ввода пробы, тер-

мостатом колонки, диодным спектрофо-

тометрическим детектором. Хромато-

граммы регистрировали с помощью пер-

сонального компьютера и программного 

пакета Chromeleon 7 (Thermo Fisher 

Scientific, США). Также применяли эле-

ментный анализатор PerkinElmer 2400 Se-

ries II CHNS Elemental Analyzer 

(PerkinElmer, Boston, США). 

Обсуждение результатов 

В результате проведения модифициро-

вания 3-аминопропилсиликагеля в соот-

ветствии со схемой на рис. 1 был получен 

новый цвиттер-ионный сорбент с гипер-

разветвленным функциональным слоем, 

во внутреннем слое которого содержа-

лись сильнокислотные сульфогруппы, во 

внешнем – карбоксильные, сформирован-

ные с использованием иминодиуксусной 

кислоты. Исходя из предполагаемой 

структуры продукта синтеза, можно ожи-

дать наличие постоянного положитель-

ного заряда за счет кватернизованного 

азота и отрицательного заряда за счет де-

протонированных сульфогрупп. Может 

возникать дополнительный отрицатель-

ный заряд при увеличении рН из-за дис-

социации карбоксильных групп в струк-

туре слоя, а также остаточных силаноль-

ных групп матрицы. Кроме того, в функ-

циональном слое возможно присутствие 

аминогрупп разной степени замещенно-

сти, величины pKa(BH+)w
w  которых ле-

жат в диапазоне 9-10. Однако, в подвиж-

ной фазе, насыщенной ацетонитрилом, 

эти величины снижены [21], поэтому 

ожидаемо уменьшение эффективного по-

ложительного заряда за счет депротони-

рования аминогрупп при увеличении 

pw
w H уже в выбранном рабочем диапа-

зоне. 

Для демонстрации свойств новой не-

подвижной фазы и изучения характера 

взаимодействий сорбат-сорбент варьиро-

вали два параметра подвижной фазы: 
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кислотность и концентрацию элюирую-

щего иона. Для установления изолиро-

ванного влияния каждого из факторов 

остальные условия фиксировали. В ре-

зультате получили зависимости факторов 

удерживания тестовых аналитов (табл. 1) 

от кислотности подвижной фазы. При 

pw
w H 2.85 и 5.76 оценили влияние концен-

трации элюирующего иона на удержива-

ние выбранных модельных веществ раз-

ных классов. 

Варьирование концентрации при 𝑝𝑤
𝑤 𝐻 

2.85. При низком pw
w H подвижной фазы, 

равном 2.85 ( pw
𝑠 H 5.5), своё влияние на 

удерживание ионизированных соедине-

ний могут проявлять разделенные в про-

странстве положительно заряженные ам-

мониевые- и аминогруппы, полученные 

при формировании первого и второго 

слоя спейсера в гиперразветвленной 

структуре (рис. 1), и отрицательно заря-

женные сульфогруппы во внутреннем 

 
Рис. 2. Величины факторов удерживания тестовых соединений: А) при pw

w H 2.85 в диапа-

зоне концентраций элюирующего иона 1.25-5 мМ; Б) при pw
w H 5.76 в диапазоне концен-

траций элюирующего иона 2.5-7.5 мМ; В) в диапазоне значений pw
w H 2.85-5.76 ( pw

𝑠 H 5.5-

9.2) при концентрации элюирующего иона 2.5 мМ. Все концентрации относятся к подвиж-

ной фазе. Условия: неподвижная фаза – Т-Б-ИД (размер колонки 3×100 мм); подвижная 

фаза - формиатный pw
w H 2.85 или ацетатный pw

w H 4.26 или 5.76 буферный раствор / ацето-

нитрил 10/90 об.%; скорость потока 1 см3/мин; УФ-детектирование при 254 нм. 

Fig. 2. Retention factors of the test compounds: А) at pw
w H 2.85 in the range of eluting ion con-

centrations1.25-5 mM; B) at pw
w H 5.76 in the range of eluting ion concentrations 2.5-7.5 mM; C) 

in the range of pw
w H 2.85-5.76 ( pw

𝑠 H 5.5-9.2) at eluting ion concentration 2.5 mM. All concentra-

tions belong to the mobile phase. Conditions: stationary phase – T-B-ID (column size 3×100 

mm); mobile phase – formate pw
w H 2.85 or acetate pw

w H 4.26 or 5.76 buffer solution / acetonitrile 

10/90 vol.%; flow rate 1 cm3/min; UV detection at 254 nm 
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слое, что может приводить к преоблада-

нию тех или иных ионообменных 

свойств. В данных условиях анионы 

сульфокислот имели высокие факторы 

удерживания (k’ до 45), а катионы 

TMPAC и VBTMAC не удерживались 

(рис. 2A), что свидетельствовало о преоб-

ладании анионообменных свойств сор-

бента. 

Для анионов и слабых кислот полу-

чили зависимости факторов удерживания 

от концентрации элюирующего иона в 

форме уравнения ионного обмена (рис. 3). 

Используя процедуру, описанную в Экс-

периментальной части (Оценка вклада 

ионного обмена), оценили их удержива-

ние за счёт неэлектростатических взаи-

модействий k’ГИХ (табл. 2), а также 

вклады ионного обмена (рис. 3). Было по-

казано, что электростатические взаимо-

действия объясняют до 100% удержива-

ния SPTS и SPSS при 1.25 мМ концентра-

ции формиат-аниона в подвижной фазе. 

Полученные данные подтвердили пред-

положение о характере свойств сорбента. 

Для бензойной кислоты наблюдали 

аналогичное сульфонатам увеличение 

удерживания с уменьшением концентра-

ции, при этом вклад ионного обмена в тех 

же условиях составил 80%. Однако, при 

pw
w H 2.85, если рассматривать степень 

диссоциации кислоты, опираясь на вод-

ную шкалу, в диссоциированной форме 

находилось около 4% молекул. Это спра-

ведливо и при рассмотрении степени дис-

социации в растворе с содержанием аце-

тонитрила 90%, в котором pw
𝑠 K𝑎  кислоты 

равна примерно 6.8 [21]. При этом для 

ксантина с более высоким значением кон-

станты кислотности (табл. 1) вклад ион-

ного обмена отсутствовал. Его фактор 

удерживания, как в случае нейтральных 

соединений, практически не зависел от 

концентрации элюирующего иона, что 

согласовалось с его нахождением в не-

диссоциированной форме при рассматри-

ваемом pw
w H. Слабое влияние концентра-

ции на удерживание нейтральных соеди-

нений (рис. 2А) было вызвано незначи-

тельным увеличением толщины припо-

верхностного водного слоя [17], опреде-

ляющей реализацию распределительного 

механизма удерживания. 

 
Рис. 3. Зависимости k’=f(1/[М−]), полученные при pw

w H 2.85 и 5.76 для диапазона кон-

центраций элюирующего иона 1.25-5 и 2.5-7.5 мМ соответственно. Проценты относятся к 

величине вклада ионного обмена в удерживание соединения. Коэффициенты корреляции 

r для всех зависимостей равны 1.000. Остальные условия приведены в подписи к рис. 2. 

Fig. 3. Depdencies k’=f(1/[М−]) obtained at pw
w H 2.85 and 5.76 for the range of eluting ion 

concentrations 1.25-5 and 2.5-7.5 mM, respectively. The percentages refer to impact of ion ex-

change mechanism to the compound retention. Correlation coefficients r for all dependencies are 

1.000. Other conditions are presented in the Fig. 2 caption. 
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Возможное объяснение высокого 

вклада ионного обмена в удерживание 

практически недиссоциированной бен-

зойной кислоты может быть связано со 

смещением положения кислотно-основ-

ного равновесия за счёт процесса обмена 

противоионов подвижной фазы на бен-

зоат-анионы у заряженных центров непо-

движной фазы. Результирующее время 

удерживания вещества при этом пред-

ставляет взвешенное среднее от времен 

удерживания каждой из его форм [15, 21]. 

Для подтверждения данного предположе-

ния будут проведены дополнительные 

эксперименты по оценке величины кон-

станты ионного обмена. 

Среди группы катионов незначи-

тельно удерживался тиамин, обладаю-

щий высокой гидрофильностью (logD 

−4.2), а также протонированный при дан-

ном pw
w H бензиламин (рис. 2А). При этом 

было отмечено снижение факторов удер-

живания витамина В1 и бензиламина 

вплоть до элюирования с мертвым объе-

мом при уменьшении концентрации бу-

ферного раствора, что связано с ослабле-

нием экранирования положительного за-

ряда на поверхности сорбента и, как след-

ствие, увеличением электростатического 

отталкивания одноименных зарядов. 

Ионного обмена для катионов за счёт вза-

имодействия с отрицательно заряжен-

ными сульфогруппами не наблюдали, что 

свидетельствовало об однозначном пре-

обладании анионообменных свойств не-

подвижной фазы. 

Эффективность для анионов и бензой-

ной кислоты увеличивалась на 20% с 

уменьшением концентрации буферного 

раствора в 4 раза (табл. 3). Для нейтраль-

ных соединений из класса азотистых ос-

нований и нуклеозидов (урацил, уридин, 

цитозин, ксантин) рассчитанная эффек-

тивность имела близкие значения, кото-

рые были в 1.5-2 раза ниже таковых для 

анионов. Для тиамина и бензиламина, на 

удерживание которых влияло отталкива-

ние от заряженных групп сорбента, 

наблюдали низкую эффективность. 

Наилучшая симметрия пиков всех ве-

ществ была получена при наибольшей 

концентрации формиата в подвижной 

фазе.  

При pw
w H 2.85 ( pw

𝑠 H 5.5) для трех кон-

центраций элюирующего иона в подвиж-

ной фазе получили хроматограммы мо-

дельной смеси (табл. 1), содержащей 8 

соединений разных классов и заряда (рис. 

4A). Стоит отметить, что порядок элюи-

рования веществ из одной группы 

(нейтральных и отрицательно заряжен-

ных соединений) согласовался с их гид-

рофильностью, что свидетельствовало о 

Таблица 2. Факторы удерживания k’ анионов и слабых кислот при 2.5 мМ концентрации 

элюирующего иона и pw
w H 2.85, 5.76, факторы удерживания k’ГИХ за счёт неэлектростатиче-

ских взаимодействий, соответствующие свободным членам в уравнениях на рис. 3, относи-

тельное изменение факторов удерживания Δk’IEX/Δk’, вызванное электростатическими вза-

имодействиями. Остальные условия приведены в подписи к рис. 2 

Table 2. Retention factors k’ of the anions and weak acids at 2.5 mM concentration of the eluting 

ion and pw
w H 2.85, 5.76, retention factors k’HILIC due to non-electrostatic interactions corresponding 

to the free terms in the equations in Fig. 3, relative change in retention factors Δk’IEX/Δk’ caused 

by electrostatic interactions. Other conditions are presented in the Fig. 2 caption 

pw
w H/ pw

𝑠 H 2.85/5.5 5.76/9.2 
Δk’IEX/Δk’, % 

соединения k’ k’ГИХ k’ k’ГИХ 

SPSS 22.8 2.3 4.7 1.6 −100 

SPTS 24.3 2.4 4.7 1.7 −100 

бензойная 

кислота 
2.3 0.9 12.0 5.3 50 

ксантин 4.1 4.1 30.7 14.5 60 
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влиянии распределения на их удержива-

ние. 

Полного разделения смеси при данной 

кислотности подвижной фазы добиться 

не удалось. Во всём рассматриваемом 

диапазоне концентраций формиат-ани-

она пара веществ тиамин-бензиламин не 

разделялась, что было вызвано их слабым 

удерживанием при рассматриваемом рН 

вследствие отталкивания. Также не уда-

лось добиться разрешения до базовой ли-

нии цитозина и ксантина, что связано с 

малой эффективностью воздействия кон-

центрации буферного раствора на селек-

тивность их разделения. Разрешение мак-

симально возможного при данном рН 

числа компонентов за меньшее время (8 

мин) было получено при наибольшей из 

рассматриваемых концентраций (рис. 

4A), при которой отмечена лучшая сим-

метрия пиков. 

Таким образом, высокая анионообмен-

ная способность сорбента при pw
w H 2.85 

обуславливает его сепарационные воз-

можности в данных условиях. При низ-

ком рН среды эффективным инструмен-

том управления удерживанием анионов и 

слабых кислот является изменение кон-

центрации элюирующего иона, тогда как 

разделение положительно заряженных 

веществ невозможно.  

Варьирование концентрации при 𝑝𝑤
𝑤 𝐻 

5.76. Рассматривая электростатические 

взаимодействия при pw
w H 5.76 ( pw

𝑠 H 9.2), 

следует принимать во внимание не 

только постоянные заряды четвертичного 

азота и сульфогрупп в функциональном 

цвиттер-ионном слое сорбента, но и воз-

никающий отрицательный заряд за счёт 

диссоциации карбоксильных групп во 

внешнем функциональном слое. Кроме 

того, часть аминогрупп меньшей степени 

замещения может депротонироваться, 

включая внутренние группы в гиперраз-

ветвленном слое и непрореагировавшие 

аминогруппы матрицы. Стоит также учи-

тывать возможное влияние остаточных 

силанольных групп, константа кислотно-

сти pw
w K𝑎 которых находится в диапазоне 

от 4 до 7 [22]. Однако, несмотря на пред-

полагаемую компенсацию положитель-

ного заряда, на полученном цвиттер-ион-

ном сорбенте при данном рН катионы 

практически не удерживались, что свиде-

тельствовало об их электростатическом 

отталкивании (рис. 2Б). 

Для анионов сульфокислот в данных 

условиях по аналогии с pw
w H 2.85 наблю-

дали увеличение факторов удерживания с 

уменьшением концентрации ацетат-иона 

в подвижной фазе. Однако при pw
w H 5.76 

вклад ионного обмена составил 70% для 

концентрации 2.5 мМ ЭИ в элюенте (рис. 3), 

Таблица 3. Эффективность колонки (тт/м) при pw
w H 2.85; 4.26; 5.76 в соответствующих диа-

пазонах концентрации элюирующего иона в подвижной фазе. Остальные условия приве-

дены в подписи к рис. 2 

Table 3. Efficiency (tp/m) at pw
w H 2.85; 4.26; 5.76 in the corresponding concentration ranges of 

the eluting ion in the mobile phase. Other conditions are presented in the Fig. 2 caption. 

pw
w H/ pw

𝑠 H 2.85/5.5 4.26/7.6 5.76/9.2 

Концентрация 

ЭИ, мМ 

5  2.5 1.25 2.5 7.5 5 2.5 

SPSS 31000 36000 37000 23000 14000 10000 3000 

SPTS 29000 35000 36000 18000 12000 9000 4000 

бензойная к-та 10000 10000 15000 34000 25000 27000 30000 

ксантин 19000 22000 19000 12000 21000 22000 24000 

урацил 15000 17000 14000 14000 17000 16000 15000 

уридин 16000 19000 16000 15000 17000 16000 15000 

цитозин 20000 23000 19000 19000 21000 20000 18000 

B1 7000 7000 5000 6000 8000 7000 6000 

бензиламин 6000 5000 3000 6000 8000 8000 7000 
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что, вероятно, вызвано частичным экра-

нированием положительного заряда от-

рицательно заряженными карбокси-, 

сульфо- и, возможно, силанольными 

группами, а также уменьшением количе-

ства протонированных первичных, вто-

ричных и третичных аминогрупп. Анало-

гичный тренд был получен для бензойной 

кислоты и ксантина, при этом вклад ион-

ного обмена был более близок к таковому 

для анионов по сравнению с pw
w H 2.85 

(рис. 3). Данные наблюдения свидетель-

ствовали о нахождении веществ в диссо-

циированной форме. Для бензойной кис-

лоты это согласовалось с её константами 

кислотности как в водной, так и в водно-

органической среде (табл. 1). Однако для 

ксантина величина pw
w K𝑎 составляет 7.60, 

его диссоциация при pw
w H 5.76 водного 

буферного раствора теоретически не 

ожидается, а величина pw
s K𝑎 на данный 

момент не установлена. Полученные ре-

зультаты выявляют неочевидные смеще-

ния положений равновесия в водно-орга-

 
Рис. 4. Хроматограммы модельной смеси соединений (табл. 2): А) при pw

w H 2.85 в диа-

пазоне концентраций элюирующего иона 1.25-5 мМ; Б) при pw
w H 5.76 в диапазоне кон-

центраций элюирующего иона 2.5-7.5 мМ; В) в диапазоне значений pw
w H 2.85-5.76 ( pw

𝑠 H 

5.5-9.2) при концентрации элюирующего иона 2.5 мМ. Все концентрации относятся к по-

движной фазе. Остальные условия приведены в подписи к рис. 2. 

Fig. 4. Chromatograms of the model mixture of compounds (Table 2): А) at pw
w H 2.85 in the 

range of eluting ion concentrations1.25-5 mM; B) at pw
w H 5.76 in the range of eluting ion con-

centrations 2.5-7.5 mM; C) in the range of pw
w H 2.85-5.76 ( pw

𝑠 H 5.5-9.2) at eluting ion concen-

tration 2.5 mM. All concentrations belong to the mobile phase. Other conditions are presented 

in the Fig. 2 caption 
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нической среде и позволяют лучше про-

гнозировать условия разделения веществ 

разных классов в одном анализе. Кроме 

того, необходимо отметить, что факторы 

удерживания бензоата и ксантина были 

значительно выше факторов, полученных 

для сульфокислот, что не согласовалось с 

величинами параметра Ханша для дан-

ных веществ (табл. 1). Вероятно, подоб-

ное отклонение вызвано вкладом иных 

адсорбционных взаимодействий в удер-

живание бензойной кислоты и ксантина. 

Для нейтральных соединений при pw
w H 

5.76 сохранилась аналогичная тенденция 

незначительного ослабления удержива-

ния с уменьшением концентрации буфер-

ного раствора в элюенте, вызванное утон-

чением приповерхностного водного 

слоя [17].  

В данных условиях наблюдали иную 

зависимость эффективности пиков от 

концентрации. Для анионов получено су-

щественное увеличение эффективности с 

3000 до 14 000 тт/м и улучшение симмет-

рии пиков при возрастании концентрации 

ЭИ в подвижной фазе (табл. 3). Подобное 

изменение хроматографических парамет-

ров связано с экранированием заряда сор-

бента и уменьшением вклада ионного об-

мена в удерживание этих аналитов. Для 

диссоциированных в данных условиях 

бензойной кислоты и ксантина получена 

обратная зависимость: при 2.5 мМ ЭИ эф-

фективность достигала наибольших зна-

чений – 30 000 и 24 000 тт/м соответ-

ственно. Для нейтральных соединений 

значимого изменения эффективности не 

наблюдали. 

При разделении модельной смеси в 

данных условиях при варьировании кон-

центрации удалось полностью разрешить 

пики цитозина и аниона SPTS за счет уве-

личения вклада ионного обмена в удер-

живание последнего (рис. 4Б). Полное 

разрешение восьми соединений разной 

гидрофильности и заряда при приемле-

мой эффективности и асимметрии пиков 

достигнуто за 14 минут при использова-

нии подвижной фазы, содержащей 5 мМ 

ацетат-иона. Таким образом, за счёт 

меньшей анионообменной способности 

неподвижной фазы при pw
w H 5.76 элюента 

удалось обеспечить большее удержива-

ние и высокую селективность разделения 

положительно заряженных аналитов, а 

также существенно снизить времена вы-

хода анионов. Кроме того, при данной 

кислотности подвижной фазы стало воз-

можным управление удерживанием не 

только аналитов с фиксированным заря-

дом, но и дополнительно слабых кислот 

различной силы. 

Варьирование pH. При варьировании 

pw
w H в диапазоне 2.85-5.76 могут проис-

ходить изменения степени диссоциации 

некоторых групп цвиттер-ионного сор-

бента (карбоксильных, силанольных и 

аминогрупп) и анализируемых соедине-

ний, значения pKa которых соответ-

ствуют данной области кислотности. Пе-

реход веществ из нейтрального состоя-

ния в заряженное влияет на характер их 

взаимодействия с неподвижной фазой и, 

как результат, изменяется их удержива-

ние и селективность разделения. 

С увеличением рН подвижной фазы 

наблюдали постоянное снижение факто-

ров удерживания анионов SPTS и SPSS, 

что может быть связано с повышением 

эффективного отрицательного заряда в 

функциональном слое сорбента, вызван-

ного диссоциацией карбоксильных и 

остаточных силанольных групп, а также 

снижением числа протонированных ами-

ногрупп (рис. 2В). Аналогичные выводы 

также следовали из зависимости фактора 

удерживания гидрофильного катиона ти-

амина от pw
w H. Отмеченное уменьшение 

факторов удерживания анионов было 

практически полностью вызвано сокра-

щением вклада ионного обмена в их удер-

живание с 90 до 70% (рис.3, табл. 2). При 

этом наблюдали незначительное сниже-

ние удерживания за счет неэлектростати-

ческих взаимодействий для анионов 

k’ГИХ (табл. 2), по величине близкое к та-

ковому для нейтральных соединений 

(рис. 2В), что, вероятно, было вызвано 
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снижением толщины приповерхностного 

водного слоя сорбента, принимающего 

непосредственное участие в механизме 

распределения, и возможным измене-

нием адсорбционных взаимодействий. 

Стоит отметить, что для исходной мат-

рицы 3-аминопропилсиликагеля сниже-

ние вклада ионного обмена в удержива-

ние анионов при переходе от pw
w H 2.85 к 

5.76 составило менее 10%. Поскольку для 

цвиттер-ионного сорбента вклад умень-

шился значительнее, то можно предполо-

жить, что это связано не только со сниже-

нием доли протонированных аминогрупп 

и ростом доли диссоциированных сила-

нолов, как в случае исходной матрицы. 

Существенное влияние оказало возраста-

ние величины отрицательного заряда на 

его поверхности, вызванное диссоциа-

цией карбоксильных групп функциональ-

ного слоя. 

 Для бензойной кислоты зависимость 

фактора удерживания от рН проходила 

через максимум, при этом вклад ионного 

обмена в её удерживание при переходе от 

pw
w H 2.85 к 5.76 сохранялся на одном 

уровне. При pw
w H 2.85 подвижной фазы 

кислота была слабо диссоциирована, а 

при pw
w H 4.26 ионизация приводила к уве-

личению её гидрофильности и электро-

статического притяжения к неподвижной 

фазе, что одновременно вносило вклад в 

возрастание фактора удерживания. При 

последующем увеличении pw
w H наблю-

дали тенденцию, аналогичную таковой 

для анионов. Однако, механизм удержи-

вания бензойной кислоты и сульфонатов 

отличается. Путём сравнения величин 

факторов удерживания бензойной кис-

лоты за счёт ионного обмена и неэлектро-

статических взаимодействий (распреде-

ления и адсорбции) при pw
w H 2.85 и 5.76 

установили, что увеличение удерживания 

в равной степени вызвано изменением 

силы взаимодействий электростатиче-

ской и неэлектростатической природы: 

Δk’IEX/Δk’ = 50% (табл. 2). В случае ксан-

тина, который является более слабой кис-

лотой, чем бензойная, наблюдали возрас-

тание вклада ионного обмена в его удер-

живание от 0 до 50% в диапазоне pw
w H 

2.85-5.76, при этом увеличение фактора 

удерживания было на 60% вызвано уси-

лением взаимодействий электростатиче-

ской природы (рис.3, табл. 2). Уменьше-

ние удерживания ксантина, характерное 

для других анионов, в рассматриваемом 

диапазоне рН не наблюдали, что, веро-

ятно, вызвано преобладанием гидрофиль-

ных взаимодействий, вызванных увели-

чением степени диссоциации молекулы 

аналита. Можно предположить, что даль-

нейшее возрастание рН приведёт к изме-

нению тренда для фактора удерживания 

ксантина. Однако максимально допусти-

мое рабочее значение рН для сорбентов 

на основе силикагеля составляет 7-8. 

Для анионов и слабых кислот, фак-

торы удерживания которых на данной ко-

лонке в наибольшей степени зависят от 

рН, отмечено увеличение эффективности 

при возрастании факторов их удержива-

ния. Наилучшие значения хроматографи-

ческих параметров для анионов и 

нейтральных соединений получены при 

pw
w H 2.85 подвижной фазы (табл. 3). 

Катионы, содержащие гидрофобные 

фрагменты в структуре, как было пока-

зано выше, не удерживаются в рассмат-

риваемых условиях, что вызвано прева-

лированием анионообменных свойств 

цвиттер-ионной неподвижной фазы. Сла-

бое основание бензиламин имело низкий 

фактор удерживания во всем диапазоне 

рН, наибольшее значение которого было 

получено при pw
w H 4.26. По-видимому, на 

характере его взаимодействий с непо-

движной фазой также сказывалось изме-

нение эффективного заряда сорбента и 

собственной степени диссоциации. 

На хроматограммах модельных смесей 

при разных значениях pw
w H и одинаковой 

концентрации элюирующего иона, рав-

ной 2.5 мМ в подвижной фазе, продемон-

стрировано, как влияет изменение заряда 

аналита и функциональных групп сор-
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бента на селективность разделения и раз-

решение пиков (рис. 3В). При pw
w H 2.85 не 

удалось разделить пары цитозин-ксантин 

и уридин-бензойная кислота из-за схо-

жего удерживания нейтральных соедине-

ний и практически недиссоциированных 

слабых кислот, а также пару тиамин-бен-

зиламин, элюирующуюся вблизи мёрт-

вого времени вследствие одинакового за-

ряда и значительного отталкивания от 

функционального слоя сорбента. При по-

вышении pw
w H в соответствии с процес-

сами, подробно рассмотренными выше, 

происходило улучшение селективности 

разделения. Так, при pw
w H 4.26 нейтраль-

ные и отрицательно заряженные компо-

ненты смеси разделялись до базовой ли-

нии за 12 мин с эффективностью от 12000 

до 22000 тт/м и хорошей симметрией пи-

ков. Разрешения слабоудерживаемых 

бензиламина и тиамина удалось добиться 

при pw
w H 5.76 благодаря меньшему оттал-

киванию от положительно заряженных 

центров сорбента, что позволило прове-

сти анализ модельной смеси соединений 

разных классов за 19 мин. 

Таким образом, варьирование кислот-

ности и концентрации буферного рас-

твора в подвижной фазе являются важ-

ными инструментами для обеспечения 

высокой эффективности и селективности 

разделения многокомпонентных смесей, 

содержащих вещества различных кис-

лотно-основных свойств, на гиперраз-

ветвленной цвиттер-ионной колонке в ре-

жиме гидрофильной хроматографии. 

Заключение 

В работе получен новый цвиттер-ион-

ный сорбент на основе силикагеля с ги-

перразветвленным функциональным 

слоем, во внутреннем слое которого со-

держались сильнокислотные сульфо-

группы, во внешнем – карбоксильные, 

сформированные с использованием ими-

нодиуксусной кислоты. 

Состав подвижной фазы, а именно, по-

казатель кислотности и концентрация 

элюирующего иона, являются ключе-

выми факторами влияния на удержива-

ние и, как следствие, селективность раз-

деления соединений различной природы 

в режиме гидрофильной хроматографии. 

Именно с помощью варьирования дан-

ных параметров необходимо проводить 

детальное описание свойств сорбента и 

его возможных взаимодействий с опреде-

ляемыми соединениями. В диапазоне 

pw
w H 2.85-5.76 на синтезированной цвит-

тер-ионной неподвижной фазе обнару-

жено уменьшение удерживания органи-

ческих анионов, вызванное преимуще-

ственно взаимодействиями электростати-

ческого характера, что позволило устано-

вить зависимость ионообменных свойств 

сорбента от рН. Изменение удерживания 

слабых кислот зависело от их pw
w K𝑎, од-

нако оно в первую очередь объяснялось 

ростом их собственной степени диссоци-

ации при увеличении рН среды. Незави-

симое варьирование pw
w H и концентрации 

элюирующего иона в подвижной фазе 

позволило детальнее рассмотреть возни-

кающие эффекты изменения селективно-

сти и добиться полного разделения мо-

дельной смеси соединений разных клас-

сов. 

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. Хемосорбция может привести к изменению электропроводности, что позволяет применять 

полупроводниковые материалы для создания газовых сенсоров. С другой стороны, полупроводниковые 

сенсоры могут быть использованы как устройства для исследования хемосорбции газов. В данной ра-

боте было поставлено две задачи. Первая из них – создание сенсора для селективного определения 

водорода в воздухе, в том числе, в смеси с другими газами. Вторая задача – определение механизма 

хемосорбции водорода на поверхности оксидов металлов с добавками оксида палладия (II). 

Получены и охарактеризованы нанодисперсные материалы на основе SnO2 и WO3 с добавками 3 % PdO 

по массе. Проведено сравнение электрофизических характеристик этих материалов в стационарных 

температурных режимах, а также при температурной модуляции в присутствии водорода, метана и их 

смесей. Определены особенности хемосорбции водорода на поверхности металлоксидных полупровод-

ников на основе SnO2 и WO3 с добавками PdO в режиме температурной модуляции сенсора. Показано, 

что экстремумы на зависимости электропроводности сенсора от температуры можно объяснить вкла-

дом переноса протонов в общую электрическую проводимость. 

Наличие экстремумов электропроводности сенсоров, которые наблюдаются в режиме термомодуляции 

в присутствии водорода, позволяет проводить качественный и количественный анализ не только одно-

компонентных газовых систем, но также смесей водорода с другими газами-аналитами. В частности, в 

данной работе была показана возможность определения состава смеси водород-метан в воздухе с по-

мощью единичного металлоксидного сенсора. Преимуществом данного подхода является простота об-

работки массивов многомерных данных. 

Ключевые слова: хемосорбция водорода, хемосорбция кислорода, металлоксидные сенсоры, селек-

тивный анализ 
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Abstract. Chemisorption can lead to a change in electrical conductivity, which allows using semiconductor 

materials to create gas sensors. On the other hand, semiconductor sensors can be used as devices for studying 

the chemisorption of gases. In this work, we set two tasks. The first of them was to create a sensor for the 

selective determination of hydrogen in air, including in a mixture with other gases. The second task was to 

determine the mechanism of hydrogen chemisorption on the surface of metal oxides with palladium (II) oxide 

additives. We obtained and characterised nanodispersed materials based on SnO2 and WO3 with additions of 

3% PdO by weight. We compared the electrical characteristics of these materials in stationary temperature 

conditions as well as with temperature modulation in the presence of hydrogen, methane, and their mixtures. 

The specific features of hydrogen chemisorption were determined on the surface of metal oxide semiconductors 

based on SnO2 and WO3 with PdO additives in the temperature modulation mode of the sensor. It was shown 

that the extrema in the dependence of the sensor’s electrical conductivity on temperature can be explained by 

the contribution of proton transfer to the total electrical conductivity. 

The presence of extrema in the electrical conductivity of sensors, which were observed in thermal modulation 

mode in the presence of hydrogen, allows conducting qualitative and quantitative analysis of not only single-

component gas systems, but also of mixtures of hydrogen with other analyte gases. In particular, this work 

demonstrated that it was possible to determine the composition of a hydrogen-methane mixture in air using a 

single metal oxide sensor. The advantage of this approach is that multidimensional data arrays can be easily 

processed.  

Keywords: hydrogen chemisorption, oxygen chemisorption, metal oxide sensors, selective analysis 
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Введение 

В последние десятилетия в мире много 

внимания уделяется развитию водород-

ной энергетики, однако производство во-

дорода увеличивается недостаточно 

быстрыми темпами. Это связано, в част-

ности, со взрывоопасным характером 

смеси водорода с кислородом воздуха, с 

необходимостью непрерывного поиска 

возможных утечек и контролирования 

концентрации водорода в воздухе. Реше-

ние этих проблем связано с созданием во-

дородных сенсоров нового поколения, 

сочетающих высокую чувствительность 

с высокой селективностью. Кроме того, 

водородные сенсоры должны потреблять 

мало энергии, чтобы обладать способно-

стью работать автономно длительное 

время в труднодоступных местах.  

В настоящее время для определения в 

воздухе водорода часто используются 

пеллисторы, катарометры, акустические 

и электрохимические сенсоры, однако 

каждое из этих устройств имеет свои не-

достатки [1]. Например, пеллисторы, ка-

тарометры и акустические сенсоры не от-

личаются высокой чувствительностью, и 

поэтому не способны определять низкие 

концентрации водорода, а недостатком 

электрохимических сенсоров является 

необходимость восстановления состава 

реагента (электролита). Более перспек-

тивным считается применение кондукто-

метрических сенсоров, однако их разра-

ботка связана с синтезом новых полупро-

водниковых наноматериалов, обладаю-

щих высокой хемосорбционной активно-

стью. 

Наиболее популярным методом полу-

чения газочувствительных материалов 

является синтез наночастиц и их последу-

ющее спекание – в этом случае образу-

ются относительно толстые покрытия с 

развитой поверхностью. Кроме того, ча-

сто применяют магнетронное напыление 

тонких пленок. Обычно используются ок-

сиды металлов с каталитическими добав-

ками, такими, как палладий или платина. 
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Высокая чувствительность и стабиль-

ность были достигнуты при использова-

нии материалов на основе SnO2 [2-10]. 

Сенсоры на основе SnO2 с добавками пал-

ладия в виде оксида широко использу-

ются на практике. 

В последние годы большой интерес 

вызывают методы синтеза газочувстви-

тельных наноматериалов на основе WO3. 

Эти материалы показывают высокую 

чувствительность по отношению к водо-

роду [11-22]. Кроме того, для создания 

сенсоров водорода синтезируются нано-

материалы на основе ZnO [23-28], на ос-

нове TiO2 [29-32], а также In2O3 [33], NiO 

[34], Nb2O5 [35] и других оксидов металлов. 

Наряду с методом синтеза наномате-

риалов, основанном на слипании квази-0-

мерных частиц, в качестве газочувстви-

тельных материалов используются квази-

1-мерные материалы (nanowires, nano-

rods, nanofibers) [14, 21, 30, 36-39]. В ка-

честве сенсоров могут быть использо-

ваны единичные нанонити [40]. 

В последние годы возрос интерес к ис-

следованию сенсорных свойств квази-2-

мерных материалов, таких, как графен 

[41-46], а также к материалам на основе  

нанотрубок [47]. 

Повышение селективности водород-

ных сенсоров может быть достигнуто 

нанесением на поверхность газочувстви-

тельного материала мембранных покры-

тий [15, 26, 48-53]. Повышение селектив-

ности в этом случае достигается благо-

даря высокой диффузионной проницае-

мостью водорода. Селективность опреде-

ления водорода может быть также значи-

тельно повышена благодаря модуляции 

потенциального барьера в гетероперехо-

дах [54]. Еще одно направление для по-

вышения селективности определения во-

дорода с помощью сенсоров – использо-

вание sensor array («электронного носа») 

[38] или применение температурной мо-

дуляции сенсора [55-57]. Температурная 

модуляция позволяет в значительной сте-

пени разделить процессы хемосорбции 

водорода и его химического взаимодей-

ствия с хемосорбированным кислородом. 

В результате данный подход позволяет 

выявить индивидуальные особенности 

водорода и повысить селективность ана-

лиза. 

Температурная модуляция позволяет 

повысить не только селективность опре-

деления водорода, но также чувствитель-

ность. Правильный подбор температур-

ного режима позволяет повысить чув-

ствительность сенсора на два порядка и 

больше [56]. Еще одним преимуществом 

температурной модуляции является воз-

можность снижения расходов электро-

энергии – сенсор нагревается не все 

время, а только в течение отдельных теп-

ловых импульсов. Другим направлением 

снижения расходов электроэнергии явля-

ется использование room temperature sen-

sors [8, 18]. Однако room temperature sen-

sors пока не могут конкурировать с сен-

сорами, работающими при высоких тем-

пературах, ни по чувствительности, ни по 

селективности. 

Повышение селективности анализа, 

которое достигается использованием 

«электронного носа» или температурной 

модуляции сенсора, не следует путать с 

повышением селективности самого сен-

сора. Высокоселективные сенсоры встре-

чаются редко, однако использование тем-

пературной модуляции позволяет прово-

дить селективный анализ даже при ис-

пользовании малоселективных сенсоров. 

Однако в этом случае применяют специ-

альные методы обработки многомерных 

данных, например, principal component 

analysis (PCA) [56] или искусственные 

нейронные сети [55]. Несмотря на достиг-

нутые успехи, оба подхода имеют недо-

статки, связанные с необходимостью ис-

пользования относительно сложных про-

граммных ресурсов, которые приходится 

реализовывать на основе компьютерного 

процессора. Однако актуальная задача 

создания недорогих компактных прибо-

ров для мониторинга концентрации водо-

рода в труднодоступных местах может 
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быть решена только на основе относи-

тельно недорогого микроконтроллера, 

ресурс которого не позволяет использо-

вать традиционные методы обработки 

многомерных данных.  

Особенностью водорода и некоторых 

других анализируемых веществ, способ-

ных к реакции дегидрогенизации, явля-

ется появление дополнительных экстре-

мумов на кривых зависимости электриче-

ского сопротивления сенсора от времени 

в режиме температурной модуляции. 

Нахождение координат этих экстремумов 

открывает путь к селективному определе-

нию водорода даже в его смеси с некото-

рыми другими газами, причем алгоритм 

поиска этих дополнительных экстрему-

мов не требует больших вычислительных 

ресурсов и может быть реализован даже 

на самых простых микроконтроллерах. С 

другой стороны, вызывает большой инте-

рес выявление природы этих экстрему-

мов, связанных с наличием особых меха-

низмом хемосорбции. 

Рассмотренная в нашей работе задача 

селективного определения водорода в его 

смеси с метаном может иметь практиче-

ское значение, поскольку существуют 

проекты транспортирования таких сме-

сей на большие расстояния [58]. 

Экспериментальная часть 

В работе были использованы газочув-

ствительные материалы на основе двух 

разных высокодисперсных оксидов – 

SnO2 и WO3. К каждому из этих материа-

лов был добавлен палладий в виде двух-

валентного оксида.  

Наночастицы оловянной кислоты по-

лучали добавлением концентрирован-

ного раствора аммиака к охлажден-ному 

раствору ацетата олова (+4) в ледяной ук-

сусной кислоте: 

𝑆𝑛(𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂)4 + 4𝑁𝐻3 +

3𝐻2𝑂
⬚
→𝐻2𝑆𝑛𝑂3 ↓ +4𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂𝑁𝐻4.  (1) 

Оловянную кислоту отделяли 

центрифугированием, промывали 

деионизованной водой, просушивали и 

прокаливали до 500oC, что приводило к 

образованию нанопорошка диоксида 

олова: 

𝐻2𝑆𝑛𝑂3
𝑡
→𝑆𝑛𝑂2 +𝐻2𝑂. (2) 

Состав и структура нанопорошка SnO2 

были охарактеризованы рентгеновским 

фазовым анализом, просвечивающей 

электронной микроскопией и фотоэлек-

тронной спектроскопией [40, 59]. Как 

следует из полученных результатов, раз-

мер кристаллитов составляет примерно 3 

нм, а размер частиц порошка 5-7 нм. Ча-

стицы имеют сложную структуру, то 

есть, состоят из ядра и оболочки. 

Наночастицы вольфрамовой кислоты 

получали при добавлении 3M HNO3 к 

раствору паравольфрамата аммония в де-

ионизованной воде:  

(NH4)10W12O41·5H2O + 10HNO3 + 

2H2O → 12H2WO4↓ + 10NH4NO3        (3) 

Осадок вольфрамовой кислоты отде-

ляли центрифугированием, промывали 

его деионизированной водой, высуши-

вали и прокаливали при температуре 

500ºС, что приводило к образованию 

нанопорошка триоксида вольфрама: 

H2WO4 → WO3 + H2O             (4) 

Характеризация нанопорошка триок-

сида вольфрама проведена с помощью 

просвечивающей электронной микроско-

пии и рентгеновского фазового анализа 

[60]. Как следует из данных электронной 

микроскопии, размер зерен составляет 

10-20 нм. Установлено, что образец соот-

ветствует триклинной фазе WO3.   

К нанопорошкам диоксида олова и 

триоксида вольфрама добавляли нитрат 

тетраамминпалладия (+2). К полученным 

смесям добавляли раствор метил-целло-

зольва в терпениоле. Полученную пасту 

наносили на диэлектрические подложки 

из оксида алюминия, содержащие плати-

новые электроды и платиновый нагрева-

тель. Подложки с нанесенными на них 

тонким слоем пастами толщиной около 

10 мкм нагревалась до температуры 700-

750оС, в результате чего происходило 

форми-рование высокодисперсных хруп-

ких гелей. Палладий, содержащийся в 
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комплексном соединении, превращался в 

оксид PdO. После формирования газочув-

ствительных слоев сенсоры припаивали к 

корпусам.  

Для исследования сенсорных свойств 

полученных материалов использовали 

поверочные газовые смеси «водород в 

синтетическом воздухе» с концентрацией 

200 ppm и «метан в синтетическом воз-

духе» с концентрацией 2%, которые раз-

бавляли синтетическим воздухом. Кроме 

того, были использованы поверочные га-

зовые смеси с концентрацией водорода 

200 ppm, отличающиеся концентрацией 

кислорода. В одной из них она составляла 

2% (остальное – азот и водород), в другой 

20% (водород в синтетическом воздухе), 

в третьей – 99.98% (водород в кисло-

роде).  

Сенсор, находящийся в металличе-

ском корпусе ТО-8, был помещен в ка-

меру из нержавеющей стали. Темпера-

туру газочувствительного материала 

устанавливали с помощью специального 

электронного устройства на основе полу-

ченного в предварительных измерениях 

температурного коэффициента сопротив-

ления нагревателя сенсора.  

Измерения проводили как при посто-

янной температуре, так и при темпера-

турной модуляции – в этом случае дли-

тельность каждого цикла составляла 

15 секунд, из которых 2 секунды продол-

жался нагрев от 100 до 450оС, а следую-

щие 13 секунд – охлаждение от 450 до 

100оС . Циклы нагрев-охлаждение следо-

вали друг за другом без перерыва (рис. 1).  

Отклик S вычисляли как отношение 

электрической проводимости газочув-

ствительного слоя Gg в исследуемом газе 

(водороде) к электрической проводимо-

сти G0 в синтетическом воздухе (смеси 

азота и кислорода): 

              S=Gg/G0.                   (5) 

Обсуждение результатов 

На рис. 2 представлены зависимости 

откликов сенсоров SnO2-PdO (кривая 1) и 

  
Рис. 1. Зависимость температуры сенсора 

SnO2-PdO от времени (кривая 1) и 

электрической проводимости от времени 

на протяжении трех измерительных 

циклов. Кривая 2 – 100 ppm H2, кривая 3 – 

смесь 50 ppm H2 и 5000 ppm CH4, кривая 4 

– 10000 ppm CH4. 

Fig. 1. Dependence of the temperature of 

the SnO2-PdO sensor on time (curve 1) and of 

electrical conductivity on time over three 

measurement cycles. Curve 2 – 100 ppm H2, 

curve 3 – mixture 50 ppm H2 and 5000 ppm 

CH4, curve 4 – 10000 ppm CH4. 

Рис. 2. Зависимость откликов сенсоров 

SnO2-PdO (кривая 1) и WO3-PdO (кривая 

2) по отношению к 200 ppm H2 от 

температуры, полученная в 

стационарных режимах 

 

 

Fig. 2. Dependence of the responses of the 

SnO2-PdO sensors (curve 1) and WO3-PdO 

(curve 2) in relation to 200 ppm H2 on the 

temperature obtained in stationary modes. 
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WO3-PdO (кривая 2) от температуры, по-

лученные в стационарных режимах при 

определении 200 ppm водорода по фор-

муле 5. Как и следовало ожидать, харак-

тер температурной зависимости суще-

ственно отличается, поскольку газочув-

ствительные материалы имеют разную 

природу. Максимальной чувствительно-

сти сенсор SnO2-PdO достигает при 

280оС, что же касается сенсора WO3-PdO, 

то у него наблюдаются два максимума 

чувствительности – один при темпера-

туре 140оС, а другой при температуре 

370оС. Существенно отличается также и 

зависимость электрической проводимо-

сти сенсора SnO2-PdO от температуры 

при концентрации водорода 200 ppm 

(кривая 1 на рис. 3), от соответствующей 

зависимости электрической проводимо-

сти сенсора WO3-PdO (кривая 1 на рис. 3), 

что также объясняется различием при-

роды полупроводниковых материалов. 

Сенсорный отклик при определении 

газа-восстановителя (водорода) полупро-

водником n-типа имеет донорный харак-

тер, то есть, приводит к увеличению кон-

центрации носителей заряда (электронов) 

и электрической проводимости. Взаимо-

действие определяемых газов с полупро-

водниковым материалом в воздушной 

среде обычно протекает с участием хемо-

сорбированного кислорода, который 

находится на поверхности в виду анионов 

O2
-, O- и O2- [61]. Один из наиболее веро-

ятных каналов взаимодействия водорода 

с полупроводником можно представить в 

виде схемы: 

  H2 + O-    →   H2O + e-             (6)  

В результате взаимодействия водо-

рода с анионами кислорода увеличива-

ется концентрация электронов в полупро-

воднике, соответствующее увеличение 

электропроводности является аналитиче-

ским сигналом сенсора. 

Переход от стационарных режимов 

(рис. 2-3) к температурной модуляции 

сенсора позволяет значительно повысить 

как чувствительность сенсора, так и се-

лективность всего анализа [56], однако 

природа хемосорбционных и химических 

процессов на поверхности металлоксид-

ного полупроводника в этом случае мо-

жет иметь особенности, которые пока 

еще мало исследованы [62].  

  
Рис. 3. Электрическая проводимость 

сенсоров SnO2-PdO (кривая 1) и WO3-PdO 

(кривая 2) в 200 ppm H2 при различных 

стационарных температурах 

 

 

Fig. 3. Electrical conductivity of the re-

sponses of the SnO2-PdO sensors (curve 1) 

and WO3-PdO (curve 2) in 200 ppm H2 at 

various stationary temperatures 

Рис. 4. Зависимость электрической про-

водимости сенсора SnO2-PdO (кривые 1-3) 

и сенсора WO3-PdO (кривая 4) от времени 

на протяжении одного измерительного 

цикла температурной модуляции (поясне-

ния в тексте). 

Fig. 4. Dependence of the electrical con-

ductivity of the SnO2-PdO sensor (curves 1-

3) and the WO3-PdO sensor (curve 4) on time 

during one measuring cycle of temperature 

modulation (explained in the text). 
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На рисунке 1 показаны зависимости 

температуры от времени (кривая 1), а 

также электрической проводимости от 

времени на протяжении трех циклов 

«нагрев-охлаждение» для сенсора SnO2-

PdO. Кривая 1 показывает изменение 

электрической проводимости сенсора в 

100 ppm водорода, кривая 3 – в 1% (10000 

ppm) метана, а кривая 2 – в смеси, содер-

жащей 50 ppm водорода и 0.5% метана. 

Как следует из рисунка 1, характер изме-

нения электрической проводимости сен-

сора в различных средах существенно от-

личается, что предоставляет возможность 

для проведения селективного анализа. 

Как показывает уравнение (6), на вели-

чину сенсорного отклика должна оказы-

вать значительное влияние концентрация 

кислорода, поэтому были проведены ис-

следования зависимости электрической 

проводимости сенсора SnO2-PdO в газо-

вых средах, имеющих одинаковую кон-

центрацию водорода (200 ppm), но раз-

ные концентрации кислорода. Темпера-

турная модуляция сенсоров проводилась 

в том же режиме, как и на рисунке 1 – 

нагрев от 100 до 450оС проходил за 2 се-

кунды, а охлаждение от 450оС до 100оС 

продолжалось 13 секунд. Кривая 1 на ри-

сунке 4 показывает изменение электриче-

ской проводимости сенсора SnO2-PdO в 

газовой среде, содержащей 200 ppm водо-

рода и 2% кислорода (остальное – азот), 

кривая 2 была получена в среде, содержа-

щей 200 ppm водорода и 20% кислорода 

(остальное – азот), кривая 3 – в среде, со-

держащей 200 ppm водорода в чистом 

кислороде. Как и следовало ожидать, уве-

личение концентрации кислорода приво-

дило к снижению электропроводности, 

так как кислород является окислителем и 

его собственный отклик – акцепторный, 

то есть, он приводит к снижению концен-

трации носителей заряда (электронов) в 

полупроводнике n-типа. Однако следует 

обратить внимание на характерный мак-

симум электропроводности в промежутке 

времени между τ1 и τ2, который наблюда-

ется при остывании сенсоров. Положение 

этого максимума не зависит ни от кон-

центрации кислорода, ни от природы ме-

таллоксидного материала (кривая 4 соот-

ветствует сенсору WO3-PdO). Подобные 

максимумы на кривых зависимости элек-

трической проводимости сенсора от вре-

мени (температуры) наблюдаются только 

в среде водорода или веществ, способных 

к дегидрогенизации (этанол) [63]. Таким 

образом, напрашивается вывод о специ-

фическом характере взаимодействия во-

дорода с поверхностью металлоксидных 

полупроводников, имеющих добавки ок-

сида палладия. 

Известно, что в металлоксидных полу-

проводниках, например, в SnO2, возмо-

жен ионный (протонный) тип проводимо-

сти [64, 65]. Максимум на зависимости 

электропроводности от времени (темпе-

ратуры) трудно объяснить чем-то другим, 

кроме появления на поверхности полу-

проводника катионов водорода: 

H2     →        2H+ + 2e-  .        (7) 

Таким образом, наряду с обычной 

электропроводностью оксидов металлов, 

вызванной движением электронов, до-

полнительный вклад может вносить и 

протонная электропроводность. 

На кривых зависимости электропро-

водности сенсора SnO2-PdO от времени 

при модуляции температуры при различ-

ных концентрациях метана в промежутке 

времени между τ1 и τ2 максимум отсут-

ствует (рис. 5), на соответствующих кри-

вых при различных концентрациях водо-

рода максимум есть (рис. 6), что позво-

ляет проводить качественный анализ га-

зовых сред «водород в воздухе» и «метан 

в воздухе». 

Существуют две задачи селективного 

определения газов. Первая из них – каче-

ственный и количественный анализ 

условно однокомпонентных систем. В 

данном случае – это системы «водород в 

воздухе» и «метан в воздухе». Как пока-

зано на рисунках 5 и 6, появление макси-

мума электропроводности сенсора в 

среде водорода позволяет решить эту за-

дачу. Вторая задача, определение состава 
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смесей, более трудная. Однако предло-

женный нами подход позволяет решить и 

эту задачу при использовании единич-

ного металлоксидного сенсора. Как пока-

зано на рисунках 1 и 7, при определении 

смеси метана и водорода на кривых зави-

симости электропроводности от времени 

(температуры) также можно заметить 

максимум, причем его положение опре-

деляется составом смеси. 

Заключение 

Проведение селективного анализа мо-

жет быть связано с созданием высокосе-

лективных сенсоров, однако они до сих 

  
Рис. 5. Зависимость электрического сопро-

тивления сенсора SnO2-PdO от времени на 

протяжении одного цикла измерений при 

изменении температуры от 100 до 450 гра-

дусов и обратно: 1 – 20 ppm H2; 2 – 30 ppm 

H2; 3 – 50 ppm H2; 4 – 100 ppm H2. 

 

Fig. 5. Dependence of the electrical resistance 

of the SnO2-PdO sensor on time during one 

measurement cycle when the temperature 

changes from 100 to 450 degrees and back: 1 

– 20 ppm H2; 2 – 30 ppm H2; 3 – 50 ppm H2; 4 

– 100 ppm H2. 

Рис. 6. Зависимость электрического со-

противления сенсора SnO2-PdO от вре-

мени на протяжении одного цикла изме-

рений при изменении температуры от 100 

до 450 градусов и обратно: 1 – 500 ppm 

CH4; 2 – 1000 ppm CH4; 3 – 3000 ppm CH4; 

4 – 6000 ppm CH4. 

Fig. 6. Dependence of the electrical re-

sistance of the SnO2-PdO sensor on time 

during one measurement cycle when the tem-

perature changes from 100 to 450 degrees 

and back: 1 – 500 ppm CH4; 2 – 1000 ppm 

CH4; 3 – 3000 ppm CH4; 4 – 6000 ppm CH4 

 
Рис. 7. Зависимость электрического сопротивления сенсора SnO2-PdO от времени на 

протяжении одного цикла измерений при изменении температуры от 100 до 450 градусов 

и обратно: Кривая 1 – 2500 ppm CH4 + 25 ppm H2, кривая 2 – 3000 ppm CH4 + 30 ppm H2, 

кривая 3 – 5000 ppm CH4 + 50ppm H2. 

 

Fig. 7. Dependence of the electrical resistance of the SnO2-PdO sensor on time during one 

measurement cycle when the temperature changes from 100 to 450 degrees and back: 

Curve 1 – 2500 ppm CH4 + 25 ppm H2, curve 2 – 3000 ppm CH4 + 30 ppm H2, 

curve 3 – 5000 ppm CH4 + 50ppm H2. 
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не созданы, и неизвестно, будут ли со-

зданы в принципе. Другой путь проведе-

ния селективного анализа предполагает 

использование набора нескольких мало-

селективных сенсоров (sensor array) или 

даже одного малоселективного сенсора, 

работающего в нестационарном режиме. 

В этом случае каждому газу или газовой 

смеси соответствует набор многомерных 

данных, формирующий образ данного 

газа или газовой смеси. Важной пробле-

мой в этом случае является оптимальная 

обработка массивов многомерных данных.  

Актуальное направление разработки 

сенсоров связано с созданием на их ос-

нове компактных недорогих аналитиче-

ских приборов, способных проводить не-

прерывный экологический мониторинг в 

труднодоступных местах. В этом случае 

необходимо использовать не дорогие 

компьютерные процессоры, а микро-

контроллеры, обладающие ограничен-

ными вычислительными ресурсами. 

Микроконтроллеры не могут справиться 

с традиционными средствами обработки 

массивов многомерных данных, основан-

ными на использовании искусственных 

нейронных сетей или методов, основан-

ных на редукции размерности данных. 

Для создания недорогих аналитических 

приборов, основанных на микроконтрол-

лерах, требуется использовать специаль-

ные алгоритмы обработки данных, осно-

ванные на исследовании природы взаи-

модействия аналитов с газочувствитель-

ными материалами сенсоров. В данной 

работе были исследованы механизмы 

сорбции водорода на газочувствительном 

металлоксидном материале, выявлены 

аномалии, которые могут быть использо-

ваны для селективного определения во-

дорода не только в условно однокомпо-

нентной системе, но и в смеси с другими 

газами.  

При низкой температуре поверхности 

сорбция большая, но катализатор неакти-

вен. При высокой температуре активизи-

руется катализатор, но сорбция суще-

ственно уменьшается. Чередование 

нагрева и охлаждения позволяет в неко-

торые моменты времени соединить два 

важных фактора – значительную сорб-

цию газа и активное состояние катализа-

тора (в первую очередь, оксида палла-

дия). Именно в эти моменты, в начальной 

фазе охлаждения, были выявлены анома-

лии на кривых зависимости электропро-

водности от времени (температуры), ко-

торые явились предметом нашего иссле-

дования. Было показано, что наиболее ве-

роятным объяснением этих дополнитель-

ных экстремумов при определении водо-

рода в воздухе является вклад протон-

ного механизма электропроводности 

наряду с обычным, электронным. 

Наличие на кривых характерных экс-

тремумов, связанных с сорбцией водо-

рода, позволяет легко и эффективно обра-

батывать многомерные данные, для этого 

достаточно найти координаты экстрему-

мов. С этой вычислительной операцией 

легко справится даже недорогой микро-

контроллер. Таким образом, открывается 

возможность создания недорогих ком-

пактных анализаторов водорода, способ-

ных работать автономно в течение дли-

тельного времени.     
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Аннотация. Для целей надежной идентификации натурального коровьего молочного жира получены 

газохроматографические данные с применением ионизационно-пламенного детектора (ГЖХ-ПИД) о 

жирнокислотном составе молока 4 пород – красно-пестрой, черно-пестрой, голштинской и джерсей-

ской в переходный период от пастбищного к стойловому содержанию, по методике, рекомендованной 

ГОСТ 32261-2013; получены также газохроматографические данные (ГЖХ-ПИД) о триглицеридном 

составе по ГОСТ Р 70238-2022. В комплексе с хроматографическими методиками изучены термо-

граммы молочного жира методом дифференциальной сканирующей калориметрии (ДСК), а также про-

анализированы ИК-спектры образцов молочного жира. При статистическом анализе данных о суммар-

ном влиянии генетических и фенотипических факторов на химический состав жиров и масел, на теп-

лофизические параметры (температуры и тепловые эффекты плавления, полиморфных превращений) 

выявлены тесные природные корреляции между некоторыми отдельными жирными кислотами, триг-

лицеридами и теплофизическими параметрами ДСК, характерные для конкретных липидов. Наруше-

ние выявленных корреляций может указывать на внесение в продукт жиров-заменителей, фракциони-

рование, переэтерификацию или иное физико-химического воздействие на образец масложирового сы-

рья. Применение комплекса методик ГЖХ-ПИД, ДСК и ИК-спектроскопии позволяет не только 

надежно идентифицировать натуральное сырье, но и зачастую его происхождение, т.е. породу скота и 

условия, в которых произведена сельхозпродукция.  

Ключевые слова: коровий молочный жир, газожидкостная хроматография, пламенно-ионизационный 

детектор, дифференциальная сканирующая калориметрия, инфракрасная спектроскопия  
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Abstract. In order to achieve reliable identification of natural bovine milk fat, we obtained gas chromatography 

data using a flame ionization detector (GLC-FID) on the fatty acid composition of milk of 4 breeds: Red Pied, 

Black Pied, Holstein, and Jersey. The milk was obtained during the transition period from pasture to indoor 

housing using the method recommended by GOST 32261-2013. Gas chromatographic data (GLC-FID) on the 

triglyceride composition were obtained according to GOST R 70238-2022. In addition to chromatographic 

techniques, we also studied thermograms of milk fat by differential scanning calorimetry (DSC) and analysed 

the IR spectra of milk fat samples. The statistical analysis of data on the total influence of genetic and pheno-

typic factors on the chemical composition of fats and oils, on thermophysical parameters (temperatures and 

thermal effects of melting, polymorphic transformations) revealed close natural correlations between some 

individual fatty acids, triglycerides, and DSC thermophysical parameters characteristic of certain lipids. Vio-

lation of the revealed correlations may indicate the use of fat substitutes in the product, fractionation, trans-

esterification, or other physicochemical impacts on fat and oil raw materials. Using a set of GLC-FID, DSC, 

and IR spectroscopy techniques makes it possible not only to reliably identify natural raw materials, but often 

their origin as well, i.e. the breed of livestock and the production conditions of agricultural products.  

Keywords: bovine milk fat, gas-liquid chromatography, flame ionisation detector, differential scanning calo-

rimetry, infrared spectroscopy.  
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Введение 

Молочный жир – ценный продукт пе-

реработки коровьего молока, один из 

наиболее распространённых в кулинарии 

животных жиров, основная фаза (диспер-

сионная среда) в сливочном масле, кото-

рое с физико-химической точки зрения 

является эмульсией типа «вода в масле». 

Сливочное масло разных сортов содер-

жит 50-82.5% молочного жира (чаще – 

72.5-82.5%; в топлёном масле – около 

99%). Молочный жир состоит преимуще-

ственно из триглицеридов, содержащих 

остатки различных насыщенных и нена-

сыщенных жирных кислот. Основная 

доля приходится на олеиновую, пальми-

тиновую, миристиновую и стеариновую 

кислоты. Имеются полиненасыщенные 

незаменимые кислоты – линолевая, лино-

леновая и арахидоновая. Присутствие за-

метного (7-8 % в сумме) количества низ-

комолекулярных жирных кислот (масля-

ной, капроновой, каприловой и каприно-

вой) – отличительная особенность хими-

ческого состава глицеридов молочного 

жира, другие животные жиры и расти-

тельные масла содержат низкомолеку-

лярные кислоты в меньших количествах. 

Содержание насыщенных жиров в молоч-

ном жире может достигать ≈70% [1-2]. 

Разработано и внедрено в пищевую инду-

стрию большое количество заменителей 

молочного жира (ЗМЖ). Заменители мо-

лочного жира производят из немодифи-

цированных или модифицированных рас-

тительных масел (пальмоядровое, паль-

мовое, кокосовое, подсолнечное, соевое и 

др.), для улучшения потребительских ха-

рактеристик (например, для придания 

сливочного вкуса, улучшения реологиче-

ских свойств) производители применяют 

различные пищевые добавки: эмульга-

торы (лецитин, моно- и диглицериды и 

другие). Кроме этого, сливочное масло из 

натурального коровьего молочного жира 

фальсифицируют добавками в сливочное 

масло частично гидрогенизированных 

жиров, полученных из сырья морских 

промыслов, добавками фракций пальмо-

вого масла или говяжьего жира [1-6], 

ЗМЖ и фальсифицирующие добавки 

имеют существенно более низкую стои-

мость, чем молочный жир, поэтому про-

изводители молочной и масложировой 

продукции имеют соблазн частично или 

полностью заменить в продукции молоч-

ный жир и не всегда довести этот факт до 

потребителей. ГОСТ 32261-2013 «Масло 

сливочное. Технические условия», ГОСТ 

31663-2012 «Масла растительные и жиры 
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животные. Определение методом газовой 

хроматографии массовой доли метило-

вых эфиров жирных кислот», ГОСТ 

33490-2015 «Молоко и молочная продук-

ция. Обнаружение растительных масел и 

жиров на растительной основе методом 

газожидкостной хроматографии с масс-

спектрометрическим детектированием», 
ГОСТ ISO 17678-2015 «Молоко и молоч-

ная продукция. Определение отсутствия 

примеси в молочном жире с помощью 

анализа триглицеридов методом газовой 

хроматографии (контрольный метод)» и 

ГОСТ Р 70238-2022 «Метод идентифика-

ции состава жировой фазы и определение 

массовой доли молочного жира», распро-

страняются на сливочное масло, изготов-

ляемое из коровьего молока и/или молоч-

ных продуктов и побочных продуктов пе-

реработки молока, предназначенные для 

непосредственного употребления в пищу, 

кулинарных целей и использования в 

других отраслях пищевой промышленно-

сти. В этих стандартах приведены спо-

собы определения состава жирных кис-

лот (ЖК) и фракций триглицеридов (ТГ), 

характерных для молочного жира, уста-

новлены нормативы и на диапазоны при-

родных колебаний химического состава 

жира. Однако, из-за широких диапазонов 

варьирования жирно-кислотного состава 

в натуральном молочном жире и доста-

точно больших границах относительной 

погрешности хроматографических изме-

рений, 25-50% замены в сливочном масле 

молочного жира на ЗМЖ может быть не 

обнаружено по результатам только одной 

стандартизованной методики. Дополни-

тельные возможности обнаружения 

фальсификации молочного жира дает 

проверка характерных для натурального 

продукта природных корреляций между 

отдельными жирными кислотами. Как 

показано в [7,8], наиболее чувствительны 

к изменению суммарного состава ЖК три 

кислоты – каприновая (С10:0), лаурино-

вая (С12:0) и миристиновая (С14:0), 

между их содержанием в молочном жире 

наблюдаются и самые тесные линейные 

корреляции. ГОСТ 32261-2013 также 

нормирует соотношения между отдель-

ными жирными кислотами. При наличии 

фальсифицирующих добавок эти соотно-

шения могут нарушаться. 

Если жирно-кислотный состав можно 

искусственно «подогнать» под натураль-

ный, то триглицеридный состав молоч-

ного жира из-за большого количества ва-

риаций триненасыщенных (UUU), моно-

насыщенных, диненасыщенных (SUU), 

динасыщенных, мононенасыщенных 

(SSU) и тринасыщенных (SSS) триглице-

ридов фальсификации не подлежит; это 

совершенно нерентабельно, и, по-види-

мому, это не осуществимо (обозначение 

жирнокислотного остатка U от англ. un-

saturated, а S – saturated). Не случайно 

была разработана и аттестована методика 

газохроматографического определения 

фракционного состава триглицеридов 

(ГОСТ Р 70238-2022), хотя, по нашему 

мнению, метод ВЭЖХ был бы более уме-

стен для контроля над составом тригли-

церидов молочного и других жиров [9], 

однако методика с использованием обра-

щенно-фазовой ВЭЖХ к настоящему вре-

мени не валидизирована. В ГОСТ ИСО 

17678-2015 и ГОСТ Р 70238-2022 выде-

лено 16 фракций триглицеридов ТГ, кото-

рые обозначены как С24, С26, С28, С30 и 

так с шагом 2 до С54 включительно (рис. 

1-2), где число равно сумме атомов угле-

рода в трех остатках ЖК в триглицери-

дах. В нормативных документах не обо-

значено, какой молочный жир считать 

стандартным.  

Используя ГОСТ 32261-2013 и ГОСТ 

Р 70238-2022, ни по хроматограммам ме-

тиловых эфиров ЖК образца жира, ни по 

хроматограммам фракций триглицеридов 

достоверно нельзя обнаружить наличие в 

нем смеси моно- и диглицеридов – пище-

вой добавки Е471, которая используются 

в сельском хозяйстве (корма для живот-

ных) и в масложировой промышленности 

в качестве эмульгатора. В основном ее из-

готовляют из пальмового масла. В высо-

кокачественных марках добавка Е471 на 
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95% состоит из моностеаратглицерина, в 

менее дорогих – 95% это смесь моногли-

церидов: моностеарата, монопальмитата, 

монолаурата и мономиристата; 5% диг-

лицеридов: 1,2- и 1,3-дистеарата; 1,2- и 

1,3-дипальмитата и др. В некоторых мар-

ках Е471 моно- и диглицериды содер-

жатся примерно в равных количествах 

[10]. По числу атомов углерода в остатках 

ЖК эти смеси должны соответствовать 

фракциям моноглицеридов С8-С18 и диг-

лицеридов С26-С36, однако свободные 

одна или две группы -ОН в молекуле гли-

церида могут за счет «якорного» взаимо-

действия с неподвижной фазой повлиять 

на хроматографическое удерживание 

моно- и диглицеридов, «замаскировав» 

их на хроматограммах среди фракций ТГ 

с более высоким числом С.  

Цель работы – исследовать образцы 

натурального молочного жира, подклю-

чив к комплексу валидизированных газо-

хроматографических методик определе-

ния жирно-кислотного и триглицерид-

ного состава методики ДСК и ИК-спек-

троскопии. 

Термический анализ, в частности ме-

тод ДСК, показал, что он не только до-

полняет хроматографические методы ис-

следования жиров, но может служить 

альтернативным и самостоятельным ме-

тодом идентификации масложировой 

продукции, так как тепловые эффекты, 

наблюдаемые на термограммах, весьма 

чувствительны к жирно-кислотному и 

триглицеридному составу масел и жиров 

[3,11-16]. 

ИК-спектроскопия жиров фиксирует 

инфракрасные колебания различных 

функциональных групп, позволяет обна-

ружить, например, транс-изомерные 

двойные связи ЖК [17], наличие фосфо-

липидов [18,19], а также наличие свобод-

ных или ассоциированных групп -ОН, 

что поможет выявить присутствие моно- 

и диглицеридов в молочном жире, если 

это имеет место из-за особенностей кор-

мов или генотипических факторов. По 

некоторым данным [18-22] в натураль-

ном коровьем молочном жире может 

находиться от 0.5 до нескольких процен-

тов моно- и диглицеридов. Их концентра-

ции в пахте в три раза выше, чем в без-

водном молочном жире. В молочных ли-

пидах преобладают изомеры 1,2-диацил-

гицеридов, почти полностью исключая 

1,3-изомеры. 

  

Рис. 1. Диаграмма содержания ЖК в мо-

лочном жире коров джерсейской породы 

 

 

 

Fig. 1. Diagram of fatty acid content in 

milk fat from Jersey cows 

Рис. 2. Содержание 7 основных ЖК в мо-

лочном жире коров разных пород: 

1 – красно-пестрая порода; 2 – голштин-

ская порода; 3 – черно-пестрая порода; 

4 – джерсейская порода 

Fig. 2. Content of 7 main fatty acids in milk 

fat from cows of different breeds: 1 – Red 

Pied; 2 – Holstein; 3 – Black Pied; 4 – Jersey 
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Экспериментальная часть 

Образцы масел произведены в лабора-

торных условиях ФГБОУ ВО «ВГУИТ». 

Молоко сепарировалось на бытовом се-

параторе «Ротор» при температуре 40-

45°С, с получением сливок и обрата. Со-

отношение объема сливок и объема обез-

жиренного молока (обрата) 1:7.5. Молоч-

ный жир получали методом сбивания из 

сливок, охлажденных в бытовом холо-

дильнике до 3°C и последующим отделе-

нием жировой фазы от пахты промыва-

нием ледяной водой. Разделение сливоч-

ного масла на жир и плазму проводили по 

ГОСТ Р 70238-2022 «Молоко и молочная 

продукция. Метод идентификации со-

става жировой фазы и определение мас-

совой доли молочного жира». В стакан 

вместимостью 150 см3 помещали 50-70 г 

продукта. Стакан с образцом продукта 

помещали в термостат и выдерживают 

при температуре (55±5) °C до разделения 

продукта на жир и молочную плазму. 

Верхнюю жировую фракцию отделяли, 

аккуратно перелив ее в другой стакан, и 

фильтровали через сухой складчатый 

фильтр при той же температуре. 

Для проведения термического анализа 

использовали прибор синхронного тер-

мического анализа STA 449 F3 Jupiter® 

фирмы NETZSCH. Для анализа брали 

навески образцов жира в количестве 

15-22 мг. Измерения теплофизических 

свойств проводили в диапазоне темпера-

тур от -150 до -60°С, скорость нагрева 

5 град/мин. Охлаждение системы прово-

дили жидким азотом. Измерения выпол-

няли в атмосфере гелия (расход про-

дувочного газа – 10 см3/мин, расход за-

щитного газа – 10 см3/мин). Точность из-

мерения температуры составляла ±0.3°С. 

Жирно-кислотный состав образцов мо-

лочного жира определяли методом ГЖХ 

в аккредитованной испытательной лабо-

ратории Федеральной службы по надзору 

в сфере защиты прав потребителей и бла-

гополучия человека Федеральное бюд-

жетное учреждение здравоохранения 

«Центр гигиены и эпидемиологии в Во-

ронежской области» (ФБУЗ «Центр гиги-

ены и эпидемиологии в Воронежской об-

ласти. Газовый хроматограф Кристалл 

2000 М, капиллярная колонка SP-2560 

(100 м; 0.25 мм), пламенно-ионизацион-

ный детектор. Триглицеридный состав 

определяли в испытательной лаборато-

рии «Молоко» ВГАНУ «ВНИМИ», газо-

вый хроматограф Кристаллюкс 4000М, 

капиллярная колонка с неподвижной фа-

зой 65% фенилметилсиликон (30 м; 0.25 мм). 

ИК-спектры зарегистрированы в Цен-

тре коллективного пользования Воро-

нежского государственного университета 

на приборе ИК-Фурье-спектрометр ис-

следовательский BRUKER VERTEX 70 с 

алмазным модулем Platinum ATR одно-

кратного нарушенного полного внутрен-

него отражения (НПВО), угол 45о. 

Обсуждение результатов 

Был определен состав ЖК в молочном 

жире коров четырех пород – красно-пест-

рой, черно-пестрой, голштинской и джер-

сейской, в переходный период от паст-

бищного к стойловому содержанию (сен-

тябрь-ноябрь), 18 образцов. Место лока-

ции всех коров – Воронежская область, 

Анненский, Лискинский, Новоусман-

ский, Павловский районы, т.е. в практи-

чески одинаковых климатических усло-

виях средней полосы России. 

Как известно, красно-пестрая порода 

коров выведена в России при скрещива-

нии коров симментальской породы с 

голштинскими быками красно-пестрой 

масти (для скрещивания использовали ге-

нетически ценных быков-производите-

лей из США и Канады). Порода была 

утверждена в конце 90-х. Красно-пестрые 

коровы отличаются выраженным молоч-

ным типом, схожим с типом голштин-

ского скота. Молоко этих коров исполь-

зуют для производства сливочного масла 

и твердых сыров. Чёрно-пёстрая порода – 

порода крупного рогатого скота, прежде 
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всего, молочного направления продук-

тивности. Чёрно-пёстрая порода является 

родственной голландской породе. Выве-

дена в СССР в 1930-1940-е гг. в резуль-

тате скрещивания местного скота, разво-

димого в различных зонах страны, с 

чёрно-пёстрым скотом остфризской, 

чёрно-пёстрой шведской и других пород, 

происходящих от голландской породы. 

Порода утверждена в 1959 г., когда от неё 

отделили животных с красными окра-

сами. 

Голштинская порода является самой 

распространённой породой молочного 

скота в мире. Эта порода коров считается 

одной из лучших в мире по удойности. 

Голштинская порода была создана в 

США и Канаде в результате селекции 

голландской и чёрно-пёстрой породы ко-

ров по продуктивности.  

Джерсейская порода относится к мел-

ким породам коров молочного направле-

ния. Одна из самых старых и жирномо-

лочных культурных пород. Ещё совсем 

недавно неизвестная в России джерсей-

ская порода занимает сегодня по числен-

ности 2-е место в мире после голштин-

ской породы, причём её популяция стре-

мительно растёт из-за того, что при мень-

ших потребностях в жизненном про-

странстве, меньшем потреблении корма 

(более низких затратах на кормление, со-

ставляющих 60% себестоимости молока), 

джерсейская порода показывает конвер-

сию корма на 30% превосходящую 

голштинскую породу, а её молоко це-

нится как минимум на 20% выше молока 

других пород. Джерсейская порода выве-

дена в Англии на острове Джерси путём 

улучшения местного нормандского и 

британского скота и отбора его по жирно-

молочности. 

В табл. 1 приведены результаты опре-

деления состава ЖК в молочном жире. 

Для наглядности на диаграмме (рис.1) в 

качестве примера дано распределение 

ЖК по молекулярной массе для джерсей-

ской породы. 

По отдельным ЖК, как видно из 

табл. 1, наблюдаются определенные от-

клонения от норматива. Фальсификация 

молочного жира исключена, поскольку 

молоко было отобрано под непосред-

ственном контролем авторов и самими 

экспериментаторами получена жировая 

фаза в лабораторных условиях. Отсюда 

можно было бы сделать вывод, что ГОСТ 

32261-2013 дает несколько зауженный 

диапазон варьирования ЖК, не вполне 

учитывающий индивидуальные особен-

ности жирно-кислотного состава коров 

разных пород, сезон, климатические 

условия и рацион питания этих коров.  

В ГОСТ 32261-2013 допустимый диа-

пазон содержания ЖК уже был расширен 

для отдельных кислот по сравнению с 

ГОСТ Р52253-2004. Возможно, норматив 

следует еще раз пересмотреть. Если 

взглянуть на цифры в табл. 1, то можно 

отметить, что в пределах допустимых 

границ погрешностей определения (для 

содержания менее 5% Δ=±0.4, а для более 

5% Δ=±2.2), большинство показателей 

соответствуют нормативам, но находятся 

близко к нижней или верхней границам 

допустимых диапазонов содержания ЖК. 

Т.е. для содержания, например, 1.0% до-

пустимы значения 1.0±0.4 (т.е. ±40 отн.%); 

а для 10.0 имеем 10.0±2.2 (т.е. ±22 отн.) 

Если содержание той или иной жирной 

кислоты (ЖК) в триглицеридах натураль-

ного жира или масла, не подвергшихся 

фракционированию, химическим и тер-

мическим воздействиям, падает или воз-

растает в зависимости от породы, пита-

ния, сезона и других климатических фак-

торов (для животных жиров), сорта (для 

растительного сырья) и т.д., содержание 

другой ЖК может симбатно возрастать 

или уменьшаться. Соблюдение диапазо-

нов, в рамках которых содержание ЖК 

может варьировать, сохраняя при этом 

природные корреляции, обусловленные 

генотипическими и фенотипическими 

факторами, является признаком нату-

ральности данного жира. Проверим на 

нашей выборке соблюдение природных 
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корреляций, выявленных в [7] на основа-

нии статистических данных для 50 образ-

цов коровьего молочного жира (табл. 2).  

Низшие ЖК С6:0, С8:0, С10:0, средне-

молекулярные С12:0, С14:0, как правило, 

изменяют свое содержание симбатно от-

носительно друг друга, но при этом 

наблюдаются отрицательные корреляции 

их содержания к содержанию высокомо-

лекулярных кислот – стеариновой и оле-

иновой (С18:0 и С18:1), такая же законо-

мерность характерна для пальмитиновой 

кислоты (С16:0), ее количество обратно 

пропорционально количеству стеарино-

вой и олеиновой кислот. 

Можно ли оценить по составу ЖК мо-

лочный жир коров разных пород? На рис. 2. 

представлена диаграмма сопоставления 

содержания 7 основных ЖК молочного 

жира 4 пород, из которой заметно, что 

при прочих равных условиях содержа-

ния, климата и питания джерсейской по-

роде характерно сравнительно большее 

количество насыщенных ЖК С10:0, 

С12:0, С14:0, С16:0 и заметно меньшее 

количество ненасыщенных кислот С18:1 

и С18:2, в то время как для черно-пестрой 

породы характерны обратные соотноше-

ния. Голштинская и красно-пестрая по-

роды характеризуются промежуточными 

значениями С16:0, С18:0 и С18:1. Жир-

ным шрифтом в табл. 2 выделены наибо-

лее тесные корреляции. 

Рассмотрим триглицеридный состав 

молочного жира (табл.3). На рис. 3 пред-

ставлена последовательность удержива-

ния триглицеридов, согласно ГОСТ ISO 

17678-2015. Из табл.3 видно, что норми-

рованные диапазоны содержания ТГ не-

сколько уже для отдельных фракций ТГ, 

Таблица 1. Жирно-кислотный состав коровьего молочного жира, % 

Table 1. Fatty acid composition of bovine milk fat, % 

Жирная кислота 

Норма 

ГОСТ 

32261-

2013 

1 2 3 4 

Масляная С4:0 2.4-4.2 2.32-3.45 2.10-3.50 3.30-3.50 2.98-4.00 

Капроновая кислота С6:0 1.5-3.0 1.30-2.51 1.30-2.52 1.30-1.50 1.95-2.80 

Каприловая кислота С8:0 1.0-2.0 0.80-1.45 0.70-1.55 0.70-1.00 1.50-1.55 

Каприновая кислота С10:0 2.0-3.8 1.80-3.25 1.40-3.80 1.40-2.20 2.70-3.31 

Деценовая кислота С10:1 0.2-0.4 0.24-0.52 0.2-0.4 0.2-0.21 0.31-0.40 

Лауриновая кислота С12:0 2.0-4.4 2.3-3.96 1.70-4.70 1.7-1.9 3.1-4.35 

Миристиновая кислота 

С14:0 
8.0-13.0 9.5-12.08 6.80-13.10 6.8-8.0 

10.88-

11.19 

Миристолеиновая кислота 

С14:1 
0.6-1.5 0.71-2.0 0.70-1.90 0.7-1.10 0.96-1.40 

Пальмитиновая С16:0 21.0-33.0 
23.9-

38.31 
22.4-38.2 22.4-24.8 22.8-34.13 

Пальмитолеиновая кислота 

16:1 
1.5-2.4 1.2-2.97 1.90-2.50 2.0-2.2 1.58-1.71 

Стеариновая кислота С18:0 8-13.5 
4.54-

14.74 
5.8-13.2 6.9-13.2 9.45-13.4 

Олеиновая кислота С18:1 20-32 
17.21-

31.6 
15.5-36.6 

20.74-

36.6 

19.04-

21.30 

Линолевая кислота С18:2 2.2-5.5 2.0-3.91 2.10-4.0 2.7-4.0 2.43-3.48 

Линоленовая кислота 

C18:3 
до 1.5 0.05-1.44 0.3-1.00 0.8-0.9 0.24-0.60 

Бегеновая кислота C22:0 до 0.1 0.02-0.30 0-0.30 0-0.1 0-0.2 

Арахиновая кислота C20:0 до 0.3 0-0.3 0.1-0.21 0.2-0.3 0.02-0.4 
Примечание: 1 – красно-пестрая порода; 2 – голштинская; 3 – черно-пестрая; 4 – джерсейская порода 
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следовательно, их следует расширить 

хотя бы с учетом погрешностей опреде-

ления как минимум на Δ=±3%. На рис. 4 

для наглядности представлена диаграмма 

усредненного содержания ТГ в молочном 

жире коров джерсейской породы. С неко-

торыми вариациями, обусловленными 

содержанием в ТГ жирных кислот, также 

выглядят графики для двух других пород. 

Оценим наличие природных корреля-

ций между отдельными фракциями ТГ 

(табл. 4). Как видно из табл. 4, между со-

держанием ТГ существуют более тесные 

и более многочисленные корреляции, чем 

между содержанием жирных кислот. Для 

отдельных фракций триглицеридов абсо-

лютное значение R>0.900. При этом 

наблюдаются симбатный рост содержа-

ния низко- и среднемолекулярных ТГ, 

например, С30, С32, С34, С38, С42, С44, 

и асимбатное этому росту понижение 

концентрации высших ТГ С50, С52 и 

С54. В качестве примера на рис. 6 и 7 в 

Таблица 2. Корреляции между содержанием в коровьем молочном жире ЖК, n=18 

Table 2. Correlations between fatty acid content in bovine milk fat, n=18 

Соотношение ЖК Корреляция Коэффициент парной корреляции R 

C6:0/C8:0 у=0.48x+0.26 0.852 

C8:0/C10:0 у=2.47x-0.23 0.931 

C8:0/C12:0 у=2.68x-0.05 0.792 

C8:0/C14:0 у=5.22x+4.12 0.766 

C8:0/C18:1 у=46.98-18.99x -0.839 

C10:0/C12:0 у=1.14x+ 0.05 0.895 

C10:0/C14:0 у=2.16x+4.48 0.843 

C10:0/C16:0 у=5.62x+14.16 0.755 

C10:0/C18:0 у=45.09-7.65x 0.898 

C10:1/C14:0 у=17.38x+5.03 0.762 

C10:1/C18:1 у=41.47-56.06x 0.739 

C12:0/C14:0 у=1.88x+4.45 0.932 

C12:0/C16:0 у=5.02x+15.66 0.858 

C12:0/C18:0 у=16.75-2.02x 0.727 

C12:0/C18:1 у=44.24-6.34x -0.947 

C14:0/C16:0 у=2.28x+5.88 0.785 

C14:0/C18:0 у=20.51-0.98x -0.708 

C14:0/C18:1 у=57.14-3.17x -0.955 

C16:0/C18:0 у=23.75-0.46x -0.925 

C16:0/C18:1 у=50.21-0.88x -0.752 

 

 
Рис. 3. Порядок удерживания ТГ молочного жира: 1 – холестерин. ГОСТ ISO 17678-2015 

Fig. 3. The retention order of milk fat triglycerides: 1 – cholesterol. GOST ISO 17678-2015 
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качестве примера приведены 2 тесные 

корреляции. 

На соотношения ТГ влияют и геноти-

пические, и фенотипические факторы, 

которые можно выявить в дальнейшем 

при проведении специальных опытов. 

Очевидно лишь то, что при изменении 

любого из них состав ТГ не меняется слу-

чайным образом, а в соответствии с био-

химическими процессами, формирую-

щими этот состав. 

На рис. 7-8 представлен ИК-спектр ти-

пичного образца молочного жира коров 

(полученного сразу после дойки [8]), а 

также образца сливочного масла, приоб-

ретенного в торговой сети. В табл. 5 дана 

интерпретация выявленных колебаний 

функциональных групп [24-28]. 

Сравнение ИК-спектров образцов мо-

лочного жира показывает, что общими 

полосами поглощения являются макси-

мумы в области 2924-2923 см-1, которые 

Таблица 3. Триглицеридный состав коровьего молочного жира, % 

Table 3. Triglyceride composition of bovine milk fat, % 

Фракция ТГ Норматив по ГОСТ 1 2 4 

C24 0.15-0.39 0.44-0.72 0.49-0.50 0.26-0.46 

С26 0.51-1.05 0.99-1.09 0.95-0.96 0.69-1.02 

С28 0.76-1.19 1.04-1.10 0.99-1.00 0.61-1.16 

С30 1.27-1.78 1.70-1.86 1.64-1.67 1.07-1.96 

С32 2.54-3.34 3.12-3.72 3.08-3.21 2.34-3.77 

С34 4.01-8.02 6.66-8.22 6.46-6.68 5.77-7.64 

С36 9.08-14.01 11.61-13.02 11.08-11.35 11.63-12.09 

С38 11.04-15.09 11.54-13.32 11.93-13.30 12.57-13.69 

С40 9.02-13.01 8.40-10.3 9.18-11.06 9.85-9.92 

С42 6.57-7.57 5.81-8.43 7.05-7.36 6.40-8.10 

С44 4.52-7.04 5.18-8.28 6.23-7.74 6.11-7.87 

С46 5.01-6.59 5.78-9.23 6.52-8.21 8.67-7.97 

С48 6.51-10.40 7.36-10.39 7.72--9.79 7.87-8.77 

С50 8.06-12.08 9.30-10.22 9.74-10.82 9.04-11.69 

С52 7.08-11.02 4.66-10.72 8.99-7.92 6.15-10.41 

С54 2.01-4.07 0.72-5.48 2.21-4.38 1.70-3.77 
Примечание: 1 – красно-пестрая порода; 2 – голштинская порода; 4 – джерсейская порода 

 

 

 

 
Рис. 4. Содержание фракций ТГ в молоч-

ном жире коров джерсейской породы 

Fig. 4. Content of triglyceride fractions in 

milk fat of Jersey cows 

Рис. 5. Корреляция между содержанием 

в молочном жире ТГ С30 и С32 

Fig. 5. Correlation between the content 

of C30 and C32 triglycerides in milk fat 
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характерны для валентных асимметрич-

ных колебаний νas CH и CH2 групп; 2855-

2853 см-1, которые характерны для ва-

лентных симметричных колебаний νs 

этих групп [23-27]. Наличие данных 

групп подтверждается также присут-

ствием в ИК-спектрах полос поглощения 

1465-1462 см-1 (ножничные колебания σ 

СН2 в группах –СН2-С=О); 1378-1374 см-1 

(ножничные колебания σs групп –СН3 в 

алифатических цепочках)[23-25]; 1174-

1160 см-1 (маятниковые колебания ме-

тильных групп γr); 1114-1105 см-1 (нож-

ничные колебания σs в группах СН, СН2 и 

СН3); 722-713 см-1 (крутильные колеба-

ния γt CH в группах RCH=CHR’. Наряду 

с этим, во всех ИК-спектрах образцов мо-

лочного жира наличествуют пики 1746-

1742 см-1 (валентные колебания С=О в 

группах –С-О-С(R)=O); 1239-1235 см-1 

Таблица 4. Матрица корреляций между содержанием ТГ в натуральном молочном жире, n=7 

Table 4. Correlation matrix between the triglyceride content in natural milk fat, n=7 

Соотношение ТГ Корреляция Коэффициент парной корреляции R 

С24/С26 y=0.72x+0.60 0.855 

C26/C50 y=15.33-5.48х -0.752 

C26/C32 y=2.87x+0.47 0.764 

C26/C30 y=1.96x-0.23 0.880 

C 26/C28 y=1.35x-0.30 0.958 

С28/С30 y=1.54x+0.12 0.977 

С28/С32 y=2.40x+0.84 0.900 

С28/С34 y=3.21x+3.68 0.731 

С28/С50 y=14.45-4.41x -0.853 

C30/C50 y=14.88-2.90x -0.888 

C30/C34 y=2.30x+3.07 0.827 

C30/C32 y=1.62х+0.53 0.965 

C32/C34 y=1.53x+1.95 0.925 

C32/C50 y=15.36-1.65x -0.849 

C32/C52 y=20.55-3.93x -0.820 

C34/C52 y=25.02-2.49x -0.859 

C34/C38 y=18.30-0.80x -0.795 

C34/C36 y=0.64x+7.45 0.790 

C38/C52 y=2.16x-19.78 0.754 

C38/С48 y=25.63-1.33x -0.948 

C38/С46 y=25.35-1.24x -0.844 

C38/С40 y=0.86x-1.19 0.827 

C40/С46 y=18.53-1.13x 0.796 

С42/С44 y=1.20x-1.68 0.942 

С42/С46 y=0.98x+0.36 0.786 

С42/С52 y=23.82-2.19x 0.898 

С42/С54 y=14.80-1.64x 0.888 

С44/С54 y=12.94-1.44x -0.987 

С44/С52 y=20.69-1.82x -0.949 

С44/С48 y=0.78x+3.15 0.834 

С44/С46 y=0.93x+0.97 0.943 

С46/С48 y=0.91x+1.82 0.954 

С46/С52 y=21.19-1.77x -0.908 

С46/С54 y=13.64-1.44x -0.972 

С48/С54 y=14.45-1.34x -0.865 

С48/С52 y=22.19-1.55x -0.808 

С52/С54 y=0.71x-2.78 0.937 
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(валентные ассиметричные колебания νas 

–С-О-С– в сложных эфирах )[23-25](см. 

табл. 5). 

Многочисленные факты свидетель-

ствуют в пользу того, что образцы молоч-

ного жира коров черно-пестрой, красно-

пестрой, джерсейской и голштинской по-

род содержат преимущественно триацил-

L-глицериды: 

 
Рис. 6. Корреляция между содержанием в молочном жире ТГ С44 и С54 

Fig. 6. Correlation between the content of C44 and C54 triglycerides in milk fat 

 

 
Рис.7. ИК-спектр молочного жира коровы красно-пестрой породы, луговой выпас, 

частное хозяйство. с. Ямное Воронежской области 

Fig.7. IR spectrum of milk fat from a Red Pied cow, pasture grazing, private farm. 

Yamnoye village in the Voronezh Region. 

 

 
Рис. 8. ИК-спектр сливочного масла, произведенного из молока коров голштинский породы 

Fig. 8. IR spectrum of butter produced from the milk of Holstein cows 
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C H 2 O C

O

R 1

C HOC

O

R 2

R 3C

O

OC H 2
 

где Ri – остатки жирных кислот. Однако в 

ИК-спектрах молочного жира коров 

голштинской породы имеются полосы 

поглощения 3739-3726 см-1 (валентные 

колебания ν неассоциированных групп –

ОН); 3416-4308 см-1 (валентные колеба-

ния ν ОН…О в спиртовых группах); 1549 

см-1 (валентные колебания в β-кетоэфи-

рах) [24-28]. Указанные максимумы от-

сутствуют в ИК-спектрах образцов мо-

лочного жира коров других пород. 

Очевидно, в молочном жире коров 

голштинской породы наряду с триацил-

L-глицеридами присутствуют 1,2-диа-

цилглицериды и/или 1-ацилглицериды, 

способные образовывать водородные 

связи: 

C H 2 O C

O

R 1

C H

C H 2ОН

O

H

O
C

R 2
O C H

C H 2

C
O

H

O C R

O

1

H 2

 
Заслуживает внимания максимум в 

ИК-спектре коров голштинской породы 

при 1645 см-1 (валентные колебания ν 

С=С в RCH=CHR') и 673 см-1(крутильные 

γt колебания СН в RCH=CHR'), которые 

обусловлены наличием остова ненасы-

щенной жирной кислоты, преимуще-

ственно располагающейся у второй гид-

роксильной группы глицерина. Сливоч-

ное масло, приобретенное в торговой 

сети, имеет размытую широкую полосу с 

максимумом при 3416 см-1 и слабую по-

Таблица 5. Отнесение полос поглощения в ИК-спектрах образцов молочного жира. см-1 

Table 5. Assignment of the absorption bands in the IR spectra of milk fat samples, cm-1 

Черно-пестрая, 

красно-пестрая, 

джерсейская 

породы 

Голштинская 

Сливочное масло 

из молочного 

жира голштин-

ской породы 

Отнесение полос поглоще-

ния, колебания функцио-

нальных групп 

- 3739* 3726* ν ОН в спиртах, свободные 

- 3408 3416 
ν ОН…О в спиртах 

ассоциированных 

2924 2923 2923 ν  СН и СН2 асимметричные 

2854 2855 2853 ν СН и СН2 симметричные 

1746 1742 1744 
ν С=О в группах С-О-

С(R)=O 

- 1645 1648* ν C=C  в RCH=CHR’ (транс) 

- 1549 - ν  С=О в β-кетоэфирах 

1465 

1418 

1462 

1416 

1465 

1416 

Ножничные СН2; σ СН2  

В -СН2-СО- 

1378 1374 1378 
σs  CH3 в алифатических це-

пях 

1239 1235 1238 
νas в -C-O-C- в сложных эфи-

рах 

1165 1160 1174 
Маятниковые γr метильной 

группы 

1114 1108 1105 Ножничные СН в СН2 и СН3 

966 - 970 Веерные γw СН в RCH=CHR’ 

722 

- 

713 

647 

722 

- 

Крутильные γt  CH 

в RCH=CHR’ 
*слабые колебания 
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лосу при 1648 см-1. Полоса 3416 см-1 отве-

чает колебаниям группам -ОН, связанных 

водородными связями в ассоциатах, а по-

лоса 1648 см-1 характерна для двойной 

связи в транс-изомерах. Вероятней всего 

в этом образце полоса 3416 см-1 обуслов-

лена наличием в сливочном масле смеси 

моно- и диглицеридов, используемых в 

качестве кормовой или пищевой добавки 

E471, как эмульгатор-стабилизатор. При 

проверке ИК-спектра молочного жира ко-

ров голштинской породы, полученного 

непосредственно после дойки на пред-

приятии той же фирмы, выпускающей 

сливочное масло, опять же найдена по-

лоса группы -ОН, отсутствующая в мо-

лочном жире других пород. Это может 

означать, что в кормах коров скорее всего 

содержалась добавка E471. Специалисты 

считают, что эта добавка повышает удой-

ность коров. Пищевая добавка E471 

имеет международный статус GRAS, ко-

торый позволяет использовать ее без 

ограничений. В качестве эмульгатора 

E471 улучшает реологические свойства 

сливочного масла [20-22]. Следует отме-

тить, что в ИК-спектрах, например, паль-

мового масла имеются полосы поглоще-

ния 1221 см-1 и 1099 см-1, которые отсут-

ствуют в ИК-спектрах коровьего жира и 

отвечают за валентные колебания ме-

тильных групп в третичнометильных 

группировках и валентные колебания в 

ацеталях, фрагменты которых могут при-

сутствовать в жирно-кислотных цепоч-

ках пальмового масла [24]. Характер-

ными только для растительных масел яв-

ляются полосы в области 3009-3006 см-1 

(ν СН в RCH=CHR'), не выраженные для 

молочного жира. Является ли наличие за-

метных количеств моно- и диглицеридов 

особенностью жира голштинских коров, 

или это результат приема кормов с пище-

вой добавкой E471? Содержание моно- и 

диглицеридов в молоке может быть ре-

зультатом липолиза молочной жира из-за 

неправильного обращения с молоком и 

его хранения. Однако было ранее пока-

зано, что диглицериды естественным об-

разом содержится в свежесдоенном мо-

локе, что позволяет предположить, что 

некоторые из диглицеридов, содержа-

щихся в молоке, являются промежуточ-

ными звеньями в биосинтезе ТГ, а не про-

дуктами распада [20], даже незначитель-

ные количества таких липидов, содержа-

щихся в молочном жире, даже в тех низ-

ких концентрациях, которые обычно 

встречаются в природе, могут суще-

ственно влиять на кристаллизацию и 

плавление молочного жира. 

Остановимся на теплофизических 

свойствах исследуемых образцов молоч-

ного жира. Коль жирно-кислотный и 

триглицеридный состав молочного жира 

вариативен, зависит от генотипических и 

фенотипических факторов, а профиль 

термограмм ДСК чувствителен к химиче-

скому составу молочного жира, предста-

вилось интересным найти различия в теп-

лофизических свойствах молочного жира 

в зависимости от породы коров. Поли-

морфное поведение молочного жира, ко-

нечно, усложняет интерпретацию термо-

грамм, полученных для молочного жира. 

Кривые ДСК образцов представлены на 

рис. 9. В табл. 6 приведены количествен-

ные параметры термограмм. 

На рис. 9 отмечены характеризующие 

процесс плавления, такие параметры как 

температура первого пика - t1; темпера-

тура впадины – t1
’, температура второго 

пика – t2. температура третьего пика – t3 и 

площадь под кривой S, которая характе-

ризует общую теплоемкость жира. 

Отношение температур t2/t3 наиболее 

чувствительно реагирует на замену мо-

лочного жира посторонними жировыми 

продуктами и в целом на соотношение ТГ 

[29]. Все кривые ДСК имеют три типич-

ных эндотермических пика, характерного 

для молочного жира [30]. Данные пики 

имеют сложный геометрический про-

филь, поскольку они образованы в ре-

зультате фазовых (полиморфных) пере-

ходов различных групп ТГ. Первый эндо-

термический пик образован группой ТГ с 
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низкой температурой плавления (Low 

melting point, LMP). Второй эндотермиче-

ский пик образован более многочислен-

ной группой ТГ со средней температурой 

плавления (Medium melting point, MMP). 

Третий эндотермический пик образован 

группой ТГ с высокой температурой 

плавления (High melting point, HMP). Гра-

ницей между LMP и MMP служит впа-

дина при t1’, граница между MMP и HMP 

размыта и может быть определена только 

приблизительно [30]. Группы ТГ – LMP, 

MMP и HMP, не только плавятся раз-

дельно, но и ведут себя как твердые рас-

творы. Эндотерма LMP соответствует 

плавлению ТГ с высоким содержанием 

длинноцепочечных ненасыщенных жир-

ных кислот и насыщенных жирных кис-

лот с короткой цепью, UUS, таких как 

BOO, BPO и PPO (B – масляная кислота 

С4:0; О –олеиновая кислота C18:1; P – 

пальмитиновая кислота C16:0). Фракция 

LMP является жидкой при комнатной 

температуре. Основные триглицериды, 

плавящиеся во фракции ММP, содержат 

одну короткую насыщенную цепь или 

одну ненасыщенную USS и SSS, такие 

как BPP и PPO. Фракция HMP богата ЖК 

с длинными насыщенными цепями, такие 

как PPP. Интересно отметить, что было 

обнаружено, что триглицерид PPО пла-

вится под тремя эндотермами. Плавление 

триглицеридов фракции MMP наиболее 

важно для сенсорных свойств молочного 

жира во рту [30]. 

Таким образом, у всех образцов мо-

лочного жира наблюдаются группы пи-

ков LMP, MMP и HMP, однако у образца 

молочного жира голштинской породы 

впадина при t1’ практически не наблюда-

ется так как пики при t1 и t2 расположены 

ближе друг к другу, чем в других образ-

цах. Это различие обусловлено скорее 

всего породой и рационом питания жи-

вотного. 

На кривых ДСК образцов 1 и 2 у са-

мого основания второго эндотермиче-

ского пика явно проявляется плечо (под-

пик), которое на кривой красно-пестрой 

 
Рис. 9. Кривые ДСК образцов молочного жир различных пород коров: 

1 – красно-пёстрой; 2 – голштинской. 3 – черно-пестрая, 4 – джерсейской 

Fig. 9. DSC curves of milk fat samples from different breeds of cows:  

1 – Red Pied; 2 – Holstein; 3 –Black Pied; 4 – Jersey 
 

Таблица 6. Параметры плавления образцов молочного жира 

Table 6. Melting parameters of milk fat samples  

№ t2. °С t3. °С t2/t1' S, Дж/г 

1 12.3 16.7 1.36 88.7 

2 10.1 16.2 1.60 94.4 

3 9.6 16.4 1.71 93.2 

4 8.6 18.0 2.09 93.2 
*1 – красно-пестрая порода; 2 – голштинская порода; 4 – джерсейская порода. 
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коровы имеет гораздо более яркий харак-

тер. При этом у образцов джерсейской и 

черно-пестрой коровы данный пик суще-

ственно сглаживается в небольшой пере-

гиб. Третий пик ДСК на всех кривых 

имеет разный характер, так в образцах 1 

и 2 при переходе от второго пика до са-

мого окончания плавления наблюдается 

плавные спуски, в случае третьего об-

разца – имеется плато, а в случае 4-го об-

разца имеется даже максимум пика 3. Од-

нако температура максимума 3 пика 

имеет четкие тренды в зависимости от со-

держания всех фракций ТГ (табл. 7). 

Обращает на себе внимание, что с уве-

личением концентрации С50-С54 и С38-

С40 температура t3 растет, а с увеличе-

нием содержания С42-С48 и увеличением 

содержания С24-С36 падает (степень де-

терминации R2≈0.94), таким образом, 

этот пик можно отнести к суперпозиции 

ТГ с длинными насыщенными цепями 

USS и SSS, такими как PPP, РРО, а также 

ТГ содержащими кроме С16:0 еще С18:0 

или С20:0. Другие параметры термо-

грамм не показали тесных трендов. Та-

ким образом, джерсейская порода наибо-

лее сильно отличается от других пони-

женным значением t2 и максимальным 

значением t3, что согласуется с составом 

ЖК и ТГ. В работе [22] также отмечается, 

что молочный жир джерсейской породы 

имеет более высокое содержание летучих 

ЖК, чем, например, голштинской. 

 

 

Заключение 

Подтверждено наличие тесных при-

родных корреляций между некоторыми 

отдельными жирными кислотами, впер-

вые выявлены еще более тесные природ-

ные корреляции между содержанием в 

молочном жире фракций триглицеридов, 

обнаружены тренды между количеством 

триглицеридов и отдельными теплофизи-

ческими параметрами, измеренными ме-

тодом ДСК. Найденные корреляции и 

тренды могут служить критериями нату-

ральности молочного жира и отнесения 

образца молочного жира к определенной 

породе коров. Нарушение выявленных 

корреляций может указывать на внесение 

в продукт жиров-заменителей, фракцио-

нирование, переэтерификацию или иное 

физико-химического воздействие на об-

разец масложирового сырья. Методом 

Таблица 7. Тренды значений t3  от содержания отдельных фракций ТГ 

Table 7. Trends in t3 values depending on the content of individual triglyceride fractions 

Содержание фракции ТГ (х) t3 

C54 y=11.6x-13.8 

C52 у=1.7x+3.4 

С50 у=2.8х-11.1 

С48 у=50-3.9х 

С46 у=76.8-7.9х 

С44 у=84-9.5х 

С42 у=144.2-17.4х 

С40 у=4.9х-30.4 

С38 у=3.8х-32.1 

С36 у=75-4.8х 

С34 у=38.5-3.1х 

С32 у=34.6-5.5х 

С30 у=29.2-7.7х 

С28 у=26.4-9.6х 

С26 у=26.5-10.1х 

С24 у=20.4-7.2 х 
жирным шрифтом выделены асимбатные тренды 
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ИК-спектроскопии обнаружено присут-

ствие в молочном жире моно- и диацилг-

лицеридов. Применение комплекса мето-

дик ГЖХ-ПИД, ДСК и ИК-спектроско-

пии позволяет не только надежно иденти-

фицировать натуральное сырье, но и за-

частую его происхождение, т.е. породу 

скота и условия, в которых произведена 

сельхозпродукция. 
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Авторы заявляют, что у них нет из-

вестных финансовых конфликтов интере-
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Молекулярно-динамическое моделирование адсорбции 

оптических изомеров лейцина 

на хиральной супрамолекулярной поверхности γ-глицина 
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Аннотация. Для установления механизма хирального распознавания поверхностью с супрамолекуляр-

ной хиральностью проведено молекулярно-динамическое моделирование адсорбции энантиомеров 

лейцина на фрагменте кристалла γ-глицина. Симуляции проведены с помощью программного пакета 

GROMACS c использованием силового поля GROMOS96 54a7. Моделирование сорбции D-, L-лейцина 

проводили в NVT-ансамбле с модифицированным термостатом Берендсена (V-rescale), предварительно 

системы подвергали процедуре минимизации энергии и NVT, NPT уравновешиванию в течение 200 пс 

при 300 К. Для равномерного распределения молекул адсорбата на поверхности монослоя кристалла 

глицина применили протокол отжига при 433 K с плавным охлаждением до 230 К. Для того чтобы 

молекулы глицина не меняли геометрию в процессе симуляции их «заморозили» до 0 К, время симу-

ляции 20 нс. Для исключения взаимодействий молекул адсорбата с обратной стороной слоя кристалла, 

использованы периодические граничные условия только в направлениях x и y. Проведено моделирова-

ние 20, 40, 60, 80 молекул энантимеров лейцина на фрагменте кристалла γ-глицина размером 147 мо-

лекул и поверхности графена 12х6 нм. Рассчитаны Кулоновские энергии и энергии Леннарда-Джонса 

межмолекулярных взаимодействий глицин-лейцин, лейцин-лейцин, графен-лейцин. При адсорбции 20 

молекул лейцина на поверхности γ-глицина с направленными вверх COO– группами степень заполне-

ния поверхности глицина θ≈0.44. При такой степени заполнения между энантиомерами лейцина не 

наблюдается заметных различий по Кулоновской энергии и энергии Леннарда-Джонса взаимодействий 

глицин-лейцин. Однако при адсорбции 40 молекул лейцина (θ≈0.88) Кулоновская энергия взаимодей-

ствий энантиомеров лейцина с поверхностью глицина различается на 168.0 кДж/моль, а энергия Лен-

нарда-Джонса на 15.1 кДж/моль. При адсорбции 60 молекул лейцина (θ≈1.32) наблюдается значитель-

ное отличие в энергии Кулона (∆ ECoulGly-Leu=664.1 кДж/моль) и Леннарда-Джонса (∆ ELJGly-

Leu=194.5 кДж/моль) взаимодействий глицин-лейцин. При адсорбции 80 молекул лейцина (θ≈1.76) от-

личие в энергиях взаимодействий лейцин-глицин (∆ ECoulGly-Leu=116.7 кДж/моль, ∆ ELJGly-Leu=105.4 

кДж/моль). При адсорбции лейцина (θ≈0.44) на поверхности γ–глицина с направленными вверх NH3
+ 

группами, наблюдается значительная разница в энергиях взаимодействиях глицин-лейцин уже при ад-

сорбции 20 молекул (θ≈0.44, ∆ ECoulGly-Leu=420.0 кДж/моль). При адсорбции 40 молекул лейцина 

(θ≈0.88) ∆ ECoulGly-Leu=624.4 кДж/моль, ∆ ELJGly-Leu=71.5 кДж/моль. При адсорбции 60 молекул лей-

цина (θ≈1.32) ∆ ECoulGly-Leu=304.4 кДж/моль, ∆ ELJGly-Leu=59.1 кДж/моль. При адсорбции 80 молекул 

лейцина (θ≈1.76) отличие в энергиях взаимодействий глицин-лейцин ∆ ECoulGly-Leu=384.8 кДж/моль, 

∆ ELJGly-Leu=122.2 кДж/моль. 

Таким образом, по результатам молекулярно-динамического моделирования установлено, что выбран-

ная форма кристалла γ-глицина проявляет энантиселективность аналогично изученному ранее цито-

зину. При моделировании адсорбции на разных гранях γ-глицина наблюдается хиральная селектив-

ность по отношению к L-лейцину. Обнаружено, что грани с различными функциональными группами 

проявляют энантиоселективность в различном диапазоне степеней заполнения поверхности. Данное 

явление позволит в будущем добиваться большей энантиоселективности поверхности γ-глицина за 

счёт блокирования грани с карбоксильными группами. 

Ключевые слова: молекулярная динамика, GROMACS, адсорбция, аминокислота, супрамолекуляр-

ная хиральность, глицин, лейцин, графен. 
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Abstract. To establish the mechanism for the chiral recognition of a surface with supramolecular chirality, we 

conducted molecular- dynamic simulation of the adsorption of leucine enantiomers on a fragment of a γ-glycine 

crystal. Simulations were conducted using the GROMACS software package with the GROMOS96 54a7 force 

field. Simulation of D- and L-leucine sorption was performed in an NVT ensemble with a modified Berendsen 

thermostat (V-rescale). Before that, the systems were subjected to energy minimisation and NVT and NPT 

equilibration for 200 ps at 300 K. To uniformly distribute adsorbate molecules on the surface of a glycine 

crystal monolayer, we used an annealing protocol at 433 K with gradual cooling to 230 K. To prevent glycine 

molecules from changing their geometry during the simulation, they were “frozen” to 0 K, and the simulation 

time was 20 ns. To exclude interactions of adsorbate molecules with the reverse side of the crystal layer, we 

used periodic boundary conditions only in the x and y directions. Simulations of 20, 40, 60, and 80 molecules 

of leucine enantimers were performed on a fragment of a γ-glycine crystal with a size of 147 molecules and a 

graphene surface of 12x6 nm. The Coulomb and Lennard-Jones energies of intermolecular interactions of gly-

cine-leucine, leucine-leucine, and graphene-leucine were calculated. When 20 leucine molecules were ad-

sorbed on the surface of γ-glycine with upward-directed COO– groups, the degree of covering the glycine 

surface was θ≈0.44. At this degree of covering, there were no distinctive differences in the Coulomb and Len-

nard-Jones energies of glycine-leucine interactions between the enantiomers of leucine. However, with the 

adsorption of 40 leucine molecules (θ≈0.88), the Coulomb energy of interactions of leucine enantiomers with 

the glycine surface differed by 168.0 kJ/mol and the Lennard-Jones energy differed by 15.1 kJ/mol. Over the 

course of adsorption of 60 leucine molecules (θ≈1.32), a significant difference was observed in the Coulomb 

energy (∆ ECoulGly-Leu=664.1 kJ/mol) and the Lennard-Jones energy (∆ ELJGly-Leu=194.5 kJ/mol) of gly-

cine-leucine interactions. Over the course of adsorption of 80 leucine molecules (θ≈1.76), there was a differ-

ence in glycine-leucine interactions (∆ ECoulGly-Leu=116.7 kJ/mol, ∆ ELJGly-Leu=105.4 kJ/mol). Over the 

course of adsorption of leucine (θ≈0.44) on the surface of γ-glycine with upward-directed NH3
+ groups, a 

significant difference was observed in the energies of glycine-leucine interactions already with the adsorption 

of 20 molecules (θ≈0.44, ∆ ECoulGly-Leu=420.0 kJ/mol). Over the course of adsorption of 40 leucine mole-

cules (θ≈0.88) ∆ ECoulGly-Leu=624.4 kJ/mol, ∆ ELJGly-Leu=71.5 kJ/mol. Over the course of adsorption of 60 

leucine molecules (θ≈1.32) ∆ ECoulGly-Leu=304.4 kJ/mol, ∆ ELJGly-Leu=59.1 kJ/mol. Over the course of 

adsorption of 80 leucine molecules (θ≈1.76) there was a difference in glycine-leucine interactions ∆ ECoulGly-

Leu=384.8 kJ/mol., ∆ ELJGly-Leu=122.2 kJ/mol. 

Thus, based on the results of molecular-dynamic modelling, it was established that the selected form of the γ-

glycine crystal demonstrated enantiselectivity similar to the previously studied cytosine. When modelling ad-

sorption on different sides of γ-glycine, we observed chiral selectivity in relation to L-leucine. It was found 

that the sides with different functional groups showed enantioselectivity in different ranges of surface covering. 

This phenomenon will allow achieving greater enantioselectivity of the γ-glycine surface in the future by block-

ing the side with carboxyl groups. 

Keywords: molecular dynamics, GROMACS, adsorption, amino acid, supramolecular chirality, glycine, leu-

cine, graphene. 
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Введение 

Хиральность является неотъемлемым 

признаком всего живого [1]. Биополи-

меры обречены на то, чтобы быть хираль-

ными, в ином случае уровень достигае-

мой ими иерархии не позволил бы до-

стичь условий создания живой клетки [2]. 

Будучи геометрическим свойством объ-

екта не совмещаться в n-мерном про-

странстве со своим зеркальным отраже-

нием путём любых движений в таком 

пространстве[3], хиральность может 

наблюдаться не только на молекулярном, 

но и на любом уровне материи [4]. Когда 

Луи Пастер открыл явление хиральности 

[5], он увидел асимметрию не молекулы, 

а кристалла – объекта более высокого 

уровня иерархии, нежели одна молекула 

винной кислоты. В случае Луи Пастера, 

хиральность кристалла была следствием 

хиральности молекулы мономера. Од-

нако существует ряд случаев, когда ис-

ходное соединение не имеет центра, оси 

или плоскости хиральности, однако ре-

зультат самосборки молекул – двумерная 

супрамолекулярная структура или трёх-

мерный кристалл – хиральны [6-8]. По-

этому для более глубокого понимание 

причин асимметрии всего живого необ-

ходимо изучать, как именно взаимосвя-

заны молекулярная и иные виды хираль-

ности, и как можно осуществить хираль-

ный трансфер между объектами с различ-

ным уровнем иерархии.  

На данный момент известно, что си-

стемы с супрамолекулярной хирально-

стью могут индуцировать молекулярную, 

выступая в качестве исходного вещества 

для органического синтеза [9-10], катали-

затора [11-12] или адсорбента [13-15]. 

Так, ещё в 1969 году Пензейном и Шмид-

том было установлено, что хиральный 

кристалл 4,4’-диметилхалкона, реагируя 

с бромом, образует не рацемическую 

смесь, а хиральный дибромид с энантио-

мерным избытком 6-25% [16]. На сего-

дняшний день существует более 200 при-

меров органических синтезов, в которых 

использование энантиоморфного кри-

сталла ахирального исходного вещества 

приводит к частичному, и в редких слу-

чаях даже полному смещению хираль-

ного равновесия в сторону образования 

того или иного энантиомера [10]. Также, 

группой К. Соаи обнаружено, что хираль-

ные кристаллы способны направлять ре-

акцию пиримидин-5-карбальдегида с ди-

изопропилцинком [17] в сторону образо-

вания одного энантиомера [18]. Нашей 

научной группой обнаружено, что раз-

личные системы с супрамолекулярной 

хиральностью, такие как двумерные су-

прамолекулярные структуры [19-20] и 

энантиоморфные кристаллы [21-22], спо-

собны селективно адсорбировать пре-

имущественно только один энантиомер, 

как из газовой фазы, так и из раствора. В 

этой связи интересно понять механизм, 

по которому происходит индуцирование 

хиральности. Для этого полезно осуще-

ствить моделирование адсорбции энан-

тиомеров на поверхности с супрамолеку-

лярной хиральностью.  

В настоящей работе в качестве объекта 

исследования выбрана система «энантио-

мер лейцина – поверхность кристалла γ-

глицина». Последний представляет собой 

энантиоморфный кристалл с простран-

ственной группой симметрии Р31 или Р32 

для право- и левовращающих кристаллов 

соответственно [23]. Поскольку и кри-

сталл, и адсорбат являются аминокисло-

тами, изучение их взаимодействий может 

пролить свет на причины гомохирально-

сти биополимеров. 

Экспериментальная часть 

Симуляции проведены с помощью 

программного пакета GROMACS [24-26] 

c использованием силового поля 

GROMOS96 54a7 [27]. Топологии для 

всех структур генерировали с помощью 

сервиса ATB [28-29]. Параметры сило-

вого поля рассчитаны в приближении 

теории функционала плотности 

B3LYP/6-31G*. В качестве поверхности 
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использовали слой кристалла глицина со-

стоящий из 147 молекул. Глицин в форме 

γ- кристалла существует в виде цвиттер-

иона [30]. Кристалл глицина построен в 

программе Avogadro [31] из cif-файла, 

скачанного из Кембриджской кристалло-

графической базы данных [30, 32]. Была 

построена суперячейка в программе 

Avogadro и вырезаны лишние слои. Далее 

получен слой молекул глицина (рис 1а, 

рис 1в). Изменение имен атомов в файле 

координат согласно индексам в силовом 

поле GROMOS провели в программе 

VEGA ZZ. Полученную структуру поме-

стили в триклинный бокс с периодиче-

скими граничными условиями, длины 

векторов бокса 5.4 нм 5.4 нм 8 нм, углы 

векторов бокса 90º 90º 120º. Степень за-

полнения поверхности адсорбента моле-

кулами адсорбата рассчитывали как от-

ношение площадей поверхности без 

учета растворителя рассчитанные в 

MGLtool/PMV [33]. Расчеты проведены 

на компьютере с 16 ядерным процессо-

ром AMD Ryzen 9 3950X с частотой 3.50 

GHz, оперативной памятью 32,0 ГБ, ви-

деоускорителем NVIDIA GeForce RTX 

2070 (8 ГБ). 

Моделирование сорбции D-, L-лей-

цина проводили в NVT-ансамбле с моди-

фицированным термостатом Берендсена 

(V-rescale), предварительно системы под-

вергали процедуре минимизации энергии 

и NVT, NPT уравновешиванию в течение 

200 пс при 300 К. Для равномерного рас-

пределения молекул адсорбата на поверх-

ности монослоя кристалла глицина при-

менили протокол отжига при 433 K с 

плавным охлаждением до 230 К. Для того 

чтобы молекулы глицина не меняли гео-

метрию в процессе симуляции их «замо-

розили» до 0 К, время симуляции 20 нс. 

Для исключения взаимодействий моле-

кул адсорбата с обратной стороной слоя 

кристалла использованы периодические 

 
Рис. 1. Структурные формулы слоев глицина и их молекулярные поверхности: 

а – слой кристалла γ - глицина с полярной поверхностью, вверх направлены COO– группы; 

б – молекулярная поверхность слоя кристалла γ – глицина с направленными вверх COO– 

группами; в - слой кристалла γ - глицина с неполярной поверхностью, вверх направлены 

NH3
+группы ; г - молекулярная поверхность слоя кристалла γ – глицина с направленными 

вверх NH3
+ группами. Где красным цветом обозначены атомы кислорода, синим – атомы 

азота, серым – атомы углерода, белым – атомы водорода. 

Fig. 1. Structural formulas of glycine layers and their molecular surfaces: a – layer of 

γ-glycine crystal with a polar surface, COO– groups directed upward; b – molecular surface of a 

γ-glycine crystal layer with COO– groups directed upward; c – layer of γ-glycine crystal with a 

non-polar surface, NH3
+ groups directed upward; d – molecular surface of γ-glycine crystal layer 

with NH3
+ groups directed upward. Oxygen atoms are shown in red, nitrogen atoms in blue, car-

bon atoms in grey, and hydrogen atoms in white. 
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граничные условия только в направле-

ниях x и y. Симуляцию адсорбции опти-

ческих изомеров лейцина проводили на 

поверхности глицина, состоящей из 147 

молекул, показанной на рис 1а, рис 1в, 

полученные данные сравнивали с дан-

ными, полученными при симуляции ад-

сорбции D-, L-лейцина на поверхности 

графена размером 12х6 нм. 

Обсуждение результатов 

Для установления механизма хираль-

ного распознавания поверхностью с су-

прамолекулярной хиральностью была по-

строена модель поверхности кристалла 

глицина, проведено молекулярно-дина-

мическое моделирование адсорбции 

энантиомеров лейцина на слое кристалла 

глицина и поверхности графена размером 

12х6 нм.  

В качестве объекта сравнения изуча-

лась адсорбция энантиомеров лейцина на 

графене. На рис. 2 в качестве примера по-

казана адсорбция 60 молекул лейцина на 

графене (здесь и далее адсорбция каж-

дого энантиомера моделировалась от-

дельно от другого энантиомера). Как 

видно из полученных данных, изменение 

Кулоновской энергии (рис. 2в) и энергии 

Леннарда-Джонса (LJ) (рис. 2в, рис. 2г) 

взаимодействия энантиомеров с поверх-

ностью графена, а также взаимодействия 

между собой в результате адсорбции D-

лейцина не отличается от L-лейцина. Гра-

фен ожидаемо показал себя как ахираль-

ная поверхность. 

В качестве модели слоя кристалла γ-

глицина использовали фрагмент супра-

молекулярной структуры состоящий из 

147 молекул (рис 1), полученный из кри-

сталла из Кембриджской кристаллогра-

фической базы данных. Интересно, что 

 
Рис. 2. Адсорбция 60 молекул лейцина на поверхности графена, вид сверху (а) и вид 

сбоку (б). Изменение энергии Кулона межмолекулярных взаимодействий лейцин-лейцин 

при адсорбции D- и L- лейцина на поверхности графена (в). Изменение энергии Лен-

нарда-Джонса межмолекулярных взаимодействий графен-лейцин при адсорбции D- и L-

лейцина на поверхности графена (г). Изменение энергии Леннарда-Джонса межмолеку-

лярных взаимодействий лейцин-лейцин при адсорбции D- и L-лейцина на поверхности 

графена (д). 

Fig. 2. Adsorption of 60 leucine molecules on a graphene surface, top view (a) and side view 

(b).  Change in the Coulomb energy of intermolecular leucine-leucine interactions during the 

adsorption of D- and L-leucine on the graphene surface (c). Change in the Lennard-Jones en-

ergy of intermolecular graphene-leucine interactions during the adsorption of D- and L-leucine 

on the graphene surface (d). Change in the Lennard-Jones energy of intermolecular leucine-leu-

cine interactions during the adsorption of D- and L-leucine on the graphene surface (e). 
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верхняя и нижняя поверхность получен-

ного слоя имеет разную полярность. Пер-

вая сторона, показанная на рисунках 1а и 

1б, обладает нескомпенсированным из-

бытком электронной плотности, за счет 

направленных вверх COO– групп. Вторая 

сторона характеризуется направленными 

вверх NH3
+ группам (рис 1в, рис 1г). Из-

вестно, что γ-глицин образует супрамоле-

кулярные хиральные слои [34-35]. На ри-

сунках 1б и 1г видно топологию поверх-

ности глицина, при инверсии хирально-

сти всего слоя, возможно получить зер-

кальный супрамолекулярный ансамбль. 

В настоящей работе проведено моделиро-

вание различного количества молекул 

лейцина на полярной и неполярной по-

верхности глицина. 

Результаты моделирования адсорбции 

различного количества молекул лейцина 

показаны на рисунках 3-5. На рисунке 3 

показана визуализация финальной гео-

метрии при моделировании адсорбции 

различного количества молекул D-

лейцина на поверхности глицина c 

направленными вверх COO– группами. 

На рисунке 4 показаны изменения меж-

молекулярных энергий при адсорбции D- 

и L-лейцина на поверхности γ-глицина с 

направленными вверх COO– группами. 

При адсорбции 20 молекул лейцина сте-

пень заполнения поверхности глицина 

θ≈0.44. При такой степени заполнения 

между энантиомерами лейцина не наблю-

дается заметных различий по Кулонов-

ской энергии и энергии Леннарда-

Джонса взаимодействий глицин-лейцин. 

Анализ распределения молекул по боксу 

(рис. 3) показывает, что при такой сте-

пени заполнения молекулы лейцина мо-

гут взаимодействовать друг с другом на 

поверхности. Такие латеральные взаимо-

действия возникают, когда молекулы ад-

сорбируются настолько близко друг к 

другу, что могут взаимодействовать за 

счёт ван-дер-Ваальсовых сил или образо-

вывать Н-связи. При этом фиксируется 

различие в латеральных взаимодей-

ствиях, отличие энергий Кулона (∆ 
ECoulLeu-Leu=112.1 кДж/моль) и Лен-

нарда-Джонса (∆ ELJLeu-Leu= 

55.5 кДж/моль) взаимодействий лейцин-

лейцин. Таким образом, адсорбция энан-

тиомеров лейцина на глицине не отлича-

ется, и поверхность не проявляет способ-

ность к хиральному распознаванию. Од-

нако при адсорбции 40 молекул лейцина 

(θ≈0.88) Кулоновская энергия взаимодей-

ствий энантиомеров лейцина с поверхно-

стью глицина различается на  

168.0 кДж/моль, а энергия Леннарда-

Джонса на 15.1 кДж/моль. Поверхность 

 
Рис. 3. Вид на моделируемый бокс сбоку, поверхность кристалла γ-глицина с направлен-

ными вверх COO– группами и различное количество адсорбированных молекул 

D- и L-лейцина (а). Вид сверху, поверхность кристалла γ-глицина с направленными вверх 

COO– группами и различное количество адсорбированных молекул D- и L-лейцина (б). 

Fig. 3. Side view of the simulated box, the surface of γ-glycine crystal with upward-facing COO– 

groups and different amounts of adsorbed D- and L-leucine molecules (a). Top view, surface of a 

γ-glycine crystal with COO– groups directed upward and different amounts of adsorbed 

D- and L-leucine molecules (b). 
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проявляет способность к хиральному рас-

познаванию. При адсорбции 60 молекул 

лейцина (θ≈1.32) наблюдается значитель-

ное отличие в энергии Кулона (∆ 
ECoulGly-Leu=664.1 кДж/моль) и Лен-

нарда-Джонса (∆ ELJGly-Leu=194.5 

кДж/моль) взаимодействий глицин-лей-

цин. Поверхность проявляет способность 

к хиральному распознаванию. При ад-

сорбции 80 молекул лейцина (θ≈1.76) от-

личие в энергиях взаимодействий лей-

цин-глицин (∆ ECoulGly-Leu=116.7 

кДж/моль, ∆ ELJGly-Leu=105.4 кДж/моль) 

значительно ниже, чем при адсорбции 60 

молекул. Во всех описанных выше слу-

чаях поверхность γ-глицина с COO– груп-

пами проявляет наибольшую селектив-

ность по отношению к L-лейцину. 

Наблюдаемые результаты аналогичны та-

ковым, наблюдавшимся при моделирова-

нии адсорбции энантиомеров лимонена 

 
Рис. 4. Изменение энергии Кулона межмолекулярных взаимодействий глицин-лейцин при 

адсорбции D- и L-лейцина на поверхности γ-глицина с направленными вверх COO– группами 

(а). Изменение энергии Кулона межмолекулярных взаимодействий лейцин-лейцин при адсорб-

ции D- и L- лейцина на поверхности γ – глицина (б). Изменение энергии Леннарда-Джонса меж-

молекулярных взаимодействий глицин-лейцин при адсорбции D- и L- лейцина на поверхности 

γ – глицина (в). Изменение энергии Леннарда-Джонса межмолекулярных взаимодействий лей-

цин-лейцин при адсорбции D- и L- лейцина на поверхности γ – глицина (г). Где |ΔE| модуль 

разности энергий изображенных на графике в момент времени 20000 пс. 

Fig. 4. Change in the Coulomb energy of intermolecular glycine-leucine interactions during the 

adsorption of D- and L-leucine on the surface of γ-glycine with COO– groups directed upward (a). 

Change in the Coulomb energy of intermolecular leucine-leucine interactions during the adsorption 

of D- and L-leucine on the surface of γ-glycine (b). Change in the Lennard-Jones energy of intermo-

lecular glycine-leucine interactions during the adsorption of D- and L-leucine on the surface of γ-

glycine (c). Change in the Lennard-Jones energy of intermolecular leucine-leucine interactions dur-

ing the adsorption of D- and L-leucine on the surface of γ-glycine (d). Where |ΔE| is the modulus of 

the energy difference shown on the graph at 20000 ps. 
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на супрамолекулярно хиральной поверх-

ности кристаллов цитозина [22]. Наличие 

хирального распознавания лишь вблизи 

от монослоя обусловлено способностью 

поверхности с элементом асимметрии 

надмолекулярного уровня иерархии рас-

познавать только хиральный объект 

только такого же размера. В качестве по-

следнего выступает адсорбционный слой 

лейцина.  

На рисунке 5 показаны изменения 

межмолекулярных энергий при адсорб-

ции D- и L-лейцина на поверхности γ-

глицина с направленными вверх NH3
+ 

группами. При адсорбции лейцина 

(θ≈0.44) на такой поверхности γ-глицина, 

наблюдается значительная разница в 

энергиях взаимодействиях глицин-лей-

цин уже при адсорбции 20 молекул 

(θ≈0.44, ∆ ECoulGly-Leu=420.0 кДж/моль), 

в отличие от данных полученных на по-

верхности γ-глицина с COO-группами. 

Впервые поверхность глицина проявляет 

наибольшую селективность по отноше-

нию к D-лейцину. При адсорбции 40 мо-

лекул лейцина (θ≈0.88) ∆ ECoulGly-

 
Рис. 5. Изменение энергии Кулона межмолекулярных взаимодействий глицин-лейцин при 

адсорбции D- и L- лейцина на поверхности γ – глицина с направленными вверх NH3
+ группами 

(а). Изменение энергии Кулона межмолекулярных взаимодействий лейцин-лейцин при ад-

сорбции D- и L- лейцина на поверхности γ – глицина (б). Изменение энергии Леннарда-

Джонса межмолекулярных взаимодействий глицин-лейцин при адсорбции D- и L- лейцина на 

поверхности γ – глицина (в). Изменение энергии Леннарда-Джонса межмолекулярных взаимо-

действий лейцин-лейцин при адсорбции D- и L- лейцина на поверхности γ – глицина (г). Где 

|ΔE| модуль разности энергий изображенных на графике в момент времени 20000 пс. 

Fig. 5. Change in the Coulomb energy of intermolecular glycine-leucine interactions during the ad-

sorption of D- and L-leucine on the surface of γ-glycine with NH3
+ groups directed upward (a). 

Change in the Coulomb energy of intermolecular leucine-leucine interactions during the adsorption 

of D- and L-leucine on the surface of γ-glycine (b). Change in the Lennard-Jones energy of intermo-

lecular glycine-leucine interactions during the adsorption of D- and L-leucine on the surface of γ-

glycine (c). Change in the Lennard-Jones energy of intermolecular leucine-leucine interactions dur-

ing the adsorption of D- and L-leucine on the surface of γ-glycine (d). Where |ΔE| is the modulus of 

the energy difference shown on the graph at 20000 ps. 
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Leu=624.4 кДж/моль, ∆ ELJGly-Leu= 

71.5 кДж/моль. При адсорбции 60 моле-

кул лейцина (θ≈1.32) ∆ ECoulGly-Leu= 

304.4 кДж/моль, ∆ ELJGly-Leu=59.1 

кДж/моль. При адсорбции 80 молекул 

лейцина (θ≈1.76) отличие в энергиях вза-

имодействий глицин-лейцин ∆ ECoulGly-

Leu=384.8 кДж/моль, ∆ ELJGly-Leu= 

122.2 кДж/моль. Таким образом, в систе-

мах с 40, 60 и 80 молекулами лейцина по-

верхность γ-глицина с NH3
+ группами 

проявляет хиральную селективность по 

отношению к L-лейцину.  

Заключение 

По результатам молекулярно-динами-

ческого моделирования установлено, что 

выбранная форма кристалла γ-глицина 

проявляет энантиселективность анало-

гично изученному ранее цитозину. При 

моделировании адсорбции на разных гра-

нях γ-глицина наблюдается хиральная се-

лективность по отношению к L-лейцину. 

Обнаружено, что грани с различными 

функциональными группами проявляют 

энантиоселективность в различном диа-

пазоне степеней заполнения поверхно-

сти. Данное явление позволит в будущем 

добиваться большей энантиоселективно-

сти поверхности γ-глицина за счёт блоки-

рования грани с карбоксильными груп-

пами. 
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Аннотация. В работе представлены результаты исследования сорбции радионуклидов 90Sr, 137Cs, 233U, 
237Np, 239Pu, 241Am из модельной подземной воды, модельного выщелата алюмофосфатного стекла и 

растворов Na2HPO4 различной концентрации на бентонитовых глинах месторождений Камалинское 
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сутствие продуктов выщелачивания алюмофосфатного стекла в составе жидкой фазы уменьшает сорб-

ционную активность глин по отношению к цезию. Коэффициенты распределения стронция в большей 

степени зависят от свойств глины, чем от состава жидкой фазы, однако с увеличением концентрации 

фосфат-иона наблюдается повышение прочности удерживания сорбированного стронция глиной. 

Сорбция урана, нептуния, плутония и америция увеличивается в присутствии компонентов выщелачи-

ваемых из алюмофосфатной стеклоподобной матрицы, а прочность их фиксации глиной возрастает.  
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Abstract. The article presents the results of the study of the sorption of 90Sr, 137Cs, 233U, 237Np, 239Pu, 
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solutions of different concentrations on bentonite clays of Kamalinskoye (Krasnoyarsk Territory), Desyaty 

Khutor (Republic of Khakassia), and Dinozavrovoye (Republic of Kazakhstan) deposits. We determined that 

the presence of aluminophosphate glass leachate in the liquid phase reduced the sorption activity of the studied 

clays towards caesium. The distribution coefficients of strontium depend more on the clay properties than on 

the liquid phase composition. However, with increasing concentration of phosphate ion, we observed an in-

crease in the strength of sorbed strontium retention by clay. The sorption of uranium, neptunium, plutonium 
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and the strength of their fixation by clay increased.  
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Введение 

В соответствии с требованиями кон-

цепции захоронения радиоактивных от-

ходов 1 и 2 классов должна быть соору-

жена многобарьерная защитная система, 

ограничивающая миграцию радионукли-

дов в окружающую среду. Такая система 

включает в себя инженерные противоми-

грационные и противофильтрационные 

барьеры безопасности, матрицу, включа-

ющую радионуклиды, контейнеры, бен-

тонитовую засыпку и вмещающий мас-

сив горных пород.  

Алюмофосфатное стекло используют 

в качестве матрицы для отверждения 

жидких радиоактивных отходов высокой 

степени активности (ВАО), хранящихся в 

емкостях хранилищах ПО «Маяк». К се-

редине 2020 года на ПО «Маяк» было 

наработано около 7800 тонн ВАО, заклю-

ченных в алюмофосфатную матрицу. От-

вержденные по этой технологии ВАО 

предполагается захоранивать в проекти-

руемом пункте глубинного захоронения 

радиоактивных отходов, далее ПГЗРО, на 

участке Енисейский Нижнеканского гор-

ного массива [1]. Глинистые материалы, 

благодаря их уникальным свойствам, яв-

ляются чрезвычайно перспективными 

для применения в качестве материалов 

инженерных барьеров безопасности 

(ИББ) [2, 3]. 

Миграция радионуклидов за пределы 

хранилища возможна при нарушении за-

щитных свойств барьеров. В этом случае 

возникает контакт подземной воды и от-

вержденных ВАО. В результате такого 

контакта возможно выщелачивание ради-

онуклидов и макрокомпонентов матрицы 

и их последующая миграция с подзем-

ными водами. Состав выщелата в значи-

тельной степени зависит от свойств ИББ 

и температуры среды [4-6]. Главными 

компонентами выщелачивания фосфат-

ной матрицы являются ионы натрия и 

фосфат-ионы, исследование влияния ко-

торых на сорбционное поведение радио-

нуклидов при их взаимодействии с барь-

ерными глинистыми материалами явля-

ется целью данной работы. 

Экспериментальная часть 

В качестве барьерных материалов ис-

пользовали дисперсные глинистые мате-

риалы, приготовленные из восковидного 

бентонита Камалинского месторождения 

(Красноярский край), бентонита место-

рождения «10-й Хутор» (Хакасия), бенто-

нита Динозаврового месторождения 

(респ. Казахстан). Далее в таблицах и на 

рисунках эти глины будут обозначаться 

как К, Х и Д соответственно. Минераль-

ный и химический состав глин приведен 

в [7, 8]. Следует отметить, что в составе 

Камалинского и Хакасского бентонитов 

монтмориллонит находится преимуще-

ственно в Ca-форме, тогда как в бенто-

ните Динозаврового месторождения зна-

чительное его количество присутствует в 

Na-форме. 

Сорбцию радионуклидов проводили 

из модельной подземной воды (ПВ), мо-

дельного выщелата (МВ) алюмофосфат-

ного стекла (АФС), далее по тексту под-

земная вода и выщелат, а также из раство-

ров NaH2PO4 с концентрацией 0.002, 0.02 

и 0.24 моль/дм3, что соответствует кон-

центрации фосфора 62, 620 и 7440 мг/дм3. 

Обозначения проведенных эксперимен-

тов приведены в табл. 1. 

Состав ПВ (мг/дм3): HCO3
- – 197.5; Cl- 

– 47.9;  SO4
2- – 27.3; Na+ – 74.5; Ca2+ – 26.9; 

Mg2+ – 6.8 был выбран из [9]. МВ гото-

вили путем добавления NaH2PO4·2H2O и 

солей имитаторов радиоактивных отхо-

дов к ПВ [7]. Содержание основных ком-

понентов в МВ составляло (мг/дм3): Na – 

271; Mg – 189; K – 13.8; Ca – 5.72; P – 45.1; 

S – 38.2, Si – 0.9. Состав модельного вы-

щелата определялся методами масс-спек  
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трометрии с индуктивно-связанной плаз  

мой (ИСП МС) на масс-спектрометре 

Elan-6100 (Perkin Elmer, США) и атомно-

эмиссионной спектрометрии с индук-

тивно-связанной плазмой (ИСП АЭС) на 

эмиссионном спектрометре Optima-4300 

DV (Perkin-Elmer, США).  

Непосредственно перед проведением 

экспериментов в растворы ПВ и МВ вво-

дили аликвоты азотнокислых растворов 

радионуклидов, после чего рН получен-

ных растворов доводили до значения 

7.8±0.1 растворами NaOH и HNO3 раз-

личных концентраций. Начальные кон-

центрации радионуклидов в растворах, из 

которых проводили сорбцию, составляли 

(М): 90Sr – 1.8·10-10; 137Cs – 5.1·10-10; 233U 

– 1.2·10-6; 237Np – 7.3·10-6; 239Pu – 1.5·10-7; 
241Am – 1.4·10-8.  

Концентрацию радионуклидов 90Sr, 
233U, 237Np, 239Pu, 241Am в жидкой фазе 

определяли методом жидкостно-сцин-

тилляционного счета на автоматическом 

жидко-сцинтилляционном низкофоно-

вом альфа-бета-спектрометре Tri-Carb 

3180TR/SL для измерения сверхмалых 

количеств альфа- и бета-излучателей 

(Perkin Elmer, США) с использованием 

сцинтиллятора OptiphaseHisafe3 (Perkin 

Elmer, США) в соотношении сцинтилля-

тор:аликвота = 10:1. Аликвоты, содержа-

щие 90Sr, предварительно выдерживали в 

течение 14 дней для установления равно-

весия между 90Sr и 90Y. Концентрация 
137Cs определялась методом гамма-спек-

трометрии на цифровом γ-спектрометри-

ческом комплексе с коаксиальным детек-

тором GEM30 фирмы AMETEK 

(ORTEC). 

Сорбционные свойства глин исследо-

вали в статических условиях при соотно-

шении массы твердой фазы к объему рас-

твора, равном 1г : 20см3 и периодическом 

перемешивании. Сорбционные экспери-

менты проводили до достижения равно-

весия в исследованных системах (4 не-

дели).  

Распределение форм нахождения ра-

дионуклида, сорбированного на образцах 

бентонитов, определяли методом после-

довательного выщелачивания по моди-

фицированной схеме Тессиера [10]. 

Схема выщелачивания приведена в табл. 2. 

Радионуклиды, выщелачиваемые на IV и 

V стадиях, относят к прочнофиксирован-

ным формам, а выщелачиваемые на I и II 

стадиях – к подвижным мобильным фор-

мам радионуклидов. Выщелачиваемый 

на III стадии радионуклид относится к 

условно подвижным формам. В ПГЗРО 

наступление условий, при которых мат-

рица РАО и глиняный барьер будут кон-

тактировать с раствором, содержащим 

уксусную кислоту и гидроксиламина хло-

рид, нереально. Вследствие этого формы, 

выщелачиваемые на III стадии, также 

можно отнести к прочнофиксированным. 

Обсуждение результатов 

Для оценки влияния продуктов выще-

лачивания алюмофосфатной матрицы на 

Таблица 1. Перечень использованных глин и серий проведенных сорбционных эксперимен-

тов с радионуклидами 99Sr, 137Cs, 233U, 237Np, 239Pu, 241Am.  

Table 1. List of studied clays and series of sorption experiments with 90Sr, 137Cs, 233U, 237Np, 239Pu, 

and 241Am radionuclides 

Порода, материал Модельный раствор 
Обозначение серий 

экспериментов 

Бентонит природный, Камалинское место-

рождение (Красноярский край), К 

ПВ КПВ 

МВ КМВ 

Бентонит природный, месторождение 10й 

Хутор, (респ. Хакассия), Х 

ПВ ХПВ 

МВ ХМВ 

Бентонит природный, Динозавровое место-

рождение (респ. Казахстан), Д. 

ПВ ДПВ 

МВ ДМВ 
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поведение радионуклидов проведены 

сорбционные эксперименты на различ-

ных бентонитовых глинах с использова-

нием ПВ и МВ. Полученные значения ко-

эффициентов распределения радио-

нуклидов приведены в табл. 3.  

Сорбция 137Cs на глинах в присутствии 

компонентов выщелачивания матрицы 

снижается. На Камалинском и Хакасском 

бентонитах коэффициенты распределе-

ния уменьшаются на порядок, а на Дино-

завровом бентоните – в разы. Фосфат це-

зия хорошо растворим в воде и не обра-

зует комплексных соединений. Уменьше-

ние сорбированного на образцах глин це-

зия можно объяснить влиянием ионной 

силы раствора выщелата, которая опреде-

ляется в первую очередь ионами Na+ и 

HPO4
2-. Коэффициент распределения цезия 

может уменьшаться на несколько порядков 

с увеличением ионной силы раствора, что 

подтверждается в работах [11, 12].  

Сравнение форм нахождения цезия, 

сорбированного из ПВ и МВ, показывает, 

что основное количество цезия (более 

80%) находится в прочнофиксированной 

форме (стадии IV+V), но при сорбции из 

МВ количество прочнофиксированных 

форм цезия уменьшается (рис. 1 а). Уве-

личение концентрации фосфат-иона 

практически не влияет на распределение 

форм нахождения радионуклида (рис. 2 

а). Основное количество цезия остается в 

прочнофиксированной форме (стадии 

IV+V).  

Присутствие в составе жидкой фазы 

продуктов выщелачивания АФС, не при-

водит к значимому изменению количе-

ства сорбированного 90Sr в отличии от 
137Cs (табл. 3). Распределение форм 

нахождения стронция практически не за-

висит от состава раствора, из которого 

проводили сорбцию (рис. 1 б). До 80% ра-

Таблица 2. Схема последовательного выщелачивания [10] 

Table 2. Sequential extraction scheme [10] 

Стадия 
Геохимическая форма 

нахождения радионуклидов 
Реагенты 

Время контакта 

фаз, час/tоС 

I Водорастворимая Модельная подземная вода 1/20 

II Обменная 1M NH4Ас; pH= 5.0 1/20 

III 

Поверхностное комплексо-

образование, Fe/Mn оксиды 

и пленки 

0.4M NH2OH.HCI в 25% 

CH3COOH 
6/80 

IV Кислоторастворимая 6M HCl 1/20 

V Нерастворимая в кислотах * Без обработки - 

 

Таблица 3. Коэффициенты распределения радионуклидов (см3/г) на глинах из модельной 

подземной воды (ПВ) и модельного выщелата (МВ). 

Table 3. Distribution coefficients (cm3/g) of radionuclides from synthetic groundwater and synthetic 

leachate in clay 

 Cs Sr U 

Бентонит ПВ МВ ПВ МВ ПВ МВ 

К 1.6·104 1.4·103 2.1·102 2.6·102 3.0·101 1.9·104 

Х 5.1·103 6.5·102 8.0·102 7.3·102 4.1·101 1.7·102 

Д 1.9·103 7.5·102 8.1·102 5.8·102 5.2·101 1.5·103 

 Np Pu Am 

Бентонит ПВ МВ ПВ МВ ПВ МВ 

К 3.7·101 2.7·103 5.0·103 1.2·104 1.5·104 2.5·104 

Х 4.6·101 3.3·103 5.6·103 1.5·104 1.7·104 1.8·104 

Д 3.1·101 3.2·102 7.7·103 1.4·104 1.0·104 1.4·104 
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дионуклида, сорбированного на Кама-

линском и Хакасском бентонитах, нахо-

дится в обменной форме (стадия II), на 

Динозавровом бентоните это значение в 

два раза меньше. Возможно, это связано с 

тем, что Динозавровый бентонит нахо-

дится преимущественно в Na-форме, и 

имеет меньшие значения межслоевого 

расстояния [13].  

Количество радионуклида в прочно-

фиксированной форме (стадии IV+V) не 

превышает 20%. Следует отметить, что с 

увеличением концентрации фосфат-иона 

при сорбции стронция на Хакасском бен-

тоните наблюдается перераспределение 

форм его нахождения, при этом уменьша-

ется доля мобильной обменной формы 

(рис. 2 б).    

В отличие от стронция, сорбция урана 

и нептуния в значительной степени зави-

сит от состава раствора (табл. 3). Присут-

ствие продуктов выщелачивания АФС на 

порядки увеличивает значения коэффи-

циентов распределения 233U и 237Np на ис 

следованных глинах, кроме урана на Ха-

касском и нептуния на Динозавровом 

  
а б 

  
в г 

  
д е 

Рис. 1. Распределение форм нахождения (в % от сорбированного) цезия (а), стронция 

(б), урана (в), нептуния (г), плутония (д) и америция (е) сорбированных из модельной 

подземной воды (Н) и модельного выщелата (В) на образцах глин месторождений Кама-

линского, 10й хутор (респ. Хакасия) и Динозаврового. 

Fig. 1. Distribution of forms (% of the sorbed amount) of caesium (a), strontium (b), uranium 

(c), neptunium (d), plutonium (e), and americium (f) sorbed from synthetic groundwater (H) and 

synthetic leachate (B) on clay samples from the Kamalinskoye, 10th Khutor (Republic of Kha-

kassia), and Dinozavrovoye deposits 
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бентонитах, для которых коэффициент 

распределения повышается только на по-

рядок.  

Изменение состава раствора влияет на 

формы нахождения сорбированного 

урана (рис. 1 в). В присутствии продуктов 

выщелачивания АФС увеличивается со-

держание урана, сорбированного по ме-

ханизму поверхностного комплексообра-

зования (стадия III). Количество находя-

щегося в этой форме урана различно на 

глинах и изменяется от 10 до 30%. В раз-

бавленных растворах фосфатов (рис. 2 в), 

соответствующих 0.002 и 0.02 М (2 и 3 

столбцы на рис. 2 в), содержание урана, 

связанного по механизму поверхност-

ного комплексообразования (стадия III), 

также увеличивается. Доля прочнофикси-

рованного урана на глинах невысокая 

(стадии IV+V), что характерно для этого 

радионуклида. Некоторое падение доли 

прочнофиксированных форм (стадии 

III+IV+V) при концентрации фосфат-

иона, равной 0.24 М (рис 2 в, столбец 4), 

может быть обусловлено образованием 

более мобильных форм комплексных 

ионов урана. Однако даже в этом случае 

прочность удерживания урана глиной 

выше, чем при сорбции в отсутствии фос-

фат-ионов.  

Помимо увеличения количества сор-

бированного нептуния из МВ по сравне-

нию с ПВ на всех глинах наблюдается 

увеличение доли сорбированного радио-

нуклида по механизму поверхностного 

комплексообразования и в прочнофикси-

рованной форме (стадии III+IV+V) (рис. 

1 г). В этом случае содержание прочно-

фиксированных форм составляет более 

50%. С ростом концентрации фосфат-

ионов такая тенденция перераспределе-

ния форм нахождения нептуния сохраня-

   
а б в 

   
г д е 

Рис. 2. Распределение форм нахождения сорбированного цезия (а), стронция (б), урана 

(в), нептуния (г), плутония (д) и америция (е) на бентоните месторождения 10й Хутор, 

респ. Хакасия из модельной подземной воды (1) и растворов NaH2PO4 концентрации 

0.002 (столбец 2), 0.02 (столбец 3) и 0.24М (столбец 4). 

Fig. 2. Distribution of forms of caesium (a), strontium (b), uranium (c), neptunium (d), 

plutonium (e), and americium (f) sorbed on bentonite clay from 10th Khutor (Republic of Kha-

kassia) deposit from synthetic groundwater (1) and NaH2PO4 solutions with concentrations of 

0.002 (column 2), 0.02 (column 3), and 0.24M (column 4) 
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ется и проявляется более заметно по срав-

нению с аналогичными данными, полу-

ченными при сорбции из ПВ (рис. 2 г).  

Продукты выщелачивания алюмофос-

фатного стекла не так сильно влияют на 

сорбцию плутония и америция, как это 

имеет место в случае с ураном и непту-

нием (табл. 3). Присутствие продуктов 

выщелачивания АФС влияет на распреде-

ление форм нахождения 239Pu и 241Am 

(рис. 1 д, е). Наиболее значительные из-

менения наблюдаются для плутония на 

Хакасском бентоните при сорбции из ПВ 

по сравнению с МВ, где увеличиваются 

доли радионуклида, связанного по меха-

низму поверхностного комплексообразо-

вания (стадия III) и находящегося в 

прочно фиксированной форме (стадии 

IV+V). При увеличении концентрации 

фосфат-ионов эта тенденция становится 

более отчетливой (рис 2 д).  

В случае америция влияние компонен-

тов выщелачивания АФС при их низкой 

концентрации выражено менее значимо 

на разных глинах (рис.1 е), чем для плу-

тония. Повышение концентрации фос-

фат-ионов в растворе приводит к увели-

чению содержания радионуклида, сорби-

рованного по механизму поверхностного 

комплексообразования, при этом доля 

прочнофиксированных форм остается не-

значительной (стадии IV+V) (рис. 2 е). 

При повышении концентрации фос-

фат-ионов в значительной степени увели-

чивается доля америция, выщелачивае-

мого на третьей стадии (рис. 2 е). На этой 

стадии выщелачивается радионуклид, 

связанный с минералами по механизму 

поверхностного комплексообразования.  

Эта фракция менее мобильна, чем II, что 

соответствует более прочному удержива-

нию радионуклида породой. Как было 

показано ранее, более высокие концен-

трации фосфат-ионов способны оказы-

вать значительное влияние на распреде-

ление форм нахождения америция, сор-

бированного на бентоните месторожде-

ния 10й Хутор (респ. Хакассия) [4]. По-

добное поведение может быть обуслов-

лено образованием комплексных ионов 

америция с фосфатами с их последующей 

сорбцией на породе, а также образова-

нием тройных внутрисферных комплек-

сов с фосфат-ионами и поверхностными 

сорбционными центрами глин, однако 

имеющихся данных недостаточно для 

корректного термодинамического моде-

лирования форм существования амери-

ция в подобной системе.  

Поведение плутония в присутствии 

компонентов модельного выщелата 

также практически не изменяется из-за 

изначально высоких значений коэффици-

ентов распределения (табл. 3). Как и в 

случае америция наблюдается увеличе-

ние доли радионуклида, выщелачиваю-

щегося на третьей стадии, что также мо-

жет свидетельствовать об образовании 

фосфатных комплексных соединений и 

их участие в последующей сорбции (рис 

1 д, 2 д).  

Доля плутония в прочнофиксирован-

ной форме (стадии IV+V) достигает 60% 

на Камалинском и Динозавровом бенто-

нитах и для Хакасского бентонита до 

40%. Для америция их содержание изме-

няется от 10 до 25%. Соответственно, 

доля плутония в обменной форме (стадия 

II) меньше, а америция больше. Макси-

мальное содержание в обменной форме 

америция 70-80% на Камалинском, мини-

мальное – 35% на Динозавровом бенто-

нитах. С увеличением концентрации фос-

фат-иона в растворе доля прочнофикси-

рованных форм плутония остается доста-

точно высокой (35-40%) по сравнению с 

америцием (10%) и не наблюдается тен-

денции к ее повышению (рис 2 д, е). Для 

плутония увеличивается содержание 

прочнофиксированной формы и значи-

тельно снижается доля обменной формы.  

Заключение 

Присутствие в жидкой фазе продуктов 

выщелачивания алюмофосфатной мат-

рицы в значительной степени влияет на 
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поведение радионуклидов – как продук-

тов деления – стронция и цезия, так и ак-

тинидов. 

Сорбция цезия на глинах незначи-

тельно падает в присутствии продуктов 

выщелачивания. Предположительно, это 

обусловлено повышением ионной силы, 

основной вклад в которую вносят ионы 

натрия и фосфата. Сорбция стронция на 

бентонитах в значительно большей сте-

пени зависит от свойств глины, чем от со-

става жидкой фазы, но с повышением 

концентрации фосфатов наблюдается 

увеличение доли прочнофиксированных 

форм.  

Уран и нептуний в степенях окисления 

U(VI) и Np(V) считаются мобильными 

радионуклидами в условиях окружаю-

щей среды вследствие их низких коэффи-

циентов распределения из подземной 

воды, которые на несколько порядков 

меньше соответствующих значений для 

плутония или америция [9]. Присутствие 

в составе жидкой фазы продуктов выще-

лачивания алюмофосфатного стекла зна-

чительно повышает их сорбцию на бенто-

нитах и долю прочнофиксированных 

форм радионуклидов, что, несомненно, 

благоприятно сказывается на эффектив-

ности противомиграционного глинистого 

инженерного барьера.  

Плутоний и америций имеют высокие 

коэффициенты распределения в условиях 

ПГЗРО. Присутствие продуктов выщела-

чивания алюмофосфатного стекла лишь 

незначительно повышает сорбцию, при 

этом доля прочнофиксированных форм 

повышается с увеличением концентра-

ции фосфат-ионов. 

Анализируя представленные данные, 

можно сказать, что присутствие в жидкой 

фазе продуктов выщелачивания фосфат-

ного стекла не оказывает негативного 

влияния на способность инженерных ба-

рьеров на основе бентонитовых глин пре-

пятствовать миграции радионуклидов за 

пределы хранилища РАО, а в ряде слу-

чаев значительно повышает барьерные 

свойства изученных материалов по отно-

шению к таким мобильным в условиях 

ПГЗРО радионуклидам, как уран и непту-

ний.  
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Аннотация. Ароматические пяти- и шестичленные азотсодержащие гетероциклические соединения 

являются биологически активными веществами и находят широкое применение в биохимии и меди-

цине. Кроме того, подобные соединения известны в качестве экотоксикантов, образующихся в ходе 

окислительных процессов в промышленных сточных водах. Для определения азотсодержащих гетеро-

циклов в различных сложных смесях широко используется высокоэффективная жидкостная хромато-

графия-масс-спектрометрия, в которой октадецилсиликагель является основным сорбентом для хрома-

тографического разделения. Однако, октадецилсиликагель не всегда позволяет достичь удовлетвори-

тельного разделения в случае присутствия сильнополярных изомерных молекул, и необходимо исполь-

зование более селективных хроматографических подходов. Одним из таких является гидрофильная 

хроматография, которая позволяет разделять полярные соединения. 

Целью работы является сравнительная характеристика удерживания ряда пяти- и шестичленных азот-

содержащих гетероциклических соединений в режимах обращенно-фазовой и гидрофильной жидкост-

ной хроматографии в сочетании с масс-спектрометрическим детектированием. Дополнительно осу-

ществлялось спектрофотометрическое детектирование при длине волны 210 нм. Для достижения цели 

работы использовались сорбенты на основе октадецил- и непривитого силикагеля. Масс-спектромет-

рическое детектирование высокого разрешения осуществлялось в режиме электрораспылительной 

ионизации. Объектом исследования стали 19 азотсодержащих гетероциклических соединений. Исполь-

зовались водно-ацетонитрильные подвижные фазы с добавлением водных растворов муравьиной кис-

лоты и диэтиламина в качестве кислотно-основных модификаторов. Раствор формиата аммония при-

менялся в качестве модификатора в режиме гидрофильной хроматографии. В режиме обращенно-фа-

зовой хроматографии показано, что введение 0.1% водного раствора муравьиной кислоты улучшает 

ионизацию и интенсивность сигнала масс-спектрометра, однако не всегда позволяет добиться удовле-

творительного разделения изомеров при элюировании с поверхности октадецилсиликагеля. Введение 

0.01% раствора диэтиламина не дает выраженного улучшения в разделении по сравнению с подвижной 

фазой без модификаторов. Использование непривитого силикагеля в режиме гидрофильной хромато-

графии позволяет разделять изомерные пятичленные гетероциклы с получением узких симметричных 

пиков, но не приводит к селективному разделению изомерных диазинов.  

Таким образом, в работе изучено удерживание 19 азотсодержащих гетероциклических соединений в 

режимах обращенно-фазовой и гидрофильной жидкостной хроматографии при ионизации электрорас-

пылением. Установлено, что метод гидрофильной хроматографии на непривитом силикагеле позволяет 

удовлетворительно разделять изомерные пятичленные гетероциклические соединения разных классов. 

Для разделения шестичленных гетероциклов удовлетворительное разделение достигается при элюиро-

вании с поверхности октадецилсиликагеля водно-ацетонитрильной подвижной фазой без модификаторов.  

Ключевые слова: азотсодержащие гетероциклические соединения, высокоэффективная жидкостная 

хроматография-масс-спектрометрия, обращенно-фазовая высокоэффективная жидкостная хроматогра-

фия, гидрофильная хроматография 
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Abstract. Aromatic five- and six-membered nitrogen-containing heterocyclic compounds are biologically ac-

tive substances and are widely used in biochemistry and medicine. In addition, such compounds are known as 

ecotoxicants formed during oxidation processes in industrial wastewater. High-performance liquid chromatog-

raphy-mass spectrometry is widely used to determine nitrogen-containing heterocycles in various complex 

mixtures. Octadecyl silica gel is the main sorbent for chromatographic separation. However, octadecyl silica 

gel does not always enable satisfactory separation in the presence of highly polar isomeric molecules, and more 

selective chromatographic approaches are required. One of these is hydrophilic chromatography, which facil-

itates the separation of polar compounds. 

The aim of the study was to comparatively characterize the retention of a number of five- and six-membered 

nitrogen-containing heterocyclic compounds during reversed-phase and hydrophilic liquid chromatography 

with mass spectrometric detection. In addition, spectrophotometric detection at a wavelength of 210 nm was 

carried out. In the study, we used sorbents based on octadecyl silica gel and unmodified silica gel. High-reso-

lution mass spectrometry was used in the electrospray ionization mode. We studied 19 nitrogen-containing 

heterocyclic compounds. We used aqueous acetonitrile mobile phases with added aqueous solutions of formic 

acid and diethylamine as acid-base modifiers. An ammonium formate solution was used as a modifier during 

hydrophilic chromatography. Reversed-phase chromatography showed that the introduction of 0.1% aqueous 

formic acid solution increased the ionization and the mass spectrometer signal intensity, but did not always 

result in a satisfactory separation of isomers upon elution from the octadecyl silica gel surface. The introduction 

of 0.01% diethylamine solution provided no significant improvement in the separation compared to the mobile 

phase without modifiers. The use of unmodified silica gel in hydrophilic chromatography mode allowed us to 

separate isomeric five-membered heterocycles, which was demonstrated by narrow symmetric peaks, but did 

not result in selective separation of isomeric diazines.  

Thus, we studied the retention of 19 nitrogen-containing heterocyclic compounds using reversed-phase and 

hydrophilic liquid chromatography with electrospray ionisation. It was determined that hydrophilic chroma-

tography on unmodified silica gel could be used for satisfactory separation of isomeric five-membered hetero-

cyclic compounds of different classes. For six-membered heterocycles, satisfactory separation was achieved 

by elution from the surface of octadecyl silica gel using aqueous acetonitrile mobile phase without modifiers.  

Keywords: nitrogen-containing heterocyclic compounds, high-performance liquid chromatography-mass 

spectrometry, reversed-phase high-performance liquid chromatography, hydrophilic chromatography 
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Введение 

Азотсодержащие гетероциклические 

соединения образуют ряд классов орга-

нических соединений, которые объеди-

няет наличие атомов азота в структуре 

ароматического или алициклического 

ядра. Подобные соединения широко рас-

пространены в природе и большинство из 

них имеют выраженную биологическую 

активность. Наибольшее практическое 

применение в настоящее время имеют 

ароматические пяти- и шестичленные ге-

тероциклы, имеющие в своем составе по 
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одному или несколько атомов азота. 

Многочисленные производные подобных 

структур являются лекарственными пре-

паратами, ингибиторами коррозии и ком-

понентами органического синтеза [1]. С 

другой стороны, различные азотсодержа-

щие гетероциклы могут образовываться в 

результате сложных окислительных 

трансформаций в объектах окружающей 

среды по причине загрязнения отходами 

нефтяной [2] и ракетной [3-5] промыш-

ленности. В связи с этим, актуальна раз-

работка современных методик идентифи-

кации и разделения смесей, содержащих 

азотистые гетероциклы. Повсеместно 

растущая популярность высокоэффек-

тивной жидкостной хроматографии в со-

четании с масс-спектрометрическим де-

тектированием (ВЭЖХ-МС) привела к 

тому, что на сегодняшний день ВЭЖХ-

МС является ведущим методом для реше-

ния данной задачи [6-10].  

На текущий момент подавляющее 

большинство анализов проводится с ис-

пользованием стандартных колонок, за-

полненных октадецилсиликагелем (ОДС) 

[11,12]. Однако, в случае изомеров поло-

жения заместителей или различного рас-

положения атомов азота в гетероцикли-

ческом ядре, идентификация затруднена, 

если не достигнуто эффективное хрома-

тографическое разделение. В связи с 

этим, актуальными остаются исследова-

ния, посвященные нахождению законо-

мерностей между структурой сорбирую-

щегося вещества и природой сорбента. 

Богатое электронами гетероциклическое 

ядро проявляет донорно-акцепторные 

свойства [13], что позволяет взаимодей-

ствовать с поверхностью неподвижных 

фаз за счет как дисперсионных, так и спе-

цифических взаимодействий [14-16].  

В последние годы, наравне с классиче-

ской обращенно-фазовой высокоэффек-

тивной жидкостной хроматографией (ОФ 

ВЭЖХ) активно развивается хроматогра-

фия гидрофильных взаимодействий или 

гидрофильная хроматография, широко 

известная как HILIC (Hydrophilic 

interaction liquid chromatography). В отли-

чие от ОФ ВЭЖХ, HILIC использует гид-

рофильные сорбенты, обычно представ-

ляющие собой силикагель, немодифици-

рованный или содержащий химически 

связанные с поверхностью полярные 

группы, в то время как смеси с высокой 

долей органического растворителя при-

меняются в качестве подвижной фазы 

[17]. HILIC считается «промежуточным» 

методом между обращенно- и нор-

мально-фазовой ВЭЖХ, однако все еще 

ведутся исследования по установлению 

механизма удерживания в гидрофильной 

хроматографии. Основным считается пе-

рераспределение между насыщенной ор-

ганическим растворителем подвижной 

фазой и насыщенной адсорбированной 

водой неподвижной фазой, однако свой 

вклад также могут вносить электростати-

ческие взаимодействия и водородные 

связи [18,19]. Благодаря такому смешан-

ному механизму HILIC позволяет разде-

лять полярные соединения, в том числе 

молекулы малого размера, которые слабо 

или вообще не удерживаются в обра-

щенно-фазовой ВЭЖХ [17,20,21]. В том 

числе, это касается азотсодержащих гете-

роциклических соединений, таких как 

1,2,4-триазолы [22]. 

В связи с этим, целью настоящей ра-

боты стала сравнительная характери-

стика удерживания ряда пяти- и шести-

членных азотсодержащих гетероцикли-

ческих соединений в режимах обра-

щенно-фазовой ВЭЖХ и HILIC в сочета-

нии с масс-спектрометрическим детекти-

рованием.  

Экспериментальная часть 

Для изучения удерживания в настоя-

щей работе были использованы химиче-

ские стандарты девятнадцати азотсодер-

жащих гетероциклических соединений 

(Sigma Aldrich, США). Структурные фор-

мулы соединений приведены в таблице 1.  

Для приготовления подвижной фазы
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Таблица 1. Исследуемые азотсодержащие гетероциклические соединения 

Table 1. Nitrogen-containing heterocyclic compounds studied 

№ Название Структурная формула Молекулярная масса, Да 

1 2 3 4 

1 1H-1,2,4-триазол 

 

69.03 

2 
1H-1,2,4-триазол-3,5-

диамин  
99.05 

3 
4-амино-4H-1,2,4-триа-

зол 
 

84.04 

4 
3-метил-1H-1,2,4-триа-

зол 
 

83.05 

5 1H-1,2,3-триазол 

 

69.03 

6 
3-амино-1H-1,2,4-триа-

зол 
 

84.04 

7 1H-пиразол 

 

68.03 

8 3-метил-1H-пиразол 

 

82.05 

9 
1-метил-3-амино-1Н-

пиразол 
 

97.06 

10 
5-этил-1H-пиразол-3-

амин 
 

111.08 

11 1H-имидазол 

 

68.03 

12 2-метил-1H-имидазол 

 

82.05 

13 
1,2-диметил-1Н-имида-

зол 
 

96.07 

14 1-этил-1Н-имидазол 
 

96.07 

15 
3-(2-метилимидазол-1-

ил)пропан-1-амин 
 

139.11 

16 
6-метил-1,3,5-триазин-

2,4-диамин 

 

125.07 

17 пиридазин 

 

80.04 
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1 2 3 4 

18 пиримидин 

 

80.04 

19 пиразин 

 

80.04 

использовалась деионизованная вода, по-

лученная с помощью системы водо-

очистки АКВАЛАБ AL PLUS (Россия), и 

ацетонитрил категории чистоты «для 

ВЭЖХ-МС» (PanReac AppliChem, Герма-

ния). В качестве добавок в подвижную 

фазу использовались муравьиная кислота 

(HCOOH), диэтиламин (C2H5NHC2H5, 

ДЭА) и формиат аммония (NH4CO2).  

Эксперимент выполнен с примене-

нием хроматографической системы Ag-

ilent 1260 Infinity (Agilent Technologies, 

США), оснащенной кватернарным насо-

сом, дегазатором, автосэмплером, ячей-

кой термостатирования колонки и спек-

трофотометрическим многоволновым де-

тектором. Удерживание в режиме ОФ 

ВЭЖХ осуществлялось на колонке Infin-

ityLab Poroshell 120 EC-C18 (Agilent Tech-

nologies, США), заполненной ОДС (100 мм 

× 4.6 мм, размер частиц 2.7 мкм). Удер-

живание в режиме гидрофильной хрома-

тографии проводилось на колонке Infin-

ityLab Poroshell 120 Hilic (Agilent Tech-

nologies, США), заполненной силикаге-

лем (100 мм × 4.6 мм, размер частиц 2.7 

мкм). Для ОФ ВЭЖХ использовались 

следующие подвижные фазы: вода/ацето-

нитрил, 0.1% водный раствор 

HCOOH/0.1% раствор HCOOH в ацето-

нитриле, 0.01% водный раствор 

ДЭА/0.01% раствор ДЭА в ацетонитриле. 

Подвижная фаза для гидрофильной хро-

матографии: 5 мМ водный раствор фор-

миата аммония/ацетонитрил.  

Использовались градиентные режимы 

элюирования: 

1. Режим ОФ ВЭЖХ: повышение со-

держания ацетонитрила от 5 до 100% в 

интервале 0-20 мин. Расход подвижной 

фазы 0.25 см3/мин. 

2. Режим гидрофильной хроматогра-

фии: понижение содержания ацетонит-

рила от 90 до 5% в интервале 0-30 мин. 

Расход подвижной фазы 0.4 см3/мин.  

Определение времени выхода несор-

бируемого вещества tM проводилось сле-

дующим образом: 

1. Режим ОФ ВЭЖХ: по удерживанию 

нитрита натрия (при элюировании по-

движными фазами вода/ацетонитрил и 

0.01% водный раствор ДЭА/0.01% рас-

твор ДЭА в ацетонитриле) и по систем-

ному пику масс-детектора (при элюиро-

вании подвижной фазой 0.1% водный 

раствор HCOOH/0.1% раствор HCOOH в 

ацетонитриле).  

2. Режим гидрофильной хроматогра-

фии: по удерживанию ацетона. 

Все эксперименты проводились при 

постоянной температуре колонки 25°С и 

объеме ввода пробы 1 мкл. Спектрофото-

метрическое детектирование сорбатов 

проводилось при длине волны 210 нм. 

Масс-спектрометрическое детектиро-

вание проводилось с использованием 

квадруполь-времяпролетного масс-спек-

трометра высокого разрешения Bruker 

Maxis Impact QTOF (Bruker Daltonics, 

Германия). Ионизация выполнялась в ре-

жиме электрораспыления, в качестве 

газа-распылителя и осушителя использо-

вался азот. Применялся режим регистра-

ции положительных ионов с диапазоном 

сканирования масс m/z = 50-500; темпе-

ратура источника ионизации составляла 

250°С; расход газа-осушителя – 7 дм3/мин; 

давление газа-распылителя – 1.4 бар; по-

даваемое напряжение – 4500 В.  
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Внешняя калибровка масс-детектора 

проводилась путем введения формиата 

натрия через устройство прямого ввода. 

Статистическое отклонение определения 

массы не превышало 0.03 ppm. 

Для управления хромато-масс-спек-

трометрической системой и обработки 

полученных данных применялось про-

граммное обеспечение Compass HyStar 

software (Bruker Daltonics, Германия). 

Обсуждение результатов 

По результатам хроматографического 

эксперимента были рассчитаны факторы 

удерживания k гетероциклических соеди-

нений по формуле [23]: 

𝑘 =
𝑡𝑅−𝑡𝑀

𝑡𝑀
   (1) 

Значения для всех изученных систем 

приведены в таблице 2. Согласно полу-

ченным значениям, можно сделать вы-

вод, что большинство соединений имеют 

слабое удерживание во всех рассматрива-

емых системах (k ≤ 1), особенно это каса-

ется триазолов, которые крайне гидро-

фильны и подвержены раннему элюиро-

ванию. Тем не менее, режим гидрофиль-

ной хроматографии демонстрирует более 

эффективное разделение по сравнению с 

сорбцией на ОДС, особенно для имидазо-

лов и соединений, содержащих амино-

группы в качестве заместителей. Для по-

следних усиление удерживания на гидро-

фильном сорбенте является следствием 

увеличения полярности молекул, а также 

реализации водородных связей амино-

групп с силанольными группами на по-

верхности сорбента. Что касается разли-

чия удерживания изомерных имидазолов 

и пиразолов, то, как было показано авто-

рами ранее [24], в ядре имидазола оба 

атома азота являются акцепторами элек-

тронов, в отличие от пиразола, в котором 

электронная плотность более делокали-

зована. Соответственно, имидазолы бу-

дут удерживаться дольше за счет более 

выраженных диполь-дипольных взаимо-

действий. Для изомерных диазинов пири-

дазин демонстрирует несколько более 

выраженное удерживание на силикагеле 

по сравнению с пиримидином и пирази-

ном, что также связано с меньшей флук-

туацией заряда в ядре и более выражен-

ным диполем, ориентированным в сто-

рону соседних атомов азота [25].  

Было проведено сравнение селектив-

ности привитого и непривитого силикаге-

лей по отношению к некоторым парам 

сорбатов путем расчета коэффициента 

селективности по формуле [23]: 

𝛼 =
𝑘2

𝑘1
   (2) 

Полученные значения коэффициентов 

селективности приведены в таблице 3. 

Согласно полученным результатам, для 

отдельных пар изомерных гетероциклов 

гидрофильный силикагель демонстри-

рует большую селективность, а именно 

для изомеров положения атома азота в 

ароматическом ядре. Наиболее выражен 

эффект для структур с пятичленным гете-

роароматическим ядром, в то время как 

для диазинов природа сорбента гораздо 

менее значима. В то же время, для изоме-

ров положения заместителей наблюда-

ется обратная зависимость, и выбор стан-

дартной обращенно-фазовой хроматогра-

фии будет давать удовлетворительные 

результаты.  

Отмечено, что элюирование с непри-

витого силикагеля происходит преиму-

щественно без размытия фронта хромато-

графического пика (рис. 1).  

Помимо гидрофильной хроматогра-

фии, удерживание азотсодержащих гете-

роциклов было изучено в классическом 

обращенно-фазовом режиме при введе-

нии в систему кислотно-основных моди-

фикаторов. Необходимость введения мо-

дификаторов была обусловлена проявле-

нием асимметрии и уширения пиков пя-

тичленных гетероциклов при элюирова-

нии чистыми растворителями.  

Диэтиламин, выступая в качестве ос-

новного модификатора подвижной фазы, 

вносит дополнительные ион-парные вза-

имодействия в гидрофобный механизм 
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удерживания. Это незначительно сни-

жает удерживание триазолов, являю-

щихся слабыми основаниями, среди ко-

торых для 1Н-1,2,3-триазола влияние мо-

дификатора наиболее выражено. Удер-

живание имидазолов, наоборот, возрас-

тает, сильнее всего – у 1,2-диметил-1Н-

имидазола. Для шестичленных гетеро-

циклов присутствие ДЭА не оказывает 

значительного влияния. Важно отметить, 

что использованный сорбент эндкемпи-

рован, соответственно, отсутствуют оста-

точные силанольные группы, которые 

ДЭА мог бы блокировать. Для рассматри-

ваемых систем введение ДЭА не оказы-

вает положительного влияния, а напро-

тив, еще более ухудшает форму хромато-

графического пика (рис. 2).  

Исходя из рис. 2 можно заметить, что 

присутствие ДЭА также приводит к появ-

лению системного пика, вызванного соб-

ственным элюированием ДЭА и иониза 

Таблица 2. Факторы удерживания изученных азотсодержащих гетероциклов 

Table 2. Retention factors of the studied nitrogen-containing heterocycles 

№ Название 

режим ОФ ВЭЖХ (ОДС) 

Режим гидро-

фильной хрома-

тографии (HILIC) 

k(ДЭА) 

tM = 4 мин 

k(HCOOH) 

tM = 3.6 

k(H2O) 

tM = 4 

k (NH4HCO2) 

tM = 3.2 

1 1H-1,2,4-триазол 0.05 0.25 0.2 0.44 

2 
1H-1,2,4-триазол-

3,5-диамин 
0.075 0.17 0.1 1.38 

3 
4-амино-4H-1,2,4-

триазол 
0.1 0.17 0.1 1.13 

4 
3-метил-1H-1,2,4-

триазол 
0.15 0.25 0.45 0.63 

5 1H-1,2,3-триазол 0.075 0.64 0.5 0.06 

6 
3-амино-1H-1,2,4-

триазол 
0.05 0.17 0.175 0.75 

7 1H-пиразол 1.5 1.00 1.525 0.06 

8 
3-метил-1H-пира-

зол 
2.175 1.00 2.15 0.09 

9 
1-метил-3-амино-

1Н-пиразол 
0.9 0.31 0.9 0.41 

10 
5-этил-1H-пиразол-

3-амин 
1.975 1.17 1.95 0.34 

11 1H-имидазол 0.5 0.14 0.125 1.31 

12 
2-метил-1H-имида-

зол 
0.75 0.22 0.15 3.16 

13 
1,2-диметил-1Н-

имидазол 
1.825 0.25 0.15 3.88 

14 
1-этил-1Н-имида-

зол 
2.125 0.33 1.675 1.25 

15 

3-(2-метилимида-

зол-1-ил)пропан-1-

амин 

1.725 0.06 0.15 2.34 

16 
6-метил-1,3,5-триа-

зин-2,4-диамин 
0.625 0.22 0.625 1.22 

17 пиридазин 0.675 0.61 0.625 0.47 

18 пиримидин 0.825 0.97 0.825 0.34 

19 пиразин 0.825 1.06 1.025 0.22 
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цией при 65-66% содержании ацетонит-

рила. Кроме того, ДЭА имеет тенденцию 

подавлять ионизацию пятичленных гете-

роциклов в режиме электрораспыления и 

регистрации положительных ионов (рис. 3) 

вплоть до полного исчезновения сигнала 

анализируемого вещества (рис. 4), что 

Таблица 3. Сравнительная характеристика коэффициентов селективности α для некоторых 

систем 

Table 3. Comparative characterization of selectivity coefficients α for some systems 

№ 
Разделяемые 

сорбаты 

α (H2O, 

ОДС) 

α (HCOOH, 

ОДС) 

α (NH4HCO2, 

HILIC) 

1 
1H-1,2,4-триа-

зол/1H-1,2,3-триазол 
2.5 2.6 7.3 

2 

4-амино-4Н-1,2,4-

триазол/3-амино-1Н-

1,2,4-триазол 

1.8 1 1.5 

3 

3-метил-1H-1,2,4-

триазол/1H-1,2,3-

триазол 

1.1 2.6 10.5 

4 
1H-пиразол/1H-ими-

дазол 
12.2 7 21.8 

5 

3-метил-1H-пира-

зол/2-метил-1H-ими-

дазол 

14.3 4.5 35.1 

6 
1H-имидазол/2-ме-

тил-1H-имидазол 
1.2 1.6 2.4 

7 

1,2-диметил-1Н-

имидазол/1-этил-1Н-

имидазол 

11.2 1.32 3.1 

8 

6-метил-1,3,5-триа-

зин-2,4-диамин/пи-

ридазин 

1 2.8 2.6 

9 
пиридазин/пирими-

дин 
1.3 1.6 1.4 

10 пиридазин/пиразин 1.6 1.7 2.1 

11 пиримидин/пиразин 1.2 1 1.5 

 

 
Рис. 1. Хроматограммы при МС-детектировании 4-амино-1Н-1,2,4-триазола, элю-

ируемого с ОДС подвижной фазой, содержащей 0.1% HCOOH, и в режиме HILIC. 

Хроматограммы записаны при m/z = 85.05±0.05 протонированного иона. 

he MS chromatograms of 4-amino-1H-1,2,4-triazole eluted from octadecyl silica gel using the 

mobile phase containing 0.1% of HCOOH as well as in HILIC mode. The chromatograms were 

recorded at m/z = 85.05±0.05 of the protonated ions. 
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может наблюдаться для молекул с моле-

кулярной массой меньше, чем у ДЭА 

(73.14 Да). Подобный эффект ранее упо-

минался в литературе [26]. 

С другой стороны, введение 0.1% рас-

твора муравьиной кислоты в подвижную 

фазу значительно повышает интенсив-

ность ионизации (рис. 5) и улучшает 

форму хроматографического пика (рис. 6). 

Имеются литературные данные, сообща-

ющие о достижении оптимальных пара-

метров удерживания для разделения ше-

стичленных азотсодержащих гетероцик-

лических гербицидов при использовании 

подвижной фазы с добавкой 0.1% 

HCOOH [27]. Действительно, если вновь 

обратиться к таблице 3, то можно видеть 

 
Рис. 2. Хроматограммы при спектрофотометрическом детектировании 4-амино-4Н-

1,2,4-триазола, элюируемого с ОДС подвижной фазой, содержащей 0.01% ДЭА, и при его 

отсутствии. Длина волны 210 нм. 

Fig. 2. The spectrophotometric detection chromatograms of 4-amino-4H-1,2,4-triazole eluted 

from octadecyl silica gel using the mobile phase containing 0.01% of diethylamine solution and 

in its absence. The wavelength was 210 nm. 
 

 
Рис. 3. Хроматограммы при МС-детектировании 1Н-имидазола, элюируемого с ОДС по-

движной фазой, содержащей 0.01% ДЭА, и при его отсутствии. Хроматограммы записаны 

при m/z = 69.04±0.05 протонированного иона. 

Fig. 3. The MS chromatograms of 1H-imidazole eluted from octadecyl silica gel using the mo-

bile phase containing 0.01% of diethylamine solution and in its absence. The chromatograms 

were recorded at m/z = 69.04±0.05 of the protonated ions. 
 

 
Рис. 4. Хроматограммы при МС-детектировании 1Н-1,2,4-триазола, элюируемого с 

ОДС подвижной фазой, содержащей 0.01% ДЭА, и при его отсутствии. Хроматограммы 

записаны при m/z = 70.04±0.05 протонированного иона. 

Fig. 4. The MS chromatograms of 1H-1,2,4-triazole eluted from octadecyl silica gel using the 

mobile phase containing 0.01% of diethylamine solution and in its absence. The chromatograms 

were recorded at m/z = 70.04±0.05 of the protonated ions. 
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повышение селективности хроматогра-

фического разделения для неизомерных 

азинов. В остальных случаях введение 

муравьиной кислоты в подвижную фазу, 

как правило, ухудшает разделение изо-

мерных гетероциклов. Соответственно, 

выбор в пользу муравьиной кислоты 

можно сделать, если основной целью яв-

ляется не повышение селективности раз-

деления, а усиление интенсивность и 

улучшение формы получаемого хромато-

графического сигнала.  

Таким образом, согласно полученным 

результатам, разделение пятичленных ге-

тероциклов достигается при элюирова-

нии в режиме гидрофильной хроматогра-

фии, при этом удерживание на ОДС поз-

воляет разделять изомерные диазины без 

использования модификаторов подвиж-

ной фазы. 

Заключение 

Изучено удерживание девятнадцати 

азотсодержащих гетероциклических со-

единений в режимах обращенно-фазовой 

и гидрофильной ВЭЖХ-МС в режиме 

ионизации электрораспылением. Пока-

зано, что введение 0.1% водного раствора 

муравьиной кислоты в качестве кислот-

ного модификатора улучшает ионизацию 

и интенсивность сигнала масс-спектро-

метра, однако не всегда позволяет до-

биться удовлетворительного разделения 

при элюировании с поверхности ОДС. 

Введение 0.01% раствора диэтиламина, 

наоборот, не дает выраженного улучше-

ния в разделении по сравнению с подвиж-

ной фазой без модификаторов. Использо-

вание непривитого силикагеля в режиме 

гидрофильной хроматографии позволяет 

 
Рис. 5. Хроматограммы при МС-детектировании 1Н-1,2,4-триазол-3,5-диамина, 

элюируемого с ОДС подвижной фазой, содержащей 0.1% HCOOH, и при ее отсутствии. 

Хроматограммы записаны при m/z = 100.06±0.05 протонированного иона. 

Fig. 5. The MS chromatograms of 1H-1,2,4-triazole-3,5-diamine eluted from octadecyl 

silica gel using the mobile phase containing 0.1% of HCOOH and in its absence. The chromato-

grams were recorded at m/z = 100.06±0.05 of the protonated ions. 

 

 
Рис. 6. Хроматограммы при МС-детектировании 6-метил-1,3,5-триазин-2,4-диа-

мина, элюируемого с ОДС подвижной фазой, содержащей 0.1% HCOOH, и при ее отсут-

ствии. Хроматограммы записаны при m/z = 126.07±0.05 протонированного иона. 

Fig. 6. The MS chromatograms of 6-methyl-1,3,5-triazine-2,4-diamine eluted from oc-

tadecyl silica gel using the mobile phase containing 0.1% of HCOOH and in its absence. The 

chromatograms were recorded at m/z = 126.07±0.05 of the protonated ions. 
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разделять изомерные пятичленные гете-

роциклы с получением узких симметрич-

ных пиков, однако не имеет преимуще-

ства перед ОДС при разделении диазинов. 
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Авторы заявляют, что у них нет из-

вестных финансовых конфликтов интере-

сов или личных отношений, которые 

могли бы повлиять на работу, представ-
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Активность глутатионредуктазы при нарушении функции печени 

и регуляция интермедиатами цикла Кребса каталитического действия 

фермента, выделенного с помощью хроматографических методов 
 

Александр Алексеевич Агарков1✉, Сергей Сергеевич Попов2, 

Татьяна Николаевна Попова1 
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Аннотация. Целью настоящей работы явилось определение активности глутатионредуктазы (ГР, КФ 

1.6.4.2) в сыворотке крови больных с алкогольным гепатитом (АГ) и в сыворотке крови и печени крыс 

с экспериментальным токсическим гепатитом (ЭТГ), а также разработка схемы очистки фермента из 

печени экспериментальных животных с применением хроматографических методов. В эксперименте 

использовали сыворотку крови практически здоровых лиц с нормальными показателями общего и био-

химического анализов крови (контрольная группа пациентов), людей, которым был поставлен диагноз 

алкогольный гепатит (АГ), а также сыворотку и печень крыс контрольной группы и животных с ЭТГ. 

Патологическое состояние у экспериментальных животных моделировали путем перорального введе-

ния четыреххлористого углерода – органоспецифического токсина, обладающего гепатотропным эф-

фектом, в виде 33% раствора в вазелиновом масле из расчета 64 мкл токсина на 100 г веса животного. 

Забой животных производили на 4 сутки после введения токсического агента. Контрольным животным 

вводили соответствующую аликвоту вазелинового масла. Активность ГР определяли спектрофотомет-

рически на СФ-56 при 340 нм. Общее количество белка определяли по методу Лоури. Для исследования 

регуляторных свойств фермента была проведена его очистка из печени крыс контрольной группы и 

животных с индуцированным токсическим гепатитом с помощью методов разделения белков сульфа-

том аммония, а также гель-фильтрации через сефадекс G-25 и ионообменной хроматографии на ДЭАЭ-

целлюлозе. В результате были получены ферментные препараты ГР, очищенные в 54.5 и 49.1 раза из 

печени крыс контрольной группы и животных с ЭТГ. Установлено, что в процессе ионообменной хро-

матографии на колонке с ДЭАЭ-целлюлозой фермент из печени исследуемых групп животных десор-

бировался в виде одного пика при концентрации KCl 100 мМ. С использованием полученных фермент-

ных препаратов выявлены различия в регуляции активности ГР под действием интермедиатов цикла 

Кребса, что, очевидно, связано с конформационными модификациями молекулы фермента в условиях 

оксидативного стресса, развивающегося при патологии. 

Ключевые слова: глутатионредуктаза, токсический гепатит, алкогольный гепатит, окислительный 

стресс, изоцитрат, малат, 2-оксоглутарат. 
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Abstract. The aim of the study was to determine the activity of glutathione reductase (GR, EC 1.6.4.2) in the 

blood serum of patients with alcoholic hepatitis (AH) and in the blood serum and livers of rats with experi-

mental toxic hepatitis (ETH), as well as to develop a scheme for the purification of the enzyme from the liver 

of experimental animals using chromatographic methods. In the experiment, we used the blood serum of ap-

parently healthy individuals with normal indices of general and biochemical blood tests (control group of pa-

tients), people diagnosed with alcoholic hepatitis (AH), as well as the serum and livers of rats in the control 

group and rats with ETG. The pathological state in experimental animals was modelled by oral administration 

of carbon tetrachloride, an organ-specific toxin with hepatotropic effect, as a 33% solution in paraffin oil at the 

rate of 64 µl of toxin per 100 g of animal weight. The animals were slaughtered on the 4th day after admin-

istration of the toxic agent. The control animals were injected with the corresponding aliquot of paraffin oil. 

The activity of GR was determined spectrophotometrically using a spectrophotometer SF-46 at a wavelength 

of 340 nm. The total amount of protein was determined by the Lowry method. To study the regulatory proper-

ties of the enzyme, it was purified from the livers of the control rats and those with induced toxic hepatitis 

using the protein separation by ammonium sulphate, as well as gel filtration through Sephadex G-25 and ion-

exchange chromatography on DEAE-cellulose. As a result, we obtained 54.5 and 49.1 times purified GR en-

zyme preparations from the livers of the control rats and animals with ETG. We determined that in the process 

of ion-exchange chromatography using a column with DEAE-cellulose, the enzyme from the livers of the 

studied groups of animals was desorbed as a single peak at a KCl concentration of 100 mM. Using the obtained 

enzyme preparations, we detected differences in the regulation of GR activity under the action of Krebs cycle 

intermediates. They are obviously associated with conformational modifications of the enzyme molecules un-

der oxidative stress developing during pathology. 

Keywords: glutathione reductase, toxic hepatitis, alcoholic hepatitis, oxidative stress, isocitrate, malate, 2-

oxoglutarate 

For citation: Agarkov A.A., Popov S.S., Popova T.N. The activity of glutathione reductase under impaired 

liver function and regulation by the Krebs cycle intermediates of the catalytic action of the enzyme isolated by 

chromatographic methods. Sorbtsionnye i khromatograficheskie protsessy. 2024. 24(3): 386-394. (In Russ.). 
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Введение 

Известно, что основным органом, 

участвующим в биотрансформации раз-

личных ксенобиотиков является печень 

[1, 2]. Воздействие на организм токсинов, 

особенно в высоких концентрациях, мо-

жет привести к ее метаболической дис-

функции, как острого, так и хронического 

характера [3]. Так, установлено, что часто 

используемый промышленный раствори-

тель CCl4 может приводить к поврежде-

нию печени и, в этой связи, широко при-

меняется для создания эксперименталь-

ного токсического поражения данного 

органа [4, 5]. Токсическое действие эта-

нола на гепатоциты и, как следствие, по-

ражение их продуктами его метаболизма 

лежит в основе алкогольного гепатита 

(АГ) [6].  

Известно, что важным звеном в меха-

низме развития заболеваний печени раз-

личной этиологии является оксидатив-

ный стресс [7], а его признаки объективно 

отражают тяжесть поражения тканей и 

состояние защитных систем организма 

[8]. Вызванные окислительным стрессом 

нарушения в гепатоцитах происходят под 

действием активных форм кислорода 

(АФК), генерируемых в реакциях мито-

хондриального и микросомального окис-

ления, а также в реакциях окисления ток-

сических веществ [9, 10]. 

Глутатион является основным внутри-

клеточным антиоксидантом. В неблаго-

приятных условиях система глутатиона 

направлена на сохранение гомеостаза ор-

ганизма путем работы его ферментных 

систем, ориентированных на сохранение 

сбалансированного взаимоотношения 

между его отдельными фракциями – 

окисленная форма глутатиона (GSSG) 

быстро переходит в восстановленную 

(GSH) и осуществляет свою антиокси-

дантную функцию. Реакцию восстанов-

ления GSSG катализирует глутатионре-

дуктаза (ГР) [11, 12]. 

Целью настоящей работы явилось 

определение активности ГР из печени и 

сыворотки крови крыс с эксперименталь-

ным токсическим гепатитом и в сыво-

ротке крови людей с алкогольным гепа-

титом, а также исследование некоторых 
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регуляторных свойств фермента, выде-

ленного из гепатоцитов крыс с патоло-

гией с применением хроматографических 

методов. 

Экспериментальная часть 

В исследование было включено 139 

человек. Из них 65 практически здоровых 

лиц с нормальными показателями общего 

и биохимического анализов крови соста-

вили контрольную группу, 74 пациентам 

был поставлен диагноз алкогольный ге-

патит (АГ) минимальной и умеренной 

степени активности, развивающийся 

вследствие хронического употребления 

алкоголя. Диагноз у пациентов был по-

ставлен на основании клинических при-

знаков заболевания, биохимического ис-

следования крови, данных ультразвуко-

вого исследования печени. Средняя про-

должительность заболевания составляла 

6.2±0.4 месяца. В ходе клинического ис-

следования использовали сыворотку 

крови больных, находящихся на лечении 

в стационаре. Кровь для исследования за-

биралась в пробирки типа «вакутейнер» в 

утреннее время, натощак, из локтевой 

вены. Исследования проводились в соот-

ветствии с требованиями биомедицин-

ской этики согласно Женевской конвен-

ции о правах человека (1997 г.) и Хель-

синской декларации Всемирной меди-

цинской ассоциации (2000 г.) на основа-

нии разрешения локального этического 

комитета, в связи с чем, у всех пациентов 

было получено письменное доброволь-

ное информированное согласие на уча-

стие в клиническом исследовании. 

Также, в качестве объекта исследова-

ния использовались белые лабораторные 

крысы-самцы массой 150-200 г. Живот-

ные содержались на стандартном режиме 

вивария. Все манипуляции, проводимые 

во время эксперимента, соответствовали 

требованиям международных правил гу-

манного отношения к животным, отра-

женных в санитарных правилах по от-

бору и содержанию экспериментально-

биологических клиник (вивариев) (УК 

РФ ст. 245).  

Эксперимент был проведен на живот-

ных, разделенных на две группы: 1-я 

группа – крысы, содержащиеся на стан-

дартном режиме вивария; 2-я группа – 

крысы с экспериментальным токсиче-

ским гепатитом (ЭТГ). 

Экспериментальный токсический ге-

патит у крыс моделировали путем перо-

рального введения четыреххлористого 

углерода – органоспецифического ток-

сина, обладающего гепатотропным эф-

фектом, в виде 33% раствора в вазелино-

вом масле из расчета 64 мкл токсина на 

100 г веса животного [13, 14]. Забой жи-

вотных производили на 4 сутки после 

введения токсического агента. Контроль-

ным животным вводили соответствую-

щую аликвоту вазелинового масла. 

Печень крысы извлекали под наркозом 

после многократного перфузирования ле-

дяным физиологическим раствором и ис-

пользовали для дальнейших исследова-

ний. 

Активность фермента определяли 

спектрофотометрически на СФ-56 при 

340 нм. О скорости реакции судили по па-

дению оптической плотности в резуль-

тате окисления НАДФН. Измерение ак-

тивности проводили в 50 мМ калий-фос-

фатном буфере (рН=7.4), содержащем 

1мМ ЭДТА, 0.80 мМ глутатион окислен-

ный, 0.16 мМ НАДФН. За единицу актив-

ности (Е) принимали количество фер-

мента, катализирующее образование 1 

мкмоль продукта реакции за 1 мин при 

25°С. Реакцию начинали внесением фер-

ментного препарата. Содержание белка 

определяли по методу Лоури и соавт.  

Очистка ГР из печени животных ис-

следуемых групп включала несколько 

стадий: 

1. Гомогенат печени получали с помо-

щью растирания ткани в фарфоровой 

ступке в 4-х кратном объеме охлажден-

ной среды выделения, приготовленной на 

основе 0.1 мМ трис-НСl-буфера (рН=7.6), 
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содержащего 1 мМ ЭДТА, 1% β-меркап-

тоэтанол. Затем гомогенат фильтровали и 

центрифугировали при 7000 g в течение 

12 мин. Полученную белковую субстан-

цию использовали для фракционирова-

ния белков сульфатом аммония. 

Определение границ высаливания ГР 

из белкового раствора проводили путём 

ступенчатого повышения градиента кон-

центрации (NH4)2SO4 в гомогенате пе-

чени. Для этого кристаллический сульфат 

аммония добавляли к гомогенату в коли-

честве, соответствующем нижней гра-

нице насыщения (40%). Смесь центрифу-

гировали при 13000 g в течение 10 мин. 

Осадок отбрасывали, а к надосадочной 

жидкости добавляли (NH4)2SO4 в количе-

стве, соответствующем верхнему пре-

делу насыщения (70%). После центрифу-

гирования при 15000 g в течение 15 мин 

получали осадок, содержащий ГР. Полу-

ченный осадок ресуспендировали в 4 см3 

среды выделения. 

2. Обессоливание на сефадексе G-25. 

Освобождение белковой смеси от низко-

молекулярных примесей осуществляли с 

помощью гель-фильтрации через ко-

лонку с сефадексом G-25 (1.5×20 см) [15]. 

В качестве элюирующей среды использо-

вали 0.01 М трис-HCl-буфер (рН=7.6), со-

держащий 0.1 ммоль/дм3 ЭДТА, 1%β-

меркаптоэтанол. Скорость элюции со-

ставляла 20-25 см3/час, её регулирование 

осуществлялось путем изменения гидро-

статического давления. Каждую фрак-

цию объемом 2-3 см3 анализировали на 

присутствие ферментативной активно-

сти. Эффективность обессоливания рас-

твора фермента проверяли качественной 

реакцией с реактивом Несслера, образую-

щим с ионами аммония характерный 

красно-бурый осадок [16]. Обессоленные 

фракции, обладающие максимальной 

ферментативной активностью, объеди-

няли и использовали для дальнейшей 

очистки. 

3. Ионообменная хроматография на 

ДЭАЭ-целлюлозе. Обессоленный рас-

твор фермента наносили на колонку с 

ДЭАЭ-целлюлозой (1.2×13 см), уравно-

вешенную элюирующей средой, приме-

няемой в ходе очистки на предыдущей 

стадии. Для очистки ГР использовали 

ступенчатый градиент концентраций KCl 

в элюирующем буфере. Элюирующая 

среда содержала вышеназванные ингре-

диенты. В ходе ионообменной хромато-

графии фермент десорбировался с ко-

лонки в ступенчатом градиенте KCl 50-

100 ммоль/дм3. Скорость элюции – 30- 

40 см3/ч. Каждую фракцию объемом 1.5-

2.0 см3 анализировали на присутствие 

ферментативной активности ГР. Все 

этапы выделения и очистки фермента 

осуществляли при температуре 0-4°С. 

Опыты проводили в 3-4 кратной био-

логической повторности, аналитические 

определения для каждой пробы – в двух 

повторностях. Данные обрабатывали с 

использованием стандартных статисти-

ческих методов [17]. 

Обсуждение результатов 

В ходе проведенных исследований 

установлено, что у пациентов с АГ проис-

ходило снижение активности ГР, выра-

женной в Е/см3 сыворотки крови в E/мг 

белка в 1.2 и 1.4 раза относительно кон-

трольной группы (рис. 1). Известно, что 

ацетальдегид, в условиях хронической 

алкогольной интоксикации, накаплива-

ясь внутри клеток печени, приводит к 

усилению пероксидного окисления липи-

дов, продукты которого вызывают нару-

шение образования НАДФН [18]. Веро-

ятно, в условиях сниженного содержания 

указанного восстановительного компо-

нента, необходимого для оптимального 

протекания ГР-реакции, скорость послед-

ней снижается. 

В ходе работы было установлено, что 

активность ГР в сыворотке крови крыс с 

ЭТГ, выраженная в Е/см3, и представлен-

ная в Е/мг белка, возрастала в 1.4 и 1.9 

раза (рис. 1). Подобная тенденция была 

характерна и в отношении активности ГР 
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в печени лабораторных животных, где ак-

тивность фермента, выраженная в Е/г сы-

рой массы ткани и Е/мг белка увеличива-

лась в 1.9 и 1.5 раза относительно кон-

троля (рис. 1). Очевидно, наблюдаемые 

изменения являлись адаптационной реак-

цией организма, направленной на восста-

новление глутатиона, используемого в 

реакциях детоксикации АФК, чрезмерно 

генерируемых при патологии.  

Как известно, ответ на развитие стрес-

сового воздействия, включая нарушения 

оксидативного статуса, имеют стадии 

компенсации и дезадаптации [19]. По 

всей видимости, на фоне длительно про-

текающего хронического поражения пе-

чени у пациентов с алкогольным гепати-

том происходила декомпенсация компо-

нентов антиоксидантной системы, что от-

ражалось в падении активности ГР. Что 

касается экспериментального моделиро-

вания токсического гепатита, то, оче-

видно, что в течение краткого периода 

индуцирования патологического состоя-

ния имела место компенсаторная ответ-

ная реакция, сопровождающаяся усиле-

нием синтеза глутатиона в ходе ГР-реакции. 

Для исследования регуляторных 

свойств ГР в норме и при патологии была 

осуществлена очистка фермента из пе-

чени крыс контрольной группы и живот-

ных с патологией. С помощью использу-

емых методов очистки, были получены 

ферментные препараты ГР с удельной ак-

тивностью 0.60 и 1.12 Е/мг белка из пе-

чени крыс контрольной группы и живот-

ных с ЭТГ соответственно (табл. 1). 

В ходе работы было установлено, что 

в процессе ионообменной хроматогра-

фии на колонке с ДЭАЭ-целлюлозой фер-

мент из печени исследуемых групп жи-

вотных десорбировался в виде одного 

пика при концентрации KCl 100 мМ 

(рис. 2). После нанесения ферментного 

препарата на колонку наслаивали 20 мл 

среды элюции (0.1 мМ трис-НСl-буфер 

(рН 7.6), содержащий 1 мМ ЭДТА, 1% β-

меркаптоэтанол), а затем 20 см3 50 мМ 

раствора КСl для десорбции сопутствую-

щих белков. Таким способом удалось по-

высить степень очистки ГР из печени 

крыс контрольной группы в 30.1 раза и 

животных с ЭТГ – 22.3 раза. 

Считается, что образование восстано-

вительных эквивалентов для функциони-

рования глутатионовой антиоксидантной 

системы в условиях интенсификации СО 

наряду с ферментами пентозофосфатного 

пути могут осуществлять НАДФ-зависи-

мые изоцитратдегидрогеназа и малатде-

гидрогеназа [20]. В этой связи с целью 

выявления возможных путей координа-

ции функционирования ГР и НАДФН-ге-

нерирующих ферментов было проведено 

исследование влияния субстратов и про-

дуктов данных реакций на активность ГР 

в норме и в условиях патологии. 

 
Рис. 1. Активность глутатионредуктазы, выраженная в Е/мл сыворотки крови (А), 

и представленная в виде Е/мг белка (Б), у людей контрольной группы (1), больных алко-

гольным гепатитом (2). 

Fig. 1. Glutathione reductase activity, expressed in U/ml of serum (A), and presented 

as U/mg of protein (B), in people in the control group (1), patients with alcoholic hepatitis (2). 
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Исследование влияния изоцитрата на 

активность ГР показало, что максималь-

ный активирующий эффект имеет место 

при 0.30 мМ концентрации данного мета-

болита как для фермента из печени крыс 

контрольной группы, так и животных, 

подвергнутых токсическому гепатиту 

(рис. 3А). При дальнейшем повышении 

концентрации изоцитрата имеет место 

снижение активирующего эффекта для 

ГР из печени обеих групп животных. Ин-

гибирование фермента наблюдается при 

концентрации изоцитрата свыше 0.80 и 

0.55 мМ в условиях нормы и при патоло-

гии соответственно. Степень ингибиро-

вания выше для фермента из печени крыс 

контрольной группы.  

По-видимому, стимуляция активности 

ГР субстратом ИДГ-реакции могла бы 

способствовать повышению активности 

фермента в патологическом состоянии. В 

этой связи интересно отметить, что 

удельная активность НАДФ-ИДГ возрас-

тает при токсическом гепатите в 1.4 раза 

[21]. 

При исследовании влияния малата 

(рис. 3Б) и 2-oксоглутарата (рис. 3В) на 

активность ГР из печени крыс в норме и 

при токсическом гепатите было установ-

лено, что при концентрации интермедиа-

тов до 0.1 мМ происходит снижение ГР-

активности. Но при дальнейшем повыше-

нии концентрации метаболитов скорость 

протекания ферментативной реакции 

возрастает, и при 0.3 мМ концентрации 

Таблица 1. Очистка глутатионредуктазы из печени крыс контрольной группы и животных 

c экспериментальным токсическом гепатитом 

Table 1. Purification of glutathione reductase from the livers of the control rats and animals with 

experimental toxic hepatitis 

Стадия 

очистки 

Условия 

экспери-

мента 

Количе-

ство 

белка, мг 

Общая ак-

тивность, 

E/г сырой 

массы 

Удельная 

активность, 

Е/мг белка 

Вы-

ход, % 

Сте-

пень 

очистки 

Гомогенат 
норма 2.67±0.11 243.00±9.66 0.011±0.0004 100 1 

ЭТГ 6.40±0.29 276.00±11.98 0.023±0.0084 100 1 

Фракциони-

рование 

сульфатом 

аммония 

норма 2.44±0.09 198.00±9.85 0.13±0.0006 91 1.2 

ЭТГ 6.10±0.27 203.00±10.18 0.037±0.0018 95 1.6 

Обессолива-

ние на сефа-

дексе G-25 

норма 2.29±0.08 115.00±5.77 0.020±0.0006 86 1.8 

ЭТГ 5.44±0.28 109.00±5.48 0.050±0.0028 85 2.2 

Хроматогра-

фия на 

ДЭАЭ-цел-

люлозе 

норма 1.21±0.04 1.98±0.08 0.600±0.0271 45 54.5 

ЭТГ 1.85±0.11 1.65±0.06 1.120±0.0514 29 49.1 

 

 
Рис. 2. Элюция глутатионредуктазы из печени крыс исследуемых групп животных в 

ходе хроматографии на ДЭАЭ-целлюлозе 

Fig. 2. Elution of glutathione reductase from the livers of the studied groups of rats during 

the chromatography using DEAE-cellulose 
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наблюдается максимальный активирую-

щий эффект. При концентрации метабо-

литов свыше 0.5 мМ активность фер-

мента вновь снижается. 

Известно, что ответ на разные сти-

мулы может развиваться как на уровне 

целого организма, так и в различных его 

системах. Молекулярные механизмы на 

клеточном уровне могут затрагивать фор-

мирование адаптивного ответа в том 

числе и через модификацию белков и их 

функций [22].  

Характер клеточного ответа при этом 

будет зависеть от продолжительности и 

интенсивности воздействия неблагопри-

ятных факторов. При умеренном воздей-

ствии формируется неспецифический от-

вет, повышающий адаптацию организма 

к новым условиям. При воздействии вы-

сокой интенсивности, например, при глу-

бокой гипоксии наступает состояние дез-

адаптации, в том числе и за счет прямого 

повреждающего действия АФК на белко-

вые молекулы [23]. 

Известно, что одним из важнейших 

следствий инициации редокс-сигнализа-

ции и АФК-опосредованной передачи 

сигнала является активация ядерных 

транскрипционных факторов, активируе-

мых реактивными молекулами кисло-

рода. Среди известных к настоящему вре-

мени белков, которые синтезируются в 

ответ на редокссигнал от адаптирующего 

фактора, наибольшее значение имеет, 

прежде всего, ряд неспецифических мо-

лекул, в том числе ферменты антиокси-

дантной защиты [24]. В этой связи не ис-

ключена возможность изменения актив-

ности исследуемого фермента вследствие 

ускорения скорости синтеза фермента de 

novo при развитии патологического со-

стояния печени у крыс, которое сопря-

жено с развитием оксидативного стресса. 

Также существуют данные об участии 

АФК в регуляции редокс-статуса клетки 

и окислительных модификаций белков. 

Регуляция редокс-сигнализации может 

осуществляться как через общий уровень 

глутатиона (GSH) в клетке, так и через со-

отношение GSH/GSSG [25]. Вероятно, 

взаимодействие реактивных метаболитов 

кислорода с молекулой ГР могло приво-

дить к конформационным перестройкам 

последней, имеющим значение для функ-

ционирования глутатионовой системы в 

условиях оксидативного стресса. 

Заключение 

Таким образом, обнаружены измене-

ния активности ГР в сыворотке крови 

 
Рис. 3 Влияние изоцитрата (А), малата (Б) и 2-оксоглутарата (В) на активность глутати-

онредуктазы в норме (1) и при экспериментальном токсическом гепатите (2) 

Fig. 3 Effect of isocitrate (A), malate (B), and 2-oxoglutarate (C) on the activity of glutathi-

one reductase in the control group (1) and in experimental toxic hepatitis (2) 
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больных с АГ, а также в печени и сыво-

ротке крови крыс с ЭТГ по сравнению с 

нормой. С использованием ионообмен-

ной хроматографии, были получены пре-

параты ГР из печени контрольных крыс и 

животных с патологией. со степенью 

очистки 54.5 и 49.1 соответственно. С ис-

пользованием полученных препаратов 

исследуемого фермента, были обнару-

жены особенности в регуляции активно-

сти ГР под действием интермедиатов 

цикла Кребса в норме и в условиях окис-

лительного стресса, возникающего на 

фоне ЭТГ. Вероятно, это могло быть свя-

зано с конформационными модификаци-

ями молекулы фермента, что, по-види-

мому, имеет значение для функциониро-

вания глутатионовой системы в условиях 

оксидативного стресса, развивающегося 

при патологии. 
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Аннотация. Известно, что при недостатке кислорода нарушается функционирование цикла трикарбо-

новых кислот, в результате чего происходит активация альтернативного пути – ГАМК-шунта, который 

обеспечивает поддержание функционирование цикла лимонной кислоты за счёт поставки янтарной 

кислоты. Ключевым этапом данного обходного пути является реакция, которую катализирует сукци-

натсемиальдегиддегидрогеназа (ССАДГ, КФ 1.1.1.16). При недостатке кислорода ССАДГ перестает 

эффективно функционировать. Это приводит к накоплению полуальдегида янтарной кислоты в мат-

риксе митохондрий, высокий уровень которого неблагоприятно действует на метаболизм растительной 

клетки. γ-гидроксибутиратдегидрогеназа (ГБДГ, КФ 1.1.1.61) – энзим, относящийся к классу оксидо-

редуктаз, который превращает γ-гидроксибутират в полуальдегид янтарной кислоты, участвуя в про-

цессе его детоксикации, что имеет важное значение в поддержании метаболизма растений при дефи-

ците кислорода.  

На сегодняшний день, к сожалению, данные о биохимических и кинетических особенностях γ–гидрок-

сибутиратдегидрогеназы отсутствуют. В связи с этим в нашей лаборатории был разработан метод 

очистки ГБДГ из зеленых листьев кукурузы, который позволяет изучить физико-химические свойства 

данного энзима. 

В ходе исследования проводилась пятистадийная очистка γ-гидроксибутиратдегидрогеназы из 7-днев-

ных проростков Zea mays L. Гомогенизированный растительный материал с экстрагированными бел-

ками, подвергали двухстадийному фракционированию сульфатом аммония. Каталитическая актив-

ность определялась спектрофотометрически при λ=340 нм по количеству восстановленного НАД+. Для 

удаления солей аммония осуществляли гель-фильтрацию на Sephadex G-25. Разделение белков по за-

ряду осуществляли с помощью ионообменной хроматографии на ДЭАЭ-Sephacel. Энзим десорбиро-

вали линейным градиетом хлорида натрия (100-300 мМ). Использование гель-хроматографии через Se-

phadex G-200 позволило определить молекулярную массу очищенных изоформ фермента. Гомоген-

ность ферментных препаратов подтверждена проведенным электрофорезом в полиакриламидном геле 

с универсальным окрашиванием AgNO3. Принадлежность полученных белковых препаратов к γ–гид-

роксибутиратдегидрогеназе была определена с помощью тетразолиевого метода.  

В результате были получены гомогенные препараты двух изоформ фермента (ГБДГ1 и ГБДГ2). Первая 

изоформа γ-гидроксибутиратдегидрогеназы очищена в 185.7 раза с выходом 10% и имела удельную 

активность 343.6 Е/мг белка. Степень очистки второй изоформы составила 209 раз, выход 7.74%. 

Удельная активность полученного препарата – 386.7 Е/мг белка.  

Использование гель-хроматографии на Sephadex G-200 позволило определить молекулярную массу на-

тивных молекул гидроксибутиратдегидрогеназы. Установлено, что в семидневных проростках куку-

рузы исследуемый фермент представлен в низкомолекулярной и высокомолекулярной формах: для 

ГБДГ 1 значение Mr составляло ⁓60.3 кДа, в то время как для ГБДГ2 молекулярная масса энзима рав-

нялась 286 кДа. 

Ключевые слова: γ-гидроксибутиратдегидрогеназа, кукуруза, очистка, молекулярная масса, гель-хро-

матография. 
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Abstract. It is known that under oxygen deficiency the functioning of the tricarboxylic acid cycle is impaired, 

resulting in the activation of an alternative pathway, the GABA shunt. It maintains the functioning of the citric 

acid cycle by providing succinic acid. The key phase of this bypass is a reaction catalysed by succinate semi-

aldehyde dehydrogenase (SSADH, EC 1.1.1.16). Under oxygen deficiency, SSADH ceases to function effi-

ciently. This leads to the accumulation of succinic acid semialdehyde in the mitochondrial matrix and its high 

level adversely affects the plant cell metabolism. γ–hydroxybutyrate dehydrogenase (HBDH, EC 1.1.1.61) is 

an enzyme belonging to the group of oxidoreductases. It transforms γ–hydroxybutyrate into succinic acid sem-

ialdehyde, participating in the process of its detoxification, which is important in the maintenance of plant 

metabolism under oxygen deficiency.  

To date, unfortunately, there are no data on the biochemical and kinetic features of γ–hydroxybutyrate dehy-

drogenase. In this regard, our laboratory developed a method for purification of HBDH from green maize 

leaves, which makes it possible to study the physicochemical properties of this enzyme. 

During the study, we obtained γ-hydroxybutyrate dehydrogenase from 7-day-old seedlings of Zea mays L. by 

a five-stage purification. Homogenised plant material with extracted proteins was subjected to two-stage am-

monium sulphate fractionation. The catalytic activity was determined spectrophotometrically at λ=340 nm by 

the amount of reduced NAD+. To remove ammonium salts, we used gel filtration through Sephadex G-25. 

Proteins were separated according to their charge by DEAE-Sephacel ion exchange chromatography. The en-

zyme was desorbed using a linear sodium chloride gradient (100-300 mM). The use of gel chromatography 

through Sephadex G-200 made it possible to determine the molecular mass of the purified enzyme isoforms. 

The homogeneity of enzyme preparations was confirmed by electrophoresis in polyacrylamide gel with uni-

versal AgNO3 staining. We used the tetrazolium method to confirm that the obtained protein preparations were 

γ-hydroxybutyrate dehydrogenase.  

As a result, homogeneous preparations of two isoforms of the enzyme (HBDH1 and HBDH2) were obtained. 

The first isoform of γ-hydroxybutyrate dehydrogenase was 185.7 times purified with a yield of 10% and had a 

specific activity of 343.6 U/mg of protein. The purification rate of the second isoform was 209 times with a 

yield of 7.74%. The specific activity of the obtained preparation was 386.7 U/mg of protein.  

Using gel chromatography through Sephadex G-200, we determined the molecular mass of native molecules 

of hydroxybutyrate dehydrogenase. We found that in 7-day-old maize seedlings the investigated enzyme was 

presented in low-molecular and high-molecular forms: for HBDH1 the Mr value was ⁓60.3 kDa, while for 

HBDH2 the molecular mass of the enzyme was 286 kDa. 

Keywords: γ-hydroxybutyrate dehydrogenase, maize, purification, molecular weight, gel chromatography. 
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Введение 

Шунт γ-аминомасляной кислоты 

(ГАМК-шунт) – это биохимический путь, 

который растительная клетка использует 

не только для катаболизма γ-аминомас-

лянной кислоты, но также для обхода 
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двух реакций ЦТК в случае невозможно-

сти их протекания как в виду специфиче-

ских клеточных сигналов в ответ на дей-

ствие различных внешних факторов, так 

и в случае инактивации одного или не-

скольких ферментов. ГАМК является 

важным метаболитом, который участвует 

в регуляции многих биологических про-

цессов, таких как адаптация к абиотиче-

ским стрессам, фотосинтез, рост и разви-

тие. ГАМК-шунт может быть активиро-

ван при стрессе, таком как засоление или 

дефицит кислорода, что является адап-

тивным механизмом растительных орга-

низмов к изменившимся условиям внеш-

ней среды [1]. 

Янтарная полуальдегиддегидрогеназа 

(ССАДГ, 1.2.2.16) − важный фермент, 

принимающий участие в функционирова-

нии шунтирующего пути ЦТК. Известно, 

что при длительном недостатке кисло-

рода этот фермент либо полностью инак-

тивируется, либо функционирует с малой 

эффективностью, что вызывает ряд мета-

болических перестроек и накоплению 

токсичного для клетки полуальдегида ян-

тарной кислоты [2]. 

Механизм детоксикации полуальде-

гида янтарной кислоты (ССА), который 

оказывает ряд негативных эффектов на 

процессы клеточного гомеостаза, эволю-

ционно сформировался в виде дополни-

тельного пути, который в митохондриях 

обеспечивается, главным образом, ката-

литической активностью НАД+-зависи-

мой γ-гидроксибутиратдегидрогеназы 

(ГБДГ, КФ 1.1.1.61). Этот энзим катали-

зирует превращение γ-гидроксимасляной 

кислоты (γ-гидроксибутирата, ГОМК) в 

полуальдегид янтарной кислоты (рис. 1) [2].  

Дефицит кислорода в растительных 

клетках вызывает увеличение концентра-

ции ГОМК с 10 до 155 нмоль г-1 сырой 

массы в ростках сои и с 273 до 739нмоль г-1 

сухой массы в листьях зеленого чая [3]. 

Более того, концентрации ГОМК и 

ГАМК увеличиваются в растениях Ara-

bidopsis в условиях воздействия различ-

ных стрессовых факторов, что должно 

увеличивать клеточное соотношение 

НАДН/НАД+ и уменьшать энергетиче-

ский заряд аденилата, тем самым ингиби-

руя активность ССАДГ, препятствуя об-

разованию полуальдегида янтарной кис-

лоты [4]. Имеются экспериментальные 

данные, свидетельствующие о том, что 

растения A. Thaliana с мутацией гена 

ССАДГ, выращенные в условиях воздей-

ствия сильного ультрафиолетового излу-

чения, демонстрировали в 5 раз более вы-

сокий уровень γ-гидроксимасляной кис-

лоты и существенно более высокие 

уровни активных форм кислорода [5]. Ка-

план c соавт. показали, что колебания 

уровня γ-гидроксибутирата у растений 

A.thaliana, устойчивых к действию низ-

ких температур сопряжены с увеличе-

нием и падением уровня ГАМК [6]. В со-

вокупности эти данные указывают на то, 

что накопление ГОМК в растениях, как и 

ГАМК, является общей реакцией на абио-

тический стресс [4]. 

В связи с тем, что ГАМК-шунт участ-

вует в предотвращении накопления АФК, 

что, вероятно связано с предоставлением 

восстановительных эквивалентов для 

поддержания пулов антиоксидантов и де-

токсикации полуальдегида янтарной кис-

лоты [7]. Эти результаты могут свиде-

тельствовать о том, что активность ГБДГ 

и ССАДГ в растениях регулируется взаи-

модополняющим образом с помощью 

окислительно-восстановительного ба-

ланса, и ГОМК выступает в качестве ре-

гулятора толерантности растительного 

организма к окислительному стрессу. К 

сожалению, очень мало данных, посвя-

щенных структурным и биохимическим 

особенностям функционирования ГБДГ в 

клетках животных, и еще меньше из-

вестно об особенностях данного фер-

мента в растительных организмах.  

В связи с этим, целью работы являлась 

очистка фермента γ-гидроксибутиратде-

гидрогеназы из семидневных проростков 

Zea mays L. и определение молекулярной 

массы нативных молекул изоформ ГБДГ 
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с помощью гель-хроматографии через Se-

phadex G-200. 

Экспериментальная часть 

Очистка γ-гидроксибутиратдегидроге-

назы осуществлялась из семидневных 

проростков кукурузы (Zea mays L.) сорта 

Воронежская-76, выращенные гидро-

понно без добавления питательных рас-

творов при десятичасовом световом дне в 

климатической камере «LabTech» (Ко-

рея) при интенсивности света 90 

мкмоль·м-2с-1 и температуре окружаю-

щей среды 25оС. 

Каталитическая активность γ-гидрок-

сибутиратдегидрогеназы в проростках 

Zea mays L. определяли при 25оС (спек-

трофотометр Evolution 260 Bio , Thermo 

Fisher Scientific, США) по скорости вос-

становления НАД+ до НАДН при длине 

волны 340 нм в реакционной среде, со-

держащей: 16 мМ натриевой соли окси-

маслянной кислоты (Sigma Aldrich, 

США), 1 мМ НАД+, 100 мМ Tris–HCl бу-

фер (рН 9.0). Запуск реакции осуществ-

ляли путём добавления ферментного пре-

парата. В качестве контроля использо-

вали среду спектрофотометрирования без 

добавления энзима [9].  

Очистку ГБДГ проводили в несколько 

этапов при +4°С. Навеску листьев куку-

рузы гомогенизировали в объемном соот-

ношении 1:10 в среде выделения следую-

щего состава:, 0.3 мМ дитиотриетол, 

3 мМ динатриевая соль ЭДТА, 0,1 мМ 

хлорид кальция, 0.05% Tween-80, 0.1 М 

Tris-HCl буфер (рН 9.0) [8]. Полученный 

гомогенат центрифугировали 3 мин. при 

5000 об/мин, после чего фракциониро-

вали с помощью NH4(SO4)2 в две стадии. 

В результате добавления NH4(SO4)2 от 0 

до 40% насыщения с последующим цен-

трифугированием в течении 30 минут при 

12000 об/мин, был получен надосадок, 

демонстрирующий ГБДГ-активность. В 

осадке активность исследуемой фермен-

той системы обнаружена не была. Добав-

ление сульфата аммония к ферментному 

препарату от 40 до 80% насыщения при-

водило к выпадению осадка, обладаю-

щего ГБДГ-активностью. В надосадоч-

ной жидкости не активности ГБДГ обна-

ружено не было. Полученный осадок ре-

суспендировали в 50 мМ Tрис–HCl бу-

фере (рН 9.0) объемом 2 мл. Удаление со-

лей аммония осуществляли путем гель-

фильтрации через сефадекс G-25 

(Pharmacia Uppsala, Швеция). Элюция 

белка осуществлялась с помощью 50 мМ 

Tрис-HCl буфера (рН 9.0). Полученный 

препарат подвергали ионообменной хро-

матографии на колонке, заполненной 

ДЭАЭ-Sephacel (Pharmacia Uppsala, Шве-

ция) [9]. Десорбцию ГБДГ производили 

путем проведения линейного градиента 

NaCl от 0.05 до 0.3 М. Регистрировали 

два пика активности ГБДГ. 

Для определения молекулярной массы 

нативной молекулы ГБДГ дополнительно 

вводили стадию гель-хроматографии че-

рез колонку (1.5х45 см), заполненную се-

фадексом G-200 (сверхтонкий, GE 

Healthcarе, Швеция).  

Молекулярную массу нативной моле-

кулы очищенной ГБДГ определяли путем 

 
Рис. 1. Структурные формулы γ-аминомаслянной кислоты, полуальдегида янтарной 

кислоты и γ-гидроксимасляной кислоты 

Fig. 1. Structural formulae of γ-aminobutyric acid, succinic acid semialdehyde, 

and γ-hydroxybutyric acid 
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регистрации объёма выхода (Vвых) фер-

мента при прохождении его через ко-

лонку, заполненную Sephadex G-200. Рас-

чёт молекулярной массы (Мr) γ-гидрок-

сибутиратдегидрогеназы осуществляли 

по формуле [10]:  

lgMr=6.698-0.987
𝑉𝑎

𝑉б
,  (1) 

где Vа – объем выхода фермента, см3; 

Vв – свободный объем колонки, см3, кото-

рый определяли с использованием голу-

бого декстрана. 

Чистоту полученных ферментных пре-

паратов ГБДГ определяли методом гель-

электрофореза в ПААГ по Дэвису при 2-

4ºС с последующим окрашиванием геля с 

помощью АgNO3 [9, 11-13].  

Проведение специфического окраши-

вания электрофореграмм тетразолиевым 

методом в присутствии в среде проявле-

ния натриевой соли γ-гидроксимасляной 

кислоты позволило подтвердить принад-

лежность полученных ферментных пре-

паратов к γ-гидроксибутиратдегидроге-

назам [14].  

Определение общего количества 

белка проводили по методу Лоури [15]. 

Опыты были проведены в трехкратной 
повторности, каждая проба была про-

анализирована трижды. Статистический 

анализ полученных данных проводился 
c использованием программы STATIS-

TICA 12.0. Представленные в работе раз-

личия статистически достоверны 

(p≤0.05) [16].  

Обсуждение результатов 

В рамках исследования была прове-

дена очистка фермента из 7-дневных зе-

леных листьев кукурузы и обнаружено 

две изоформы фермента (табл. 1). Прове-

дение экстракции ферментов с последую-

щей многоступенчатой очисткой позво-

лило получить гомогенные препараты 

изоформ γ-гидроксибутиратдегидроге-

назы из проростков Zea mays L. 

Гомогенный препарат, подверженный 

центрифугированию обладал ГБДГ-ак-

тивностью (величина общей активности 

составляла 74.9 Е). Удельная активность 

экстракта составляла 1.85 Е/мг белка. 

Фракционирование сульфатом аммония 

(до 80% насыщения) и гель-фильтрация 

на Sephadex G-25 позволили получить 

ферментную вытяжку с величиной общей 

активности 56.57 Е, при этом, значение 

удельной активности составляло 5.3 Е/мг 

белка. Проведение ионообменной хрома-

тографии с использованием ДЭАЭ-

Sephacel позволило обнаружить два пика 

активности ГБДГ, которые были десор-

бированы NaCl линейным градиентом в 

интервале от 100 до 300 мМ. По итогам 

этой стадии первая изоформа была очи-

щена до удельной активности 311.48 Е/мг 

белка, при этом степень очистки соста-

вила 168.37 раза, выход составлял 

11.22%. Вторая форма (ГБДГ2) получена 

с удельной активностью 326.84 Е/мг 

белка, степенью очистки 176.7 раза и вы-

ходом 7.74%.  

Для определения молекулярной массы 

нативных молекул полученных препара-

тов ГБДГ была проведена стадия гель-

хроматографии через Sephadex G–200. 

Очищенный препарат ГБДГ1 имеет моле-

кулярную массу около 60.3 кДа. Вторая 

изоформа γ-гидроксибутиратдегидроге-

назы характеризуется молекулярной мас-

сой порядка 286 кДа. 

Применение метода ПААГ-электрофо-

реза с проявлением электрофореграммы 

на белок АgNO3 позволило установить, 

что оба ферментных препарата были очи-

щены до гомогенного состояния, о чем 

свидетельствует наличие одной белковой 

полосы на электрофореграмме каждого 

ферментного препарата (рис. 2-3).  

При помощи тетразолиевого метода 

проявления была определена принадлеж-

ность полученных белковых препаратов 

к γ-гидроксибутиратдегидрогеназам (рис. 

2-3). Значения электрофоретической по-

движности для двух форм фермента со-

ставили следующие величины: для 

ГБДГ1 – 0.44 и ГБДГ2 – 0.13, соответ-

ственно. 
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Заключение 

Таким образом, в результате проведен-

ных исследований установлено, что гид-

роксибутиратдегидрогеназы в семиднев-

ных проростках кукурузы представлен-

ная двумя изоформами. Разработан метод 

очистки ГБДГ из листьев кукурузы, поз-

воляющий получить энзим в гомогенном 

состоянии без потери каталитической ак-

тивности. Удельная активность препара-

тов по итогам исследования составляла 

343.6 и 386.7 Е/мг белка, соответственно. 

При этом, степень очистки для ГБДГ1 со-

ставила 10.1%, для ГБДГ2 – 7.74%.  

Использование гель-хроматографии 

на Sephadex G-200 позволило определить 

молекулярную массу нативных молекул 

гидроксибутиратдегидрогеназы. Уста-

новлено, что в семидневных проростках 

кукурузы исследуемый фермент пред-

ставлен в низкомолекулярной и высоко-

молукулярной формах: для ГБДГ 1 значе-

ние Mr составляло ⁓60.3 кДа, в то время 

как для ГБДГ2 молекулярная масса эн-

зима равнялась 286 кДа. 

Таблица 1. Стадии очистки изоформ γ-гидроксибутиратдегидрогеназы из листьев кукурузы 

(n=3, p≤0.05) 

Table 1. Purification stages of γ-hydroxybutyrate dehydrogenase isoforms from maize leaves 

(n=3, p≤0.05) 

Стадия V, см3 

Количе-

ство 

белка 

Е 
Е/мг 

белка 

Выход, 

% 

Степень 

очистки 

Гомогенат 20 40.5 74.93 1.85 100 1 

Гель-хро-

матогра-

фия че-

рез сефа-

декс 

 G-200 

1 2 0.022 7.56 343.6 10.09 185.7 

2 2 0.015 5.8 386.7 7.74 209.01 

 

  
Рис. 2. Электрофореграмма очищен-

ного препарата ГБДГ1 из проростков ку-

курузы. А – окрашивание ГБДГ1 с исполь-

зованием AgNO3, Б – специфическое про-

явление ГБДГ1, P – белковая полоса, 

F – фронт красителя. 

Fig. 2. Electrophoregram of purified 

HBDH1 preparation from maize seedlings. A: 

staining of HBDH1 using AgNO3, B: specific 

manifestation of HBDH1, P: protein band, F: 

dye front. 

Рис. 3. Электрофореграмма очищен-

ного препарата ГБДГ2 из проростков ку-

курузы. А – окрашивание ГБДГ2 с исполь-

зованием AgNO3, Б – специфическое про-

явление ГБДГ2, P – белковая полоса, 

F – фронт красителя. 

Fig. 3. Electrophoregram of purified 

HBDH2 preparation from maize seedlings. A: 

staining of HBDH2 using AgNO3, B: specific 

manifestation of HBDH2, P: protein band, F: 

dye front. 
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Аннотация. Адсорбционная иммобилизация – распространенный подход для стабилизации каталити-

ческой активности ферментов, заключающийся в присоединении их макромолекул к поверхности ка-

кого-либо носителя за счет слабых физических взаимодействий и водородных связей. Согласно совре-

менным представлениям, этот процесс является наиболее «щадящей» техникой иммобилизации по от-

ношению к структуре глобулы фермента. Однако несмотря на этот факт, часто наблюдается снижение 

активности иммобилизованного препарата по сравнению с нативным ферментом. Для выяснения при-

чин этого процесса следует изучить особенности взаимодействия в системе фермент-носитель и вы-

явить типы взаимодействий, возникающие между ее компонентами. При исследовании структуры фер-

ментов критически важным становится установление природы и качественного состава аминокислот-

ных остатков на поверхности макромолекулы энзима, взаимодействующих с носителем, так как в слу-

чае, если каталитически значимые остатки вовлекаются в этот процесс, может наблюдаться значитель-

ное снижение активности фермента. В связи с этим целью настоящей работы является исследование 

особенностей взаимодействия цистеиновой протеазы бромелина с карбоксиметилцеллюлозой с помо-

щью десорбции фермента из образуемого комплекса в различных условиях (в присутствии сульфата 

аммония или поверхностно-активного вещества Тритон Х-100, в том числе при различных температу-

рах), а также методом гибкого молекулярного докинга. Выбранные объекты исследования – перспек-

тивные компоненты для получения биокатализаторов пищевого или биомедицинского назначения, по-

этому исследование особенностей их взаимодействия будет способствовать расширению сфер приме-

нения бромелина. В ходе исследования установлено, что инкубация иммобилизованного на карбокси-

метилцеллюлозе бромелина в растворах сульфата аммония с концентрацией 32 мМ или выше, а также 

Тритона Х-100 с концентрацией 100 мМ или выше приводит к разрушению комплекса и десорбции 

фермента. Этот факт подтверждает вклад нековалентных взаимодействий в образование иммобилизо-

ванного препарата. При повышении температуры инкубации комплекса выше 60 °C также наблюдалось 

высвобождение фермента из препарата, что указывает на образование водородных связей между фер-

ментом и носителем. In silico исследование подтвердило образование этих типов связей и взаимодей-

ствий, причем показано, что аминокислотные остатки, образующие активный центр бромелина, также 

связываются с носителем. 

Ключевые слова: бромелин, карбоксиметилцеллюлоза, адсорбционная иммобилизация, десорбция. 
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Abstract. Adsorption immobilisation is a common approach to stabilise the catalytic activity of enzymes. It 

involves the attachment of their macromolecules to the surface of a carrier due to weak physical interactions 

and hydrogen bonds. According to modern concepts, this process is the ‘gentlest’ immobilisation technique in 

terms of the structure of the enzyme globule. Despite this fact, the activity of the immobilised preparation is 

often lower compared to the native enzyme. To understand the reasons, it is necessary to study the specific 

features of interactions within the enzyme-carrier system and to identify the types of interactions occurring 

between its components. When studying the structure of enzymes, it is critical to determine the nature and 

qualitative composition of amino acid residues on the surface of the enzyme macromolecule that interact with 

the carrier. If catalytically important residues are involved in the process, there may be a significant decrease 

in the enzyme activity. In this regard, the aim of the work was to study the features of interaction between 

bromelain, which is a cysteine protease, and carboxymethyl cellulose by desorption of the enzyme from the 

formed complex under different conditions (in the presence of ammonium sulphate or surfactant Triton X-100, 

including at different temperatures), as well as by flexible molecular docking. The studied substances are prom-

ising components for the production of biocatalysts for food or biomedical applications, so the study of their 

interaction features will expand the applications of bromelain. We determined that incubation of bromelain 

immobilised on carboxymethyl cellulose in solutions of ammonium sulphate with a concentration of 32 mM 

or higher and Triton X-100 with a concentration of 100 mM or higher resulted in the destruction of the complex 

and the desorption of the enzyme. It confirms that non-covalent interactions contribute to the formation of 

immobilised preparation. When we increased the incubation temperature of the complex above 60 °C, we also 

observed the release of the enzyme from the preparation, indicating the formation of hydrogen bonds between 

the enzyme and the carrier. In silico study confirmed the formation of these types of bonds and interactions. It 

was determined that the amino acid residues forming the active site of bromelain also formed bonds with the 

carrier. 
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Введение 

Ферменты – природные катализаторы, 

на порядки превосходящие по эффектив-

ности существующие в настоящий мо-

мент химические аналоги. Благодаря 

своей низкой токсичности энзимы нахо-

дят различные сферы применения в био-

технологии, пищевой промышленности, 

фармации и биомедицине. Однако из-за 

особенностей строения биокатализаторы 

чувствительны к изменениям параметров 

окружающей среды, в первую очередь – 

температуры, рН и присутствию денату-

рирующих агентов: резкие изменения 

указанных факторов в микроокружении 

приводят к потере нативной структуры и 

каталитической активности фермента [1]. 

Кроме того, большая часть энзимов явля-

ется глобулярными водорастворимыми 
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белками [2], что делает невозможным 

многократное применение этих доста-

точно дорогостоящих компонентов и за-

трудняет их массовое внедрение в раз-

личные технологические процессы. 

Доступным и эффективным способом 

стабилизации структуры и каталитиче-

ской активности фермента является его 

иммобилизация – фиксация молекул эн-

зимов на каком-либо носителе. В резуль-

тате этого процесса становится возмож-

ным варьирование параметров непосред-

ственного микроокружения макромоле-

кулы биокатализатора и создание усло-

вий, в которых нативная структура гло-

булы будет минимально изменяется неза-

висимо от свойств макрофазы, в которой 

она находится [3-5]. Из всех известных к 

настоящему моменту техник иммобили-

зации наименее деструктивной по отно-

шению к глобулярной структуре фермен-

тов является адсорбционная, заключаю-

щаяся в сорбции энзима на поверхности 

носителя за счет образования водород-

ных связей и прочих нековалентных вза-

имодействий (ван-дер-ваальсовых, лон-

доновских, электростатических и др.) [6, 

7]. Отдельно стоит подчеркнуть, что ад-

сорбционная иммобилизация наиболее 

экономически выгодна при получении 

биокатализаторов для пищевых или био-

медицинских задач, так как не требует ис-

пользования токсичных активаторов и 

дополнительных затрат на стадиях их 

введения и очистки иммобилизованного 

препарата от непрореагировавшего ком-

понента.  

На типы образуемых связей и взаимо-

действий между белком и носителем вли-

яют свойства поверхности их молекул, в 

первую очередь – наличие функциональ-

ных групп, способных вступать в те или 

иные типы взаимодействий. Однако не-

смотря на достаточный накопленный 

массив знаний о принципах взаимодей-

ствия ферментов с различными носите-

лями, к настоящему времени не вырабо-

тан единый принцип, позволяющий вы-

брать идеальную подложку, не изменяю-

щую каталитически выгодную структуру 

глобулы и не затрудняющую массопере-

нос субстрата и продуктов к активному 

центру фермента или от него. В настоя-

щее время подбор оптимальной пары 

фермент-носитель осуществляется пре-

имущественно эмпирическим путем [8]. 

Анализ литературных данных показы-

вает, что в присутствии микроокружения, 

сформированного из полисахаридов, 

нарушения каталитически выгодной кон-

формации фермента практически не 

наблюдается [4, 5, 9]. Однако, подобные 

взаимодействия все равно могут приво-

дить к снижению активности фермента, и 

для выяснения причин этого процесса 

требуется изучение особенностей взаи-

модействия фермента и носителя, а также 

вклада различных сил в этот процесс [10]. 

В связи со сказанным выше, целью 

настоящей работы является исследование 

особенностей взаимодействия цистеино-

вой протеазы бромелина (КФ 3.4.22.32) с 

карбоксиметилцеллюлозой с помощью 

десорбции фермента из образуемого ком-

плекса в различных условиях, а также ме-

тодом гибкого молекулярного докинга. 

Бромелин – протеолитический фермент 

растительного происхождения, широко 

используемый в биомедицине для тера-

пии раневых повреждений, а также в пи-

щевой промышленности для повышения 

качества ряда продуктов питания, таких 

как хлебобулочные изделия, сыры и 

напитки [11-14]. Карбоксиметилцеллю-

лоза (схема 1) представляет собой до-

ступный нетоксичный и биоинертный по-

лимер, содержащий не- и ионогенные 

функциональные группы, что позволяет 

использовать ее в качестве компонента 

для получения катализаторов для пище-

вой промышленности или биомедицины 

[15-17]. 

Экспериментальная часть 

В качестве объекта исследования был 

выбран бромелин из стебля Ananas 
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comosus (каталожный номер B4882, 

Sigma, США), субстратом для гидролиза 

служил азоказеин (Sigma, США), в каче-

стве носителя для иммобилизации ис-

пользовали карбоксиметилцеллюлозу в 

H-форме с молекулярной массой 90 кДа и 

степенью замещения 0.7 (Реахим, Рос-

сия). В экспериментах по десорбции ис-

пользован сульфат аммония (ХЧ, Вектон, 

Россия) и Тритон Х-100 (>98%, Sigma, 

США) 

Иммобилизация бромелина на мат-

рице карбоксиметилцеллюлозы. К 1 г 

карбоксиметилцеллюлозы добавляли 

20 см3 раствора фермента (в концентра-

ции 1 мг/см3 в буфере c рН 8.6±0.01, по-

лучаемого смешением рассчитанных ко-

личеств 100 мМ раствора глицина и 100 

мМ раствора NaOH), инкубировали в те-

чение 2 часов. После окончания времени 

инкубации образовавшийся осадок про-

мывали с помощью диализа против 

50 мМ трис-HCl буфера (pH 7.5) через 

целлофановую мембрану с размером пор 

25 кДа до отсутствия в промывных водах 

белка (контроль осуществляли на спек-

трофотометре СФ-2000 при λ=280 нм). 

Содержание белка в иммобилизован-

ных препаратах бромелина определяли 

методом Лоури [18]. Для экспериментов 

по десорбции белка перед определением 

его содержания иммобилизованный пре-

парат выдерживали в растворе сульфата 

аммония (рН 4.9±0.02) или Тритона Х-

100 в концентрации 4-500 ммоль или при 

температурах в интервале 20-80°C в тече-

ние 1 часа, после чего образец центрифу-

гировали при 10 000 g и отдельно анали-

зировали осадок и супернатант. 

Методика определения протеолитиче-

ской активности бромелина. Измерение 

протеолитической активности бромелина 

проводили по отношению к субстрату 

азоказеину (Sigma, США), как описано в 

[19].  

Статистическую значимость различий 

величин контрольных и опытных показа-

телей определяли по t-критерию Стью-

дента (при p<0.05), поскольку все показа-

тели характеризовались нормальным рас-

пределением. 

Молекулярный докинг. Подготовку 

структуры бромелина [20] для докинга 

выполняли по стандартной для Autodock 

Vina схеме, описанной авторами пакета 

на сайте: из входного файла PDB были 

удалены координаты атомов (и сами 

атомы) молекул растворителя и иных со-

единений. Центр молекулы и параметры 

бокса («ячейки») мы задавали вручную, 

добиваясь того, чтобы молекула проте-

азы полностью была внутри расчетной 

области пространства.  

Модель структуры карбоксиметилцел-

люлозы была нарисована в молекулярном 

конструкторе HyperChem, последова-

тельно оптимизирована сначала в сило-

вом поле AMBER, а потом квантово-хи-

мически – в PM3. Лиганд в расчетах до 

кинга имел максимальную конформаци-

онную свободу: допускалось вращение 

функциональных групп вокруг всех оди-

нарных связей. Расстановка зарядов на 

 
Схема 1. Схематичное изображение фрагмента макромолекулы карбоксиметилцеллю-

лозы со степенью замещения 0.7 

Scheme 1. Schematic representation of a fragment of a carboxymethyl cellulose macromolecule 

with the degree of substitution of 0.7 
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молекуле полисахарида и ее протониро-

вание/депротонирование осуществля-

лись автоматически в пакете MGLTools 

1.5.6. 

Обсуждение результатов 

Для выявления типов возможных вза-

имодействий, в которые может вступать 

поверхность глобулы бромелина нами 

проведен анализ поверхности 3D-модели 

его макромолекулы и выявлены кластеры 

аминокислот с различными свойствами 

(рис. 1). Как видно из представленных 

данных, на поверхности глобулы белка 

присутствуют скопления как заряжен-

ных, так и гидрофобных аминокислотных 

остатков, что указывает на возможность 

образования водородных связей, электро-

статических взаимодействий и гидрофоб-

ных эффектов, обусловленных ван-дер-

ваальсовыми и лондоновскими взаимо-

действиями. 

Для исследования взаимодействий, 

принимающих участие в образовании 

комплекса бромелин-карбоксиметилцел-

люлоза, нами проведены эксперименты 

по десорбции фермента в различных 

условиях – в присутствии сульфата аммо-

ния, Тритона Х-100, а также при различ-

ных температурах. Сульфат аммония – 

легкорастворимая в воде соль, сильный 

электролит, изменение концентрации ко-

торого оказывает существенное влияние 

на ионную силу раствора. Таким образом, 

варьируя этот параметр, становится воз-

можным оценить вклад электростатиче-

ских взаимодействий в образование ассо-

циата фермент-носитель.  

Тритон Х-100 (схема 2) представляет 

собой поверхностно-активное вещество, 

сочетающее в себе гидрофильную цепь 

полиэтиленоксида и гидрофобный арома-

тический фрагмент. Благодаря своей не-

ионогенной природе этот детергент ока-

зывает влияние преимущественно на гид-

рофобные эффекты, возникающие в си-

стеме бромелин-карбоксиметилцеллюлоза.  

 
Рис. 1. Кластеры заряженных (А) и гидрофобных (Б) аминокислотных остатков на по-

верхности молекулы бромелина (1, 2, 3, 4 – номера кластеров; кругом обозначен активный 

центр фермента; каждое следующее изображение представляет собой молекулу, поверну-

тую на 90° относительно предыдущего изображения). Для рисунка 1А: серым цветом обо-

значены положительно заряженные скопления, черным цветом – отрицательно заряженные. 

Fig. 1. Clusters of charged (A) and hydrophobic (B) amino acid residues on the surface of a 

bromelain molecule (1, 2, 3, and 4 are the cluster numbers; the circle indicates active site of the 

enzyme; each subsequent image represents the molecule rotated by 90° relative to the previous 

image). In Figure 1A, grey indicates positively charged clusters and black indicates negatively 

charged clusters. 
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Температура также оказывает значи-

тельное влияние на процесс взаимодей-

ствия белка с элементами микроокруже-

ния. С повышением температуры повы-

шается сегментарная подвижность гло-

булы бромелина, в результате чего проис-

ходит перестроение внутри- и межмоле-

кулярных водородных связей, образую-

щих как элементы вторичной структуры 

фермента, так и связей с элементами мик-

роокружения белка, в том числе – с кар-

боксиметилцеллюлозой. На основании 

этого можно заключить, что с повыше-

нием температуры может наблюдаться 

частичное разрушение комплекса броме-

лин-карбоксиметилцеллюлоза за счет 

разрушения Н-связей, образованных 

между их макромолекулами. Таким обра-

зом, варьирование температуры и изме-

нение содержания белка в комплексе в 

этих условиях можно рассматривать как 

косвенное подтверждение вклада водо-

родных связей в образование комплекса.  

На рисунке 2 представлены зависимо-

сти содержания белка и его общей актив-

ности в комплексе и супернатанте в зави-

симости от указанных выше факторов. 

Зависимость интенсивности процессов 

десорбции бромелина была исследована 

в присутствии сульфата аммония и Три-

тона Х-100 в диапазоне концентраций 4-

500 мМ, а также при температурах в об-

ласти 25-80оС. Как видно из представлен-

ных данных, содержание белка в иммоби-

лизованном препарате практически неиз-

менно при концентрации сульфата аммо-

ния 32 мМ или ниже, при возрастании 

концентрации соли наблюдается сниже-

ние концентрации белка в препарате 

(осадке) и ее рост в супернатанте. Полу-

ченные данные по содержанию белка в 

комплексе коррелируют с результатами 

определения общей активности: при кон-

центрациях (NH4)2SO4 32 мМ и выше 

наблюдается снижение протеолитиче-

ской активности иммобилизованного 

препарата (осадка) и рост активности су-

пернатанта. Таким образом, при исполь-

зовании раствора сульфата аммония с 

концентрацией 32 мМ или выше происхо-

дит десорбция белка с поверхности кар-

боксиметилцеллюлозы, причем интен-

сивность процесса возрастает с ростом 

концентрации электролита. На основании 

этого можно заключить, что в образова-

нии комплекса бромелин-карбоксиме-

тилцеллюлоза принимают участие элек-

тростатические силы.  

При обработке комплекса бромелина 

Тритоном Х-100 наблюдается снижение 

количества фермента и его активности в 

иммобилизованном препарате и возрас-

тание значений этих параметров в супер-

натанте при достижении концентрации 

100 мМ детергента. Таким образом, 

можно сделать вывод о том, что гидро-

фобные эффекты также вносят вклад в 

процесс образования комплекса белок-

полисахарид, однако в меньшей степени 

по сравнению с электростатическими вза-

имодействиями. Стоит отметить, что ве-

личина общей активности препаратов в 

присутствии детергента значительно 

ниже, чем в присутствии сульфата аммо-

ния. По-видимому, это может быть свя-

зано с неспецифической адсорбцией 

белка на мицеллах ПАВ (критическая 

концентрация мицеллообразования Три-

 
Схема 2. Схематичное изображение молекулы Тритон Х-100 

Scheme 2. Schematic representation of the Triton X-100 molecule 
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тона Х-100 составляет 0.24 мМ [21]), в ре-

зультате чего может происходить измене-

ние конформации макромолекулы броме  

лина, связанное с переходом гидрофоб-

ных аминокислотных остатков из ядра 

глобулы к ее поверхности [22, 23]. 

Исследование зависимости содержа-

ния бромелина в комплексе с карбокси-

метилцеллюлозой от температуры пока-

зывает, что при достижении 60оС наблю-

дается снижение количества белка в им-

мобилизованном препарате и его рост в 

супернатанте. При 80оС, доля десорбиро-

ванного белка значительно превосходит 

это значение для иммобилизованного, 

что указывает на существенный вклад во-

дородных связей в образование ком-

плекса. Данные зависимости общей ак-

тивности комплекса и супернатанта кор-

релируют с содержанием белка и также 

свидетельствует о частичной десорбции 

бромелина при температурах выше 60оС.  

Для детализации особенностей взаи-

модействия бромелина и карбоксиметил-

целлюлозы было осуществлено in silico 

 

 

 
Рис. 2. Зависимость содержания белка и общей протеолитической активности броме-

лина в зависимости от: А, Б – присутствия сульфата аммония; В, Г – присутствия Тритона 

Х-100; Д, Е – температуры. 

Fig. 2. The dependency of bromelain’s content or proteolytic activity on: A, Б in the presence 

of ammonia sulfate; В, Г in the presence of Triton X-100; Д, Е at different temperatures. 
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исследование. Молекула бромелина 

представляет собой полипептидную 

цепь, свернутую в глобулу, в которой от-

четливо выделяются два домена: L-

домен, содержащий три α-спирали (αL1, 

αL2, αL3), и R-домен, образуемый одной 

α-спиралью и β-складчатостью (αR1 и 

βR). На их стыке образуется полость («ка-

талитический карман»), в которой распо-

ложен активный центр фермента, вклю-

чающий Сys26, входящий в состав αL1-

спирали, и His158, относящийся к βR-

складчатости.  

На рис. 3 представлена топология ком-

плекса бромелин-карбоксиметилцеллю-

лоза. Молекула полисахарида локализу-

ется в полости глобулы, что указывает на 

 
Рис. 3. Топология комплекса бромелина и карбоксиметилцеллюлозы (КМЦ). 

Fig. 3. Topology of the bromelain-carboxymethyl cellulose complex. 

 

Таблица. Аминокислотные остатки бромелина, которые образуют связи и взаимодействия 

с карбоксиметилцеллюлозой (в скобках указана принадлежность аминокислотного остатка 

к упорядоченным элементам вторичной структуры белка, если скобки отсутствуют, то ами-

нокислота входит в состав неупорядоченных участков молекулы белка) 

Table. Bromelain’s aminoacid residues interacting with carboxymethyl cellulose (the assignment 

of the aminoacid residues with the ordered elements of the secondary protein structure is indicated 

in brackets; if the brackets are absent, then the amino acid is part of the disordered regions of the 

protein) 

Аминокислотные остатки, участвующие в образовании 

водородных связей, 

длина, Å  

электростатических 

взаимодействий 

гидрофобных 

эффектов, обусловленных 

лондоновскими и ван-дер-

ваальсовыми 

взаимодействиями 

Thr15, 3.01, 3.07; 

Lys18, 3.67, 3.91; 

Asn19, 3.8, 3.35; 

Gln20, 3.89, 2.98; 

Asn21, 3.09; Cys23, 

3.31; Ser37 (αL1), 3.35; 

Glu51(αL2), 2.70; 

His158 (βR), 4.09; 

Lys179, 2.80; Trp180, 

3.14; Tyr185, 4.09 

Arg9, Lys18, Hys158 (βR), Arg187  Pro48 (αL1) 

Количество аминокислотных остатков, участвующих в образовании связей и взаимо-

действий 

12 (участвуют в обра-

зовании 16 H-связей) 
4 1 
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возможность взаимодействия полиглико-

зида как с каталитически значимыми 

аминокислотными остатками, так и с про-

чими поверхностными аминокислотами. 

Детализация взаимодействий по типам 

(таблица) показывает, что в образовании 

комплекса бромелин-карбоксиметилцел-

люлоза преобладает вклад водородных 

связей (16 шт.), формируемых, в том 

числе, и с участием His158 – аминокис-

лотного остатка, непосредственно входя-

щего в активный центр фермента. В элек-

тростатические взаимодействия, пред-

ставленные в виде так называемых «соле-

вых мостиков», вступают заряженные по-

верхностные аминокислотные остатки 

Arg9, Lys18, Hys158, Arg187 cо стороны 

фермента и карбоксильные группы кар-

боксиметилцеллюлозы. Гидрофобные 

эффекты представлены в минимальном 

количестве (только с участие Pro48), что, 

по-видимому, обусловлено высокой гид-

рофильностью карбоксиметилцеллю-

лозы. Отдельно стоит отметить, что ком-

плексообразование протекает, в основ-

ном, через взаимодействия с аминокис-

лотными остатками, относящимся к 

неупорядоченным областям глобулы 

бромелина, что обусловлено их стериче-

ской доступностью, а также с вовлече-

нием аминокислот αL1-спирали и βR-

складчатости, формирующих область 

«каталитического кармана» макромоле-

кулы. В целом, результаты молекуляр-

ного докинга и экспериментов по десорб-

ции фермента согласуются достаточно 

хорошо и указывают на наличие одних и 

тех же типов взаимодействия. 

Заключение 

Таким образом, исследованы особен-

ности взаимодействия бромелина с кар-

боксиметилцеллюлозой. Выявлено, что 

вклад в образование ассоциата между 

ними вносят водородные связи, электро-

статические взаимодействия и гидрофоб-

ные эффекты, обусловленные лондонов-

скими и ван-дер-ваальсовыми взаимодей-

ствиями. Методом молекулярного до-

кинга показано, что аминокислотные 

остатки, образующие активный центр 

фермента, вовлечены в образование ком-

плекса, разрушение которого происходит 

при концентрации сульфата аммония 

32 мМ и выше, для Тритона Х-100 – выше 

100 мМ или при температуре более 60оС. 

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. Болезнь Альцгеймера – это комплексное нейродегенеративное заболевание, в основе ко-

торого лежат различные процессы, связанные с накоплением и агрегацией дефектных белков. Среди 

них особое значение имеют амилоид-β, образующийся при расщеплении белка-предшественника ами-

лоида, скопление внутри нейронов гиперфосфорилированных белков tau, образующих нейрофибрил-

лярные клубки, а также аберрантная агрегация и образование включений связанного с микротрубоч-

ками белка tau (MAPT). Трансгенные мыши линии APP/PS1 являются моделью болезни Альцгеймера 

и экспрессируют мутантные человеческие гены, способствующие накоплению пептидов амилоида-β в 

мозге. Целью данной работы являлась количественная оценка уровня p-tau231 с использованием сорб-

ционного метода в мозге трансгенных мышей с моделью БА. Также к задачам исследования относилась 

проверка способности природного полифенола ресвератрола снижать концентрацию p-tau231 в мозге 

трансгенных мышей и улучшить когнитивные функции. Широко распространенным методом иммун-

ного обнаружения и количественного определения белков in vitro является вестерн-блоттинг. Вестерн-

блоттинг позволяет разделить белки в зависимости от их молекулярной массы с последующим перено-

сом на адсорбционную мембрану. При этом перенос белков из геля на мембрану PVDF осуществляется 

с помощью электрофоретической элюции. Этот метод включает помещение белоксодержащего по-

лиакриламидного геля в непосредственный контакт с мембраной PVDF, которая представляет собой 

линейный полимер с повторяющимися звеньями -(CF2-CH2)-. Белки, перенесенные на мембрану, хо-

рошо удерживаются на ее поверхности на протяжении всего процесса иммунодетекции за счет сочета-

ния дипольных и гидрофобных взаимодействий. Вестерн-блоттинг показывает, что в мозге у мышей с 

нарушенной агрегацией белков накапливается значительно больше MAPT и фосфорилированного tau-

белка, чем у мышей дикого типа. К тому же, в тесте водного лабиринта Морриса у данных мышей 

наблюдались когнитивные дефициты, которые проявлялись как в затруднении поиска платформы, так 

и в более тревожном поведении, что подчеркивает ярко выраженный тигмотаксис. Природный поли-

фенол ресвератрол частично нивелировал когнитивные дефициты, хотя данный эффект не был связан 

со снижением уровня фосфорилированного tau и MAPT. 

Ключевые слова: вестерн-блоттинг, сорбционная мембрана, tau-белок, болезнь Альцгеймера, ресвератрол. 
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Abstract. Alzheimer’s disease is a complex neurodegenerative disease based on various processes associated 

with the accumulation and aggregation of defective proteins. Among them, the particularly important ones are 

the following: amyloid-β, which is formed by the breakdown of amyloid precursor protein, the accumulation 

of hyperphosphorylated tau proteins inside neurons that form neurofibrillary tangles, and aberrant aggregation 

and inclusion formation of microtubule-associated protein tau (MAPT). APP/PS1 transgenic mice act as a 

model of Alzheimer’s disease and express mutant human genes that cause the accumulation of amyloid-β pep-

tides in the brain. The goal of this work was a quantitative assessment of the level of p-tau231 in the brain of 

transgenic mice with a model of AD using the sorption method. The objectives of the study also included 

testing the ability of the natural polyphenol resveratrol to reduce the concentration of p-tau231 in the brain of 

transgenic mice and improve their cognitive functions. Western blot is a widely used method for the immuno-

detection and in vitro quantitative determination of proteins. 

Western blot allows separating proteins based on their molecular weight with the further transfer to an adsorp-

tion membrane. In this case, the proteins are transferred from the gel to the PVDF membrane using electropho-

retic elution. This method involves placing a protein-containing polyacrylamide gel in direct contact with a 

PVDF membrane represented by a linear polymer with repetitive links -(CF2-CH2)-. Proteins transferred to the 

membrane are well-retained on its surface during the whole immunodetection process due to a combination of 

dipole and hydrophobic interactions. Western blot showed that mice with impaired protein aggregation accu-

mulated significantly more MAPT and phosphorylated tau protein in the brain as compared to wild mice. In 

addition, in the course of the Morris water maze test, these mice showed cognitive deficits, which manifested 

both in the difficulty of finding the platform and more anxious behaviour, which confirmed pronounced thig-

motaxis. The natural polyphenol resveratrol partially reversed cognitive deficits, although this effect was not 

associated with decreased levels of phosphorylated tau and MAPT. 

Keywords: Western blot, adsorption membrane, Tau protein, Alzheimer's disease, resveratrol. 
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Введение 

Болезнь Альцгеймера (БА) представ-

ляет собой нейродегенеративное заболе-

вание головного мозга, при котором про-

исходит прогрессирующее разрушение 

нейронов и нарушение когнитивных 

функций, таких как память, речь и мыш-

ление. Прогрессирование этих пораже-

ний головного мозга медленно, но необ-

ратимо снижает автономию человека [1]. 

Агрегация белков является общей чертой 

многих нейродегенеративных заболева-

ний, и предполагается, что процесс агре-

гации играет центральную роль в патоге-

незе [2]. В этом процессе мономер рас-

творимого белка взаимодействует с дру-

гими мономерами того же белка, образуя 

димеры, олигомеры и полимеры. Агрега-

ция часто сопровождается конформаци-

онными изменениями трехмерной струк-

туры белка. БА патологически определя-

ется внеклеточным накоплением пепти-

дов амилоида-β (Aβ), образующихся при 

расщеплении белка-предшественника 

амилоида (APP) а также скоплением 
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внутри нейронов гиперфосфорилирован-

ных белков tau (p-tau), образующих 

нейрофибриллярные клубки (NFTs) [3]. 

Поэтому для определения патологии БА 

важно определить количество фосфори-

лированного белка. Для этого исполь-

зуют различные методы, среди них, 

например, масс-спектрометрия, иммуно-

ферментные анализы, а также вестерн-

блоттинг [4-6]. Вестерн-блоттинг при 

этом считается золотым стандартом для 

количественного определения фосфори-

лированных белков, в основе которого 

лежит анализ количества белка, сорбиро-

ванного на PVDF мембрану с использова-

нием специфических антител [7].  

Из всех различных посттрансляцион-

ных модификаций, которым может под-

вергаться белок tau, фосфорилирование 

представляет особый интерес из-за его 

участия в группе нейродегенеративных 

расстройств, известных как тауопатии [8, 

9]. Фосфорилированный tau по треонину 

231 (p-tau231) является одним из биомар-

керов БА в спинномозговой жидкости и 

имеет высокую диагностическую точ-

ность. Рядом исследований установлено, 

что p-tau спинномозговой жидкости кор-

релирует с когнитивными нарушениями 

даже в большей степени, чем биомар-

керы, связанные с Aβ [10-12]. Недавние 

клинические испытания потенциальных 

препаратов для лечения БА, направлен-

ных на снижение уровня Aβ, не привели 

к замедлению прогрессирования заболе-

вания у пациентов с БА [13]; это дает ос-

нования полагать, что необходимо разра-

ботать альтернативную стратегию воз-

действия, которая может быть направ-

лена на препятствие агрегации p-tau. В 

настоящее время ведется активная разра-

ботка препаратов, направленных на деаг-

регацию белков при БА [14]. Полифе-

нольные растительные соединения рас-

сматриваются как перспективные препа-

раты для лечения БА, среди которых осо-

бый интерес вызывает ресвератрол [15]. 

Целью данной работы являлась коли-

чественная оценка уровня p-tau231 с ис-

пользованием сорбционного метода в 

мозге трансгенных мышей с моделью БА. 

Также к задачам исследования относи-

лась проверка способности природного 

полифенола ресвератрола снижать кон-

центрацию p-tau231 в мозге трансгенных 

мышей и улучшить когнитивные функ-

ции. 

Экспериментальная часть 

Животные. Трансгенные мыши 

APP/PS1 (генотип B6C3-

Tg(APP695)85Dbo Tg(PSENI)85Dbo) 

были получены из Пущинского питом-

ника лабораторных животных (Пущино, 

Россия). Животные содержались в кон-

тролируемых условиях: цикл 12 часов 

свет и 12 часов темноты, температура 25 

°C, неограниченный доступ к воде и стан-

дартная лабораторная диета (Ssniff-

Spezialdiäten GmbH, Германия). Мыши 

APP/PS1, в возрасте 6 месяцев, были раз-

делены на две группы. Первая группа 

(n=6) получала только воду, а вторая 

группа (n=7) мышей с питьевой водой по-

лучала ресвератрол (Sigma-Aldtich, 

США) в концентрации 20 мг/кг/день. 

Предварительно нами было установлено, 

что в день каждая мышь весом примерно 

20 г выпивает 4 см3 воды; для каждой 

мыши прием ресвератрола в дозе 20 

мг/кг/день достигался разведением 100 

мг ресвератрола в 1 дм3 воды, при кото-

ром одна мышь ежедневно в среднем по-

лучала 0.4 мг ресвератрола. Вода и корм 

были доступны ad libitum. Количество 

потребляемой воды и корма контролиро-

вали ежедневно в течение всего срока 

эксперимента. Концентрация 20 

мг/кг/день была подобрана ранее и уже 

использовалась нами в предыдущих ис-

следованиях на не трансгенных мышах 

[16]. Доказано, что данная концентрация 

ресвератрола не вызывает побочных эф-

фектов, хорошо переносится и фармако-

логически безопасна в дозах до 5 г/день 



 

Сорбционные и хроматографические процессы. 2024. Т. 24, № 3. С. 415-425. 

Sorbtsionnye i khromatograficheskie protsessy. 2024. Vol. 24, No 3. pp. 415-425. 
 

ISSN 1680-0613_____________________________________________________________ 
 

 

 
 

418 

[17]. В качестве контроля были задей-

ствованы мыши линии C57BL/6 (n=7), ко-

торые не получали никаких добавок. 

Прием препарата продолжался в течение 

4 месяцев. По окончании этого периода 

был проведен тест водного лабиринта 

Морриса для оценки пространственной 

долговременной памяти, в котором 

участвовали все экспериментальные 

мыши. Далее мыши были умерщвлены 

согласно правилам этической комиссии 

Воронежского государственного универ-

ситета. Головной мозг мышей извлекали 

и немедленно замораживали при темпе-

ратуре – 80°C в низкотемпературном вер-

тикальном морозильнике MDF-U3386S 

(SANYO, Япония) для последующих ис-

следований белков. Для анализа исполь-

зовались по 4 образца мозга с каждой экс-

периментальной группы. 

Вестерн-блоттинг. Вестерн-блоттинг 

осуществлялся в нескольких этапов: про-

боподготовка, электрофорез в полиакри-

ламидном геле, перенос белков на сорб-

ционную PVDF мембрану, нанесение 

первичных антител на сорбционную мем-

брану, нанесение вторичных антител, ви-

зуализация результатов. Использовали 

целое полушарие мозга мыши и гомоге-

низировали в фосфатном буфере в соот-

ношении 1:100. Затем гомогенат центри-

фугировали 3 мин при 1000 g. После от-

бирали супернатант (65 мкл) и добавляли 

загрузочный буфер (0.756 г Трис, 1г SDS, 

10 см3 глицина, 5 см3 меркаптоэтанола, 1 

мг бромфенолового синего, pH 6.8 с HCl 

в 100 см3 раствора), таким образом, 

чтобы концентрация белка во всех пробах 

была одинаковой. Концентрацию белка в 

супернатанте определяли с помощью 

набора Thermo Scientific™ Pierce™ BCA 

Protein Assay Kits. Пробу смешивали с бу-

фером в соотношении примерно 3:1 и ки-

пятили в термостате 5 мин при 100°C, за-

тем давали образцам остыть.  

Разделение белков проводили с помо-

щью вертикального электрофореза в по-

лиакриламидном геле. Для этого приго-

товили концентрирующий гель (1 см3 

раствора акриламида-бисакриламида, 1 

см3 буфера для концентрирующего геля 

(Трис-HCl, рН 6.8), 3 см3 воды, 24 мкл 

ТЕМЕД, 160 мкл персульфат аммония 

(ПСА)) и разделяющий гель (12.5%) (8.3 

см3 раствора акриламида-бисакриламида, 

5 см3 буфера для разделяющего геля 

(Трис-HCl, рН 8.8), 6.6 см3 воды, 24 мкл 

ТЕМЕД, 160 мкл ПСА). Для проведения 

электрофореза на прибор подавали элек-

трический ток с напряжением 200 мВ, си-

лой тока 12 мА. 

Перенос образцов осуществляли на 

сорбционную мембрану PVDF 

(Immobilon®-P PVDF Membrane), кото-

рая представляет собой линейный поли-

мер с повторяющимися звеньями –(CF2-

CH2)- [18]. Перед началом полусухого пе-

реноса мембрану активировали в мета-

ноле в течение 1 мин, затем метанол сли-

вали и заливали мембрану буфером для 

переноса (25 мМ TRIS, 190 мМ глицина, 

10% метанола) на 15 мин. Собирали си-

стему «сэндвич» и проводили перенос 

при напряжении 25 В и силе тока 0.5 А в 

течение 30 мин. После переноса сорбци-

онную мембрану PVDF блокировали в 

5% обезжиренном сухом молоке и 30 см3 

буфера TBS с Tween в течение 30 мин. 

После переноса мембрану отмывали и за-

ливали антителами разбавленными 1% 

BSA в 1X TBS с Tween. Использовались 

следующие антитела: mouse monoclonal 

anti-b-actin 1:2000 (#A2228, Sigma, 

США), MAP tau total Rb 1:1000 (#PA1-

18272, Thremo, США), Tau [p205] Rb 

1:1000 (#44738G, Invitrogen, США). 

PVDF мембрану с первичными антите-

лами инкубировали в течение ночи при 

4оC. В течение этого процесса антитела 

связывались с таргетными белками, пере-

несенными на мембрану. После инкуба-

ции мембрану отмывали 3 раза в течение 

5 мин при 70 rpm. Затем инкубировали 

мембрану со вторичными антителами, 

которые были конъюгированы c перокси-

дазой хрена, в соотношении 1:5000 при 
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36-37оC в течение 60 мин. После инкуба-

ции мембрану отмывали 3 раза. Для про-

явления добавляли субстрат Clarity™ 

Western ECL для хемилюминесцентной 

детекции конъюгатов с пероксидазой 

хрена (HPR) согласно рекомендациям 

производителя и инкубировали в течение 

5 мин. Регистрацию блотов проводили на 

приборе Molecular Imager® ChemiDoc™ 

XRS System (Bio-Rad, USA). 

Тест водного лабиринта Морриса. Для 

оценки когнитивных способностей мы-

шей был использован тест водного лаби-

ринта Морриса, основанный на прото-

коле, разработанном Vorhees и Williams 

(2006) [19]. Лабиринт представлял собой 

бассейн, заполненный водой, который 

был разделен на четыре квадранта: север-

ный (N), южный (S), восточный (E) и за-

падный (W). Оценка пространственной 

долговременной памяти проводилась на 

6-й день эксперимента после 5 дней обу-

чения. Оценивалось, какое количество 

мышей добирались до платформы, и ка-

кой при этом был характер поиска плат-

формы.  

Статистическая обработка. Данные 

представлены в виде медианных значе-

ний (Q1; Q3). Статистическая обработка 

проводилась с помощью пакета программ 

STATISTICA12. Сравнение между экспе-

риментальными группами проводилось 

при помощи непараметрического крите-

рия Крускала-Уоллиса, так как распреде-

ление данных отличалось от нормаль-

ного. 

Обсуждение результатов 

Связь между накоплением Aβ и разви-

тием БА может объясняться ускоренной 

сборкой агрегатов, что, в свою очередь, 

повреждает холинергические нейроны, 

приводит к чрезмерному накоплению и 

активации микроглии, вызывающей ней-

ровоспаление. Это, в свою очередь, вли-

яет на энергетический метаболизм, в ко-

тором ведущую роль играют митохон-

дрии, что приводит к окислительному 

стрессу и аномальному фосфорилирова-

нию белка tau [20]. Ранее было показано, 

что p-tau231 накапливается на ранних 

стадиях развития патологии БА и явля-

ется основным кандидатом для обнару-

жения начинающейся патологии Aβ [21]. 

По результатам вестерн-блоттинга было 

продемонстрировано, что первичные ан-

титела специфичные к p-tau231 в боль-

шей степени сорбировались на PVDF 

мембране, на которую были перенесены 

разделенные с помощью электрофореза 

белки из гомогената мозга трансгенных 

мышей с БА (рис. 1-2). Анализ толщины 

бэндов с помощью ПО ImageJ показал, 

что уровень p-tau231 у трансгенных мы-

шей в 3.4 раза выше, чем у мышей дикого 

типа (p<0.05) (рис. 2А).  

Ранее аналогичные результаты были 

получены также в гиппокампе мышей ли-

нии APP/PS1 [22]. Таким образом, можно 

сделать вывод о том, что накопление p-

tau231 в головном мозге может служить 

 
Рис. 1. Различия в концентрации сорбированных на мембране p-tau и MAPT у транс-

генных мышей (APP/PS1) без лечения и при приеме ресвератрола в сравнении с мышами 

дикого типа (линия C67BL/6) 

Fig. 1. Differences in the concentrations of p-tau and MAPT sorbed on the membrane in 

transgenic mice (APP/PS1) without treatment and with resveratrol treatment as compared to 

wild mice (line C67BL/6) 
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достаточно точным предиктором когни-

тивных нарушений уже на ранних ста-

диях БА.  

Водный лабиринт Морриса показал, 

что 100% контрольных мышей дикого 

типа находили платформу в течение 60 

секунд тестовой попытки, при этом прак-

тически все мыши целенаправленно дви-

гались к платформе (рис. 3-4). Медианная 

дистанция, которую преодолевали кон-

трольные мыши дикого типа, составляла 

733 мм (444; 1194), контрольные мыши 

линии APP/PS1 проплывали дистанцию 

5974 мм (4731; 8109), трансгенные мыши, 

получавшие ресвератрол, проплывали в 

поисках платформы 4755 мм (2716; 5402). 

Это может свидетельствовать о том, что у 

трансгенных мышей нарушены когни-

тивные способности, в частности, про-

цесс запоминания места расположения 

платформы, что выражается в статисти-

чески достоверном увеличении проплы-

ваемой дистанции (p<0.001). При этом у 

 
Рис. 2. Уровень белка p-tau (А) и MAPT (Б) в гомогенате мозга мышей эксперимен-

тальных групп 

Fig. 2. Protein levels of p-tau (A) and MAPT (B) in the brain homogenate of mice from ex-

perimental groups 

 

Рис. 3. Репрезентативные примеры траекторий движения в водном лабиринте Мор-

риса мышей дикого типа (первый столбец), трансгенных мышей не получавших добавки 

(второй столбец) и трансгенных мышей, получавших предварительно ресвератрол. 

Fig. 3. Representative examples of movement trajectories in the Morris water maze of wild 

mice (first column), transgenic mice without treatment (second column), and transgenic mice 

with preliminary resveratrol treatment 
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трансгенных мышей, получавших ре-

свератрол, когнитивные дефициты менее 

ярко выражены, и статистически значи-

мых различий с мышами дикого типа об-

наружено не было. Трансгенные мыши, 

не получавшие ресвератрол, находили 

платформу менее чем в 20% случаев, при 

этом траектория поиска платформы сви-

детельствует о том, что у этих мышей 

был ярко выражен тигмотаксис. Тигмо-

таксис – это особенность поведения жи-

вотного при различных неврологических 

патологиях, в том числе и при БА, связан-

ная со склонностью перемещаться по 

краю окружающей среды [23]. Такое по-

ведение используется в качестве маркера 

стресса и когнитивных нарушений у гры-

зунов в тесте водного лабиринта Морриса 

[24;25]. Таким образом, результаты теста 

подтверждают корреляцию тигмотакти-

ческого поведения с увеличением коли-

чества p-tau у трансгенных мышей.  

При этом было показано, что природ-

ный полифенол ресвератрол не способ-

ствовал снижению уровня p-tau231, о чем 

свидетельствует толщина бэндов, кото-

рые были получены при проявлении ан-

тител, связанных с белками p-tau231, сор-

бированных на PVDF мембрану. Ранее 

Miyasaka et al. показали, что лечение дру-

гим растительным полифенолом курку-

мином трансгенных Caenorhabditis 

elegans с tau-индуцированной дисфунк-

цией нейронов также существенно не 

влияло на агрегацию p-tau, но улучшало 

функции нейронов и стабилизировало 

микротрубочки [26]. В двух других ис-

следованиях изучалось влияние ресвера-

трола на белок tau у мышей, при этом 

Porquet et al. обнаружили снижение соот-

ношения p-tau и tau, в то время как в ис-

следованиях Varamini et al. подобных раз-

личий не было продемонстрировано 

[27;28]. Одно из возможных объяснений 

полученных результатов заключается в 

том, что это соединение может блокиро-

вать или обращать вспять поздние стадии 

агрегации гиперфосфорилированного 

tau, тем самым уменьшая количество 

клубков, но приводя к накоплению (непо-

средственно перед точкой блокировки) 

относительно более растворимых форм 

гиперфосфорилированного tau. Другими 

словами, гиперфосфорилированный tau 

может связывать ресвератрол и стабили-

зироваться в относительно растворимой 

форме, предотвращая агрегацию tau в 

клубочки. Это также приведет к увеличе-

нию количества экстрагируемого гипер-

фосфорилированного tau. И наоборот, от-

сутствие ресвератрола может позволить 

гиперфосфорилированному tau агрегиро-

вать в нерастворимые клубки, тем самым 

увеличивая количество клубков, види-

мых в срезах мозга, и уменьшая количе-

ство растворимого гиперфосфорилиро-

ванного tau [29]. В целом, tau по-разному 

 
Рис. 4. Дистанция, которую мыши проплывали мыши до нахождения платформы 

в тесте водного лабиринта Морриса 

Fig. 4. The swimming distance that mice covered to find the platform in the Morris water 

maze test 
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фосфорилируется в более чем 30 участ-

ках мозга при БА по сравнению с нормой. 

Хотя за фосфорилирование ответственны 

несколько киназ, включая CDK5 и 

GSK3β, протеинфосфатаза 2А (PP2A) яв-

ляется основной фосфатазой p-tau в мозге 

[30]. Каталитическая субъединица PP2A 

(PP2Ac) и ее регуляторная субъединица 

α4 взаимодействуют с ассоциированной с 

микротрубочками убиквитинлигазой 

MID1. После образования комплекса 

MID1 опосредует убиквитин-специфич-

ную модификацию PP2Ac и его деграда-

цию с помощью протеасомы, тем самым 

обеспечивая высокоспецифичный режим 

регуляции, центрированный в микротру-

бочках, для PP2A [31]. Ресвератрол, по-

видимому, мешает этому взаимодей-

ствию и выступает в роли посредника в 

повышении активности PP2A, специфич-

ной для микротрубочек. Лечение ре-

свератролом напрямую влияет на ком-

плекс деградации MID1-α4-PP2A, снижая 

экспрессию белка MID1 in vitro и in vivo. 

Это приводит к увеличению активности 

PP2A, связанной с микротрубочками, и 

зависимому от времени и дозы дефосфо-

рилированию p-tau [32]. 

При множественных нейродегенера-

тивных заболеваниях, включая БА, ха-

рактерной патологической особенностью 

является аберрантная агрегация и образо-

вание включений связанного с микротру-

бочками белка tau (MAPT) [33;34]. MAPT 

представляет собой внутренне неупоря-

доченный белок, экспрессирующийся на 

в нейронах центральной нервной си-

стемы [35]. Мутации гена MAPT могут 

оказывать несколько различных эффек-

тов на функции и свойства tau. Эти эф-

фекты могут перекрываться или полно-

стью различаться в зависимости от мута-

ции, но все они приводят к образованию 

агрегированных tau-включений с гибе-

лью и атрофией нейронов [34]. Аналогич-

ным образом, у трансгенных мышей уро-

вень белка MAPT был увеличен в 3,4 раза 

по сравнению с контрольными мышами 

(p<0.05), тогда как ресвератрол не оказы-

вал значительного эффекта на количество 

данного белка. Уровень MAPT в группе 

трансгенных мышей, получавших ре-

свератрол был в 3.9 раз выше, чем в кон-

трольной группе (p<0.05) (рис. 1,2Б). Ра-

нее было показано, что экспрессия MAPT 

в мозге увеличивается при тауопатиях, в 

том числе при БА [36]. 

Заключение 

С помощью сорбционных методов 

нами было показано, что в мозге у транс-

генных мышей линии APP/PS1 увеличи-

вается уровень p-tau и белка MAPT, что 

также наблюдается и в мозге пациентов с 

БА. Наши исследования продемонстри-

ровали, что природный полифенол ре-

свератрол частично нивелирует когни-

тивные дефициты, вызванные накопле-

нием неправильно свернутых и гипер-

фосфорилированных белков, но при 

этом, не оказывает влияния на их содер-

жание в мозге. Таким образом, ресвера-

трол может рассматриваться как препа-

рат для улучшения памяти при данной 

форме деменции, но при этом он не мо-

жет влиять на одну из первопричин раз-

вития БА. 
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Применение ионообменной хроматографии 

для очистки глиоксилатредуктазы из листьев кукурузы 

и исследование ее характеристик 
 

Марина Олеговна Гатауллина, Александр Трофимович Епринцев✉ 

Воронежский государственный университет, Воронеж, Россия, bc366@bio.vsu.ru✉ 

 
Аннотация. Глиоксилатредуктаза (ГР, КФ 1.1.1.79) катализирует восстановление глиоксилата до гли-

колата с использованием никотинамидадениннуклеотидфосфата или никотинамидадениннуклеотида в 

качестве кофермента. Целью данного исследования было получение очищенного препарата исследуе-

мого фермента из листьев кукурузы и изучение его характеристик. 

В данной работе кинетические и регуляторные параметры глиоксилатредуктазы рассчитывались для 

листьев 14-дневных проростков кукурузы (Zea mays), выращенных гидропонным способом при 25°C. 

В процессе исследования были применены следующие методы: гомогенизация образцов, четырехэтап-

ная очистка, включающая использование сульфата аммония для высаливания, гель-фильтрацию на ко-

лонках G-25 и ионообменную хроматографию с применением DEAE-SEPHACEL, а также электрофо-

рез на полиакриламидных гелях и количественное определение белка. Для изучения свойств фермента 

использовали электрофоретически гомогенные препараты. Влияние рН, концентрации субстрата и ко-

фактора на скорость ферментативной реакции определяли серией измерений при различных значениях 

скорости ферментативной реакции. 

В результате четырёхстадийной очистки был получен гомогенный препарат с удельной активностью 

167 E/мг белка. Важную роль в очистке играла ионообменная хроматография, был получен 1 пик фер-

ментной активности при десорбции в 104 мМ хлорида натрия. Исследование свойств глиоксилатредук-

тазы показало значительную зависимость активности от величины pH. Значение оптимального pH со-

ставило 6.5 единиц. Было показано, что значения Kм были определены методом Лайнуивера-Берка как 

5.3 мМ для гликолата натрия, 0.15 мМ для НАД+ и 0.07 мМ для НАДФ+. 

Исследования глиоксилатредуктазы, выделенной из листьев кукурузы, открывают хорошие перспек-

тивы для изучения роли этого энзима в адаптации метаболизма клетки к стрессовым условиям.  

Ключевые слова: глиоксилатредуктаза, гликолат, НАД+, НАДФ+ Zea mays, ионообменная хроматография. 

Для цитирования: Гатауллина М.О., Епринцев А.Т. Применение ионообменной хроматографии для 

очистки глиоксилатредуктазы из листьев кукурузы и исследование ее характеристик // Сорбционные и 

хроматографические процессы. 2024. Т. 24, № 3. С. 426-431. https://doi.org/10.17308/sorp-

chrom.2024.24/12244 
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Using ion exchange chromatography for the purification 

of glyoxylate reductase from corn leaves and studying its characteristics 
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Abstract. The purpose of this study was to obtain a purified preparation of the studied enzyme from corn 

leaves and to study its characteristics. In this work, kinetic and regulatory parameters of glyoxylate reductase 

were calculated for leaves of 14-day-old corn (Zea mays) seedlings grown hydroponically at 25°C. The fol-

lowing methods were used during the study: sample homogenisation, four-step purification including ammo-

nium sulphate for desalting, gel filtration on G-25 columns, and ion exchange chromatography using DEAE-
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sephacel, as well as electrophoresis on polyacrylamide gels and quantitative analysis of protein. To study the 

properties of the enzyme, we used electrophoretically homogenous preparations. The influence of pH, substrate 

concentration, and cofactor on the rate of the enzymatic reaction was determined by a series of measurements 

with different values of the enzymatic reaction rate. 

As a result of four-stage purification, we obtained a homogeneous preparation with a specific activity of 

167 E/mg of protein. Ion exchange chromatography was important for purification; we obtained 1 peak of 

enzyme activity upon desorption in 104 mM sodium chloride. Studying the properties of glyoxylate reductase 

showed a significant dependence of activity on pH. The optimal pH value was 6.5 units.  

It was shown that Km values were determined by the Lineweaver–Burk method as 5.3 mM for sodium glyco-

late, 0.15 mM for NAD+, and 0.07 mM for NADP+. Studies of glyoxylate reductase isolated from corn leaves 

are promising for studying the role of this enzyme in the adaptation of cell metabolism to stressful conditions.  

Key words: glyoxylate reductase, glycolate, NAD+, NADP+ Zea mays, ion exchange chromatography. 

For citation: Gataullina M.O., Eprintsev A.T. Using ion exchange chromatogphy for the purification of gly-

oxylate reductase from corn leaves and studying its characteristics. Sorbtsionnye i khromatograficheskie 
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Введение 

Одним из ферментов, отвечающих за 

формирование адаптаций растительной 

клетки к стрессовым условиям, является 

глиоксилатредуктаза. Глиоксилатредук-

таза (ГР, КФ 1.1.1.79) – фермент класса 

оксидоредуктаз, который катализирует 

восстановление глиоксилата до глико-

лата. Коферментом ГР является никоти-

намидадениннуклеотидфосфат (НАДН) 

или никотинамидадениннуклеотид 

(НАДФН).  Таким образом, исследуемый 

фермент ускоряет перенос гидрида от 

НАД(Ф)Н к глиоксилату. В ходе данных 

процессов происходит регенерация суб-

страта в гликолат и окисление кофактора 

до НАД(Ф)+ [1]. Глиоксилатредуктаза вы-

сококонсервативна и присутствует прак-

тически во всех организмах. Множество 

исследуемых глиоксилатредуктаз также 

катализируют превращение гидроксипи-

рувата в D-глицерат [2].  

Субстрат ГР, глиоксилат, является ме-

таболитом при фотодыхании растений и 

синтезируется в пероксисомах [3], что 

обуславливает функции фермента. Гли-

оксилатредуктаза является челноком гли-

оксилата-гликолата, что помогает осво-

бождаться от избыточных восстанови-

тельных эквивалентов в результате фото-

синтеза [4]. С другой стороны, накопле-

ние высоких концентраций гликолата мо-

жет приводить к неблагоприятным по-

следствиям для растений, таким как тор-

можение метаболических процессов и 

ухудшение ассимиляции СО2 [5]. Кроме 

того, уровень активности глиоксилатре-

дуктазы может использоваться как мар-

кер стрессового воздействия для расте-

ний [6]. Целью данного исследования 

было получение очищенного препарата 

исследуемого фермента из листьев куку-

рузы и изучение его характеристик. 

Экспериментальная часть 

В работе использовали листья 14-днев-

ных проростков Zea mays L (сорт Воро-

нежская 76). Выращивание растений осу-

ществлялось гидропонным способом при 

10-ти часовом световом дне, температуре 

25оС и интенсивности света 100 Ватт/м2. 

Определение активности ГР производи-

лось спектрофотометрическим методом 

при длине волны 340 нм по изменению 

оптической плотности реакционного фо-

тометрического раствора. Реакционная 

смесь для определения скорости восста-

новления глиоксилата была приготовлена 

на основе 100 мМ Tris-HCl буфера с рН 

6.5. В качестве субстрата использовался 

20 мМ гликолат натрия, коферментом и 

кофактором выступали 0.6 мМ НАД(Ф)+ 

и 100 мМ хлорида калия соответственно. 

Единицей ферментативной активно-

сти глиоксилатредуктазы считали такое 

количество фермента, которое восстанав-

ливает 1 мкмоль НАД(Ф)+ за 1 мин при 

25°С [7]. 

Последовательность из 4 этапов была 

использована для проведения процедуры 
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очистки. На первом этапе растительный 

материал был подвергнут гомогенизации 

[8]. Белки осаждали добавлением суль-

фата аммония при насыщении раствора 

25-80%; для очистки фермента от связы-

вающих солей и низкомолекулярных 

примесей использовали колонку (1.5×35 

см), заполненую сефадексом G-25 

(«Pharmacia», Швеция). Получение фрак-

ции белка с глиоксилатредуктазной ак-

тивностью производилось с примене-

нием ионообменной хроматографии на 

колонке (1.5×40 см) с DEAE Sephacel 

(«GEHealthcare», Швеция). При элюиро-

вании применялся хлорид натрия с ли-

нейным градиентом в пределах от 0 до 

150 мМ [9,10]. Содержание белка опреде-

ляли по методу Лоури [11].  

Полиакриламидный гель применялся в 

процессе электрофоретических исследо-

ваний нативного фермента. Гомоген-

ность препарата подтверждалась окраши-

ванием нитрата серебра, а специфичность 

фермента – тетразолиевым методом [8]. 

Аналитические определения для каждой 

из проб осуществлялись в трех повторно-

стях. Статистическая обработка проводи-

лась с применением критерия Стьюдента 

и поправки Бонферрони для учета множе-

ственных сравнений. 

Обсуждение результатов 

В ходе четырехстадийной очистки ГР 

из 14-х-дневных проростков кукурузы 

был получен электрофоретически гомо-

генный препарат одной изоформы ГР. 

Степень очистки составила 189 раз; вы-

ход 15% (табл.1). Важным этапом про-

цесса очистки было проведение высали-

вания с помощью сульфата аммония, при 

котором осаждение фермента производи-

лось в диапазоне от 25 до 80% насыще-

ния. При этом увеличивалась его концен-

трация и удельная активность. После 

этого следовал этап обессоливания с по-

мощью колонки с сефадексом G-25. В ре-

зультате проведенных процедур удалось 

освободить фермент от как низкомолеку-

лярных примесей, так и от присутствую-

щего сульфата аммония, который нега-

тивно влиял на его активность. Затем 

фермент был десорбирован с ДЭАЭ-

SEPHACEL с использованием линейного 

градиента концентраций NaCl от 50 до 

150 мМ в среде элюции. 

Таким образом, в ходе элюции ГР из 

листьев кукурузы получили 1 пик фер-

ментной активности при концентрации 

104 мМ NaCl (рис. 1). 

При электрофоретическом анализе в 

ПААГ фермент проявился по одной по-

лосе (Rf – 0.55) при специфическом про-

явлении и универсальном окрашивании 

(рис. 2). Стоит отметить, что электрофо-

реграммы с проявлением НАД+ и НАДФ+ 

в качестве кофакторов были одинаковы. 

рH среды влияет на активность фермен-

тов, распределяя заряд внутри молекулы. 

Для большинства энзимов характерен 

определенный интервал pH, при котором 

Таблица 1. Этапы очистки глиоксилатредуктазы из листьев кукурузы (n=3, p≤0.05) 
Table 1. Steps for purifying glyoxylate reductase from corn leaves (n=3, p≤0.05) 

Стадия 
V, 

см3 

Белок, 

мг 

Общая 

активность, 

E. 

Удельная 

активность, 

Е/мг белка 

Выход% 
Степень 

очистки 

1) Гомогенат 11 25.8 150 0.88 100 1 

2)Фракционирование 

(NH4)2SO4 
2.5 6.1 10.3 1.68 47 1.9 

3) Гель-фильтрация 

через сефадекс G-25 
7 5.5 11.8 2.10 54 2.4 

4) Ионообменная 

хроматография на 

ДЭАЭ-SEPHACEL 

4 0.02 3.3 167  15 189 
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они могут работать. Полученное опти-

мальное значение pH-6.5 (рис. 3) согласу-

ется с литературными данными, из кото-

рых известно, что оно находится в преде-

лах от 6.5 до 7.5 [12]. 

Используя метод Лайнуивера-Берка, 

было проведено определение константы 

Михаэлиса для прямой и обратной реак-

ций фермента. 

Значение Км по гликолату составило 

5.3 мМ (рис. 4). Фермент показал более 

низкое сродство к НАД+ (0.15 мМ), чем к 

НАДФ+ (0.07 мМ) (рис. 5-6). Таким обра-

зом, предпочтительным кофактором для 

глиоксилатредуктазы из кукурузы, не-

смотря на способность использовать оба 

кофермента, является НАДФ+ [13,14].  

Заключение 

Гомогенный препарат с удельной ак-

тивностью 167 был получен благодаря 

четырёхстадийной очистке. Очень важ-

ную роль в очистке играла ионообменная 

хроматография, был получен 1 пик фер-

ментной активности при десорбции 

  
Рис. 1. Элюция глиоксилатредуктазы куку-

рузы при ионообменной хроматографии на 

DEAE Sephacel-колонке в градиенте 

0-150 мМ хлорида натрия 

Fig. 1. Elution of corn glyoxylate reductase by 

ion exchange chromatography on a DEAE Sepha-

cel column in a gradient of 0-150 mM sodium 

chloride 

Рис. 2. Электрофореграмма глиоксила-

тредуктазы в ПААГ (1.1- проявление 

нитратом серебра; 1.2- окрашивание тет-

разолиевым методом). 

Fig. 2. Electropherogram of glyoxylate 

reductase in PAGE (1.1. Development with 

silver nitrate; 1.2. Tetrazolium staining). 

  
Fig. 3. pH optimum of NADP+ glyoxylate reduc-

tase for the oxidation reaction of sodium glycolate 

 

 

Рис. 3. pH-оптимум НАДФ+-глиоксилатре-

дуктазы по реакции оксиления гликолата 

натрия 

Рис. 4. Линеаризация зависимости ак-

тивности глиоксилатредуктазы от кон-

центрации гликолата в реакционной 

среде в координатах Лайнуивера-Берка 

Fig. 4. Linearisation of the dependence of 

glyoxylate reductase activity on the con-

centration of glycolate in the reaction me-

dium in Lineweaver-Burk coordinates. 
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в 104 мМ хлорида калия. Исследование 

показало, что активность глиоксилатре-

дуктазы значительную зависитот вели-

чины pH. Значение оптимального pH со-

ставило 6.5 единиц.  

Для исследуемого гликолата натрия 

были получены следующие данные: зна-

чение Kм, определённое методом Лай-

нуивера-Берка, составило 5.3мМ для гли-

колата натрия, 150 мкМ – для НАД+ и 

70 мкМ – для НАДФ+. 

Изучение глиоксилатредуктазы и ее 

роли в адаптации клеточного метабо-

лизма к стрессовым условиям станет бо-

лее понятным после глубоких исследова-

ний строения и функций молекулы глиок-

силатредуктазы, выделенной из листьев 

кукурузы.  

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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ПИСЬМО В РЕДАКЦИЮ 

 

Исправления в статье А.А. Никонова, Е.Ф. Рохина, О.Ю. Глызина, С.Д. Дылгерова, 

А.Н. Чиндявская, А.В. Рохин, А.Г. Пройдаков «Тонкослойная хроматография метили-

рованных производных алкилбензолсульфонатов натрия в анализе воды методом ГХ-

МС» (A.A. Nikonova, E.F. Rokhina, O.Yu. Glyzina, S.D. Dylgerova, A.N. Chindyavskaya, 

A.V. Rokhin, A.G. Proydakov «Thin layer chromatography of methylated derivatives of so-

dium alkylbenzenesulphonates in water analysis by GC-MS»), опубликованной в журнале 

«Сорбционные и хроматографические процессы». 2024. Т. 24, № 2. С. 268-280. 

На странице 269 в англоязычном переводе аннотации найдены ошибки перевода в 

названии статьи, в имени первого автора, в аббревиатурах по тексту, в ключевых сло-

вах и в подписях к рисункам. 

Неверный → верный варианты: 

ASS → anionic surfactants; 

SABS → LAS; 

ME ABSA → LABSA ME; 

alkylbenzenesulphonates → linear alkylbenzene sulfonates    

 

Thin layer chromatography of methylated derivatives of sodium alkylbenzene 

sulfonates in water analysis by GC-MS 
 

Alyona A. Nikonova1✉, Elena F. Rokhina2, Olga Yu. Glyzina1, Svetlana D. Dylgerova1,2, 

Anna N. Chindyavskaya1,3, Alexander V. Rokhin2, Alexey G. Proydakov2 

1Limnological Institute of the Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, Irkutsk, Russia, 

alenaxis@list.ru✉ 

2Irkutsk State University, Irkutsk, Russia  
3Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russia 

 
Abstract. Sodium or linear alkylbenzene sulfonates (LAS) are the most common anionic synthetic surfactants. They can 

cause both acute and chronic toxic effects on hydrobionts. Selective determination of sodium alkylbenzenesulphonates as 

a separate class of anionic surfactants is possible using gas chromatography with mass spectrometric detection (GC-MS) 

in the form of methyl esters of alkylbenzenesulfonic acids (LABSA ME). In order to purify the extracts and concentrate 

the analytes, we studied the behaviour of these compounds by ascending high-performance thin-layer chromatography 

(TLC) 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 alkylbenzene sulfonates remain on the start line, 

while their derivatives (LABSA ME), obtained by methylation with trimethyl orthoformate in the presence of trifluoroace-

tic 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 devi-

ation of 6.1 and 5.9 %, respectively (n=16). The completeness of extraction (95.0-100.0 %) of analytes from the plates by 

descending 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 ionization, 

we determined the concentrations of LAS in water collected in the southern basin of Lake Baikal from a depth of 400 m 

(0.24±0.02 μg/dm3) and in snow water collected 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, anionic surfactants, linear alkylbenzene sulfonates, LAS, methyl 

esters of alkylbenzenesulfonic acids, GC-MS, anionic surfactants in water, Lake Baikal.  
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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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