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Отравляющие вещества (ОВ) или так называе-
мые токсичные химикаты были предназначены
для поражения живой силы противника во время
военных действий [1]. В соответствии с междуна-
родной Конвенцией о запрещении химического
оружия (ХО) [2] к настоящему времени его запасы
преимущественно уничтожены, но действие
Конвенции продолжается в направлении контро-
ля неиспользования и нераспространения ХО.
Аналитические процедуры, используемые для
определения ОВ и продуктов их трансформации,
широко представлены в оригинальных статьях и
обзорах.

Актуальность высокочувствительного и на-
дежного определения ОВ в объектах окружающей
среды и биопробах обусловлена требованиями
химической безопасности при перепрофилиро-
вании бывших объектов уничтожения химиче-
ского оружия, верификационной деятельностью
в соответствии с Конвенцией о запрещении хи-
мического оружия и необходимостью противо-
действия химическому терроризму.

Процедуры определения ОВ и продуктов их
трансформации в объектах окружающей среды и
биопробах непрерывно совершенствуются. Ос-
новным методическим пособием для лаборато-
рий, специализирующихся на определении ОВ,
является сборник рекомендованных операцион-
ных процедур (Recommended Operating Proce-

dures, ROP) [3]. Процедуры пробоподготовки,
представленные в ROP, прошли апробацию в
рамках решения задач международных трениро-
вочных и квалификационных тестов, проводи-
мых Организацией по запрещению химического
оружия (ОЗХО), и были успешно применены при
расследовании случаев применения ХО. Сборник
содержит информацию о методах извлечения,
концентрирования и определения ОВ и продук-
тов их трансформации в матрицах различной
природы – воде, почве, полимерных материалах,
биопробах и др. Основными методами извлече-
ния аналитов и очистки образцов от матричных
компонентов, представленными в ROP, являются:
фильтрация, центрифугирование, замена раствори-
теля, твердофазная экстракция (ТФЭ), твердофаз-
ная микроэкстракция (ТФМЭ), жидкофазная
микроэкстракция. Концентрирование экстрактов,
содержащих целевые вещества, предлагается осу-
ществлять в токе азота, в роторных испарителях, а
также в центрифужных концентраторах.

Ввиду беспрецедентной чувствительности и
селективности для определения ОВ преимуще-
ственно применяют хромато-масс-спектромет-
рические (ХМС) методы. В 2021 г. Рыбальченко с
соавт. опубликовал обзор [4], посвященный
ХМС-методам определения маркеров и биомар-
керов ОВ. В обзоре обсуждены достоинства и не-
достатки различных вариантов ХМС-анализа для
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определения ОВ и продуктов их трансформации,
представлена система профессионального тести-
рования лабораторий ОЗХО. В то же время про-
цедуры разделения и концентрирования, приме-
няемые при определении ОВ в сложных матри-
цах, в современной литературе обсуждаются
значительно реже, чем техника ХМС-анализа, хо-
тя они имеют особое значение в аналитической
химии ОВ. Ввиду чрезвычайно высокой токсич-
ности ОВ даже летальные их дозы соответствуют
крайне низким концентрациям, а высокая реак-
ционная способность приводит к необратимой
сорбции материалами или стремительному раз-
ложению в них. В биологических пробах ОВ мо-
гут быть обнаружены в виде низкомолекулярных
метаболитов или конъюгатов с биомолекулами.
В обоих случаях извлечение метаболитов из био-
матриц и их концентрирование, как правило,
представляют собой комбинации последователь-
ных стадий, на каждой из которых существует
опасность потери аналитов. В системе професси-
ональных тестов ОЗХО лаборатории-участники
используют типовое ХМС-оборудование, в то
время как применяемые процедуры разделения и
концентрирования характеризуются значитель-
ным разнообразием. Что касается методов обна-
ружения ОВ в полевых (onsite) условиях, то при
очевидной важности до настоящего времени они
не охвачены системой профессионального тести-
рования ОЗХО.

КОНЦЕНТРИРОВАНИЕ ОТРАВЛЯЮЩИХ 
ВЕЩЕСТВ В ПОЛЕВЫХ УСЛОВИЯХ 

ИЗ ВОЗДУШНОЙ СРЕДЫ

Известно, что ОВ не только чрезвычайно ток-
сичны, но и способны к быстрому испарению и
распространению в воздухе. Наиболее вероятный
путь их воздействия как оружия массового пора-
жения – ингаляционный. Технологии обнаруже-
ния и идентификации ОВ в воздухе наиболее вос-
требованы в антитеррористических целях. В по-
следние годы разработано большое количество
мобильных приборов для обнаружения ОВ в по-
левых условиях [5]. При использовании боль-
шинства детекторов для onsite обнаружения ОВ в
потоковом режиме их концентрирование не
предусмотрено. При этом, однако, продолжаются
поиски оптимальных решений для концентриро-
вания ОВ из воздушной среды. Отбор и концен-
трирование ОВ из воздушных проб осуществля-
ются либо в активном, либо в пассивном режиме.
В первом случае отдающая среда принудительно
прокачивается через принимающую. Примером
могут служить портативные системы для анализа
методом газовой хромато-масс-спектрометрии
(ГХ-МС), снабженные приставкой для сорбции и
термодесорбции [6]. Такие приборы серийно вы-
пускаются и хорошо себя зарекомендовали, но

сорбционное концентрирование в активном ре-
жиме требует специального оборудования и “за-
хлебывается”, если в воздухе много пыли. Кон-
центрирование органических соединений в пас-
сивном режиме за счет диффузии осуществляется
на полиуретановых пенах [7], сорбентах, импре-
гнированных полиуретановыми пенами [8], раз-
личных пористых полимерных сорбентах [9].
Наиболее часто используют ТФМЭ для пассив-
ного отбора/концентрирования ОВ из воздушной
среды [10]. В полевых условиях хорошо зареко-
мендовали себя микромеханические сенсорные
системы на основе точного измерения массы свя-
завшегося вещества [11]. Томас и Спицер [12] ис-
пользовали этот метод для исследования меха-
низма и кинетики адсорбции микроконцентра-
ций ОВ на двусторонних консолях, покрытых
нанотрубками с двуокисью титана. Оказалось,
что геометрия нанотрубок в значительной степе-
ни обусловливает эффективность адсорбции
имитаторов фосфорорганических ОВ (ФОВ).
Диффузия ФОВ из воздуха в нанотрубки осу-
ществляется последовательно через наружную
поверхность, внутренние каналы и мезопоры. Да-
лее происходит адсорбция ФОВ на активных цен-
трах внутренней поверхности микропор нанотру-
бок. На этой стадии достигается равновесие, и
именно она является лимитирующей по времени.
Кинетические параметры очень важны, посколь-
ку обнаружение высокотоксичных веществ в воз-
духе должно быть максимально приближено к ре-
жиму реального времени. До настоящего времени
нет единого мнения об оптимальной кинетиче-
ской модели адсорбции органических соединений
из воздуха нанотрубками. Кинетическая модель
псевдопервого порядка [13] основана на допуще-
нии, что скорость адсорбции пропорциональна ко-
личеству активных сайтов на сорбирующей поверх-
ности. В рамках модели псевдовторого порядка [14]
предполагается образование химической связи
адсорбат–адсорбент, и этот процесс является ли-
митирующим. В обоих случаях скоростью диффу-
зии молекул адсорбата к активным сайтам адсор-
бента пренебрегают [15]. Двухэкспоненциальная
модель [16], описывающая диффузию и адсорб-
цию как два процесса, которые могут осуществ-
ляться параллельно либо последовательно, наи-
более близка к практике.

При разработке новых подходов к анализу воз-
душной среды в полевых условиях в качестве ана-
литов рассматриваются заранее неизвестные ОВ,
поэтому сорбирующие устройства должны быть
универсальными, т.е. применимыми для улавли-
вания и концентрирования в идеале любых лету-
чих и среднелетучих ОВ. При этом в процессах хе-
мосорбции учитывается, что все они являются
сильными электрофилами. Анализ других объек-
тов окружающей среды (вода, воздух, строитель-
ные материалы) чаще проводят в стационарных
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лабораториях, когда уже предположительно из-
вестно, какой тип ОВ мог послужить причиной
инцидента. До настоящего времени чрезвычай-
ные ситуации, обусловленные террористически-
ми актами, локальными военными конфликтами
или непреднамеренным контактом с захоронен-
ным или затопленным ХО, преимущественно бы-
ли связаны с сернистым ипритом или ФОВ. Эти
же вещества были накоплены в качестве ХО, за-
тем подлежали уничтожению в соответствии с
Конвенцией о его запрещении и, следовательно,
должны были контролироваться в объектах при-
родной и техногенной сред в целях обеспечения
химической безопасности. В этой связи в настоя-
щем обзоре рассмотрены методы разделения и
концентрирования, применяемые в стационар-
ных лабораториях при определении сернистого
иприта и ФОВ, а также продуктов их трансфор-
мации.

СПОСОБЫ ИЗВЛЕЧЕНИЯ ИЗ МАТРИЦ 
И КОНЦЕНТРИРОВАНИЯ СЕРНИСТОГО 

ИПРИТА И ПРОДУКТОВ ЕГО 
ТРАНСФОРМАЦИИ ПРИ АНАЛИЗЕ 
ОБЪЕКТОВ ОКРУЖАЮЩЕЙ СРЕДЫ

Извлечение и концентрирование ОВ кожно-
нарывного действия, в частности сернистого
иприта (далее иприта), из неполярных матриц яв-
ляется сложной задачей в связи с липофильной
природой данных ОВ, обусловливающей их срод-
ство к неполярным матрицам. В доступной лите-
ратуре имеется ограниченное количество публи-
каций на данную тему [3, 17]. Согласно рекомен-
дациям [3] ТФЭ на силикатных картриджах и
экстракция ацетонитрилом являются наиболее
часто применяемыми процедурами для извлече-
ния ОВ из образцов с высоким содержанием не-
полярных органических соединений. При этом
отмечается, что сернистый иприт не удерживает-
ся эффективно на силикатной поверхности, что
приводит к низкой степени его извлечения. В ра-
боте [18] исследован механизм сорбции иприта и
показано, что на силикатной поверхности проис-
ходит его хемосорбция. В цитируемой работе так-
же предложен новый способ эффективной экс-
тракции иприта из неполярных матриц. Для этого
был синтезирован сополимер, состоящий из ме-
такриловой кислоты и этиленгликольдиметакри-
лата, который использовали в качестве сорбента
для ТФЭ при извлечении иприта из дизельного
топлива. В ряду экстрагентов опробовали дихлор-
метан, хлороформ, ацетон и этилацетат. Послед-
ний выбрали в качестве оптимального, поскольку
он обеспечивал степень извлечения иприта с по-
лимерного сорбента на уровне 75–87%, а также
наилучший хроматографический профиль при
разделении методом газовой хроматографии на
капиллярной колонке с неполярной неподвиж-

ной фазой. Промывку картриджей после нанесе-
ния образцов осуществляли гексаном. Показано,
что 1 мл гексана эффективно удаляет углеводо-
родные матричные компоненты без потери ана-
лита.

В работе [19] для извлечения десяти продуктов
деструкции иприта из образцов воды был разра-
ботан сорбент на основе углеродного аэрогеля.
Углеродный аэрогель является перспективным
материалом для ТФЭ ввиду высокой пористости,
очень низкой плотности и большой поверхности
сорбирующего слоя. Элюирование десяти целе-
вых продуктов деструкции иприта после нанесе-
ния образцов воды на картридж для ТФЭ с синте-
зированным сорбентом осуществляли 2 мл мета-
нола. Степень извлечения аналитов составила не
менее 83%, а для некоторых достигала 99% и бо-
лее.

Извлечение ОВ из проб воды в работе [20] осу-
ществляли методом магнитной дисперсионной
ТФЭ (magnetic dispersive solid-phase extraction).
Принцип метода заключается в диспергировании
микро- и наноразмерных магнитных частиц, им-
прегнированных сорбентом, в воде. Эффектив-
ная адсорбция аналита на сорбенте происходит
благодаря его большой удельной поверхности.
После извлечения частиц сорбента из воды мето-
дом магнитной сепарации проводят элюирование
аналита органическим растворителем. Магнит-
ный гидрофильно-липофильный сорбент синте-
зировали из N-винилпирролидона и дивинил-
бензола в качестве мономеров и наночастиц ок-
сида железа (Fe2O3) в качестве магнитного
материала. Степень извлечения иприта при ис-
пользовании синтезированного сорбента из об-
разцов водопроводной, дистиллированной, дож-
девой и озерной воды с добавлением 5% NaCl во
все образцы лежала в диапазоне 72–90%. Варьи-
рование соотношения мономеров позволило по-
лучить сорбенты с желаемым гидрофильно-липо-
фильным балансом для экстракции ОВ различной
полярности. Широко используемыми коммерче-
ски доступными гидрофильно-липофильными
сорбентами являются Oasis HLB (Waters) и Supel-
Select HLB (Supelco).

Магнитный нанокомпозитный сорбент
Fe3O4–SiO2–G, синтезированный путем кова-
лентного связывания покрытого силикатами
Fe3O4 с графеновыми подложками, применяли в
работе [21] для концентрирования ОВ из образ-
цов воды методом дисперсионной ТФЭ. Диспер-
гирование 20 мг сорбента в 200 мл воды с добавле-
нием 30% NaCl проводили в течение 20 мин.
Элюирование сорбированного иприта осуществ-
ляли смесью метанол–хлороформ. Степень из-
влечения иприта из образцов дистиллированной,
водопроводной и сточной воды составила 95, 90 и
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69% соответственно. Предел обнаружения ипри-
та был на уровне 0.11 нг/мл.

Коммерчески доступные микроволокна для
ТФМЭ достаточно давно применяются для опре-
деления ОВ и продуктов их деструкции в различ-
ных матрицах [22–24], однако не всегда удается
достичь удовлетворительной эффективности экс-
тракции. С целью повышения селективности из-
влечения и концентрирования иприта и цикличе-
ских продуктов его трансформации (схема 1) из
образцов воды и донных отложений методом
ТФМЭ в работе [25] разработано девять модифи-
цированных типов микроволокон с сорбирую-
щими покрытиями на основе полиакрилатов и
полиметакрилатов: полиметилакрилата, полиме-
тилметакрилата, полиэтилакрилата, полиэтилме-
такрилата, полибутилакрилата, полибутилмета-
крилата, а также сополимеров полиметилакрила-

та и полиметилметакрилата, полиэтилакрилата и
полиэтилметакрилата, полибутилакрилата и поли-
бутилметакрилата. Аналиты определяли методом
тандемной газовой хромато-масс-спектрометрии
(ГХ-МС/МС) в режиме ионизации электронами
(ИЭ). Максимальную степень извлечения иприта и
продуктов его трансформации обеспечивало мик-
роволокно на основе полибутилакрилата. Пределы
обнаружения аналитов составили 0.008–0.3 нг/г.

В последние годы ОЗХО инициировала иссле-
дования, направленные на определение ОВ и
продуктов их трансформации в растениях. Бай-
гильдиеву с соавт. [26] удалось продемонстриро-
вать количественное извлечение некоторых про-
дуктов трансформации иприта из гомогенизиро-
ванных листьев кресс-салата с помощью
жидкостной экстракции при ультразвуковом воз-
действии.

Схема 1. Циклические продукты трансформации сернистого иприта в объектах окружающей среды.

РАЗДЕЛЕНИЕ И КОНЦЕНТРИРОВАНИЕ 
ПРИ ОПРЕДЕЛЕНИИ 

ФОСФОРОРГАНИЧЕСКИХ ОТРАВЛЯЮЩИХ 
ВЕЩЕСТВ В ОБЪЕКТАХ 
ОКРУЖАЮЩЕЙ СРЕДЫ

Как известно, ФОВ чрезвычайно токсичны,
средняя летальная доза (ЛД50) для человека при
трансдермальном пути поступления составляет:
4000 мг для табуна, 1700 мг для зарина, 300 мг для
зомана, 10 мг для VX [27]. По этой причине про-
цедуры определения ФОВ и продуктов их транс-
формации в объектах окружающей среды должны
отвечать требованиям, предъявляемым к ульт-
раследовому анализу. При проведении монито-
ринга ФОВ в объектах окружающей среды иссле-
дователи сталкиваются с чрезвычайным разнооб-
разием анализируемых матриц. Данный аспект
усложняет создание универсальной надежной
процедуры пробоподготовки, в особенности это
касается определения следовых количеств ФОВ.
На сегодняшний день основными методами из-

влечения аналитов из образцов объектов окружа-
ющей среды, взаимодействовавших с ФОВ, явля-
ются фильтрация, дериватизация, центрифуги-
рование, ультразвуковая обработка, жидкостная
экстракция, изолирование на ионообменных
картриджах, замена растворителей, концентри-
рование путем удаления растворителя и ТФЭ.
Последняя практически повсеместно заменила
жидкостную экстракцию ввиду возможности ор-
ганизации анализа в потоковом режиме.

Стоит отметить, что изначально в качестве
маркеров воздействия на окружающую среду рас-
сматривались сами интактные ФОВ, их первич-
ные продукты гидролиза, соответствующие ал-
килметилфосфоновые кислоты (АМФК), и ко-
нечный продукт гидролиза – метилфосфоновая
кислота (схема 2).

В настоящее время известно, что ФОВ G-типа
практически не способны к депонированию в объ-
ектах окружающей среды, в то время как ФОВ V-ти-
па могут сохраняться в материалах с пористой тек-
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стурой в течение длительного времени [28]. При
этом количественное извлечение ФОВ V-типа из
матриц, обладающих сорбционной активностью,
как правило, не достигается. В работе [29] (2004 г.)
достигнута рекордная степень извлечения ФОВ
V-типа из почвы, составившая 60% через три месяца
после внесения VX в почву. В более поздних работах

этот показатель так и не удалось улучшить. В каче-
стве экстрагента использовали трис-буфер с рН 9,
что близко к pKa VX. Далее из водного экстракта
почвы VX извлекали смесью гексана и дихлорметана
85 : 15 (по объему). Наряду с VX в этих же условиях
удалось извлечь основной продукт распада VX в
почве – бис(2-диэтиламиноэтил)сульфид.

Схема 2. Продукты гидролиза фосфорорганических отравляющих веществ (зарин – О-изопропилметилфтор-
фосфонат; зоман – О-пинаколилметилфторфосфонат; VX – O-этил-S-(2-диизопропиламиноэтил)метилтио-
фосфонат; VR – O-изобутил-S-(2-диэтиламиноэтил)метилтиофосфонат; циклозарин – О-циклогексилметил-
фосфонат; табун – N,N-диметиламидо-О-этилцианфосфат; ИпМФК – О-изопропилметилфосфоновая кислота
(продукт гидролиза зарина); ПМФК – О-пинаколилметилфосфоновая кислота (продукт гидролиза зомана);
ЭМФК – О-этилметилфосфоновая кислота (продукт гидролиза VХ); ИбМФК – О-изобутилметилфосфоновая
кислота (продукт гидролиза VR); ЦГМФ – О-циклогексилметилфосфоновая кислота (продукт гидролиза цик-
лозарина); О-этил-N,N-диметиламид фосфат (продукт гидролиза табуна); МФК – метилфосфоновая кислота
(универсальный маркер зарина).
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Работы, относящиеся к 90-м годам прошлого
века и к нулевым нынешнего, преимущественно
выполнены с применением метода ГХ-МС на
квадрупольных масс-анализаторах в режиме ИЭ
[30]. Методами газовой хроматографии (ГХ)

АМФК определяют в виде летучих производных,
которые получают при действии различных дери-
ватизирующих агентов [31]. Дериватизацию ал-
килфосфоновых и алкилметилфосфоновых кис-
лот проводят не только в целях получения летучих
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производных для определения методами ГХ. В ра-
боте [32] дериватизацию этих соединений п-меток-
сифенацилбромидом проводили в целях повыше-
ния чувствительности анализа методом ВЭЖХ с
тандемным масс-спектрометрическим детекти-
рованием (ВЭЖХ-МС/МС).

Для концентрирования аналитов предприни-
маются попытки создания высокоселективных
сорбентов. Вызывает интерес работа [33], в кото-
рой в качестве метода концентрирования приме-
нили ТФЭ с молекулярным отпечатком. Данный
метод заключается в комплексообразовании в
растворе молекулы-шаблона с функциональны-
ми мономерами через нековалентные связи с по-
следующей полимеризацией этих мономеров во-
круг шаблона с помощью кросс-линкера. По
окончании процесса полимеризации молекулы
шаблона удаляют путем нарушения взаимодей-
ствия между шаблоном и мономерами, что при-
водит к образованию внутри полимера полостей с
пространственным и функциональным распозна-
ванием. В работе [34] с помощью ТФЭ с примене-
нием сорбента на основе диоксида циркония уда-
лось достичь пределов определения 8.5–10 нг/мл
для АМФК – продуктов гидролиза зарина, зомана,
циклозарина и VX при ГХ-МС-детектировании.

На сегодняшний день ВЭЖХ-МС обеспечива-
ет более высокочувствительное определение
АМФК в воде [35, 36] и биожидкостях [37] по
сравнению с ГХ-МС. В связи с этим в последние
годы появилось много работ по определению
маркеров ФОВ методом ВЭЖХ-МС. Так, в работе
[38] авторы продемонстрировали в рамках одной
процедуры возможность определения аналитов с
существенно различающимися физико-химиче-
скими свойствами (зарин, зоман, VX, VR, цикло-
зарин, табун и продукты их трансформации) в
трех объектах: воде, желе (2 мас. % агара) и почве.
Достигнуты пределы обнаружения аналитов от 1
до 10 нг/мл методом ВЭЖХ-МС высокого разре-
шения (ВР). Для концентрирования аналитов ис-
пользовали улавливание на мембранных филь-
трах из политетрафторэтилена (водные образцы),
осаждение полисахаридов с последующим упари-
ванием супернатанта (желе), 2-стадийную про-
мывку с последующим концентрированием и
перерастворением (почва). С помощью дерива-
тизации 2-[(диметиламино)метил]фенолом [39]
удалось достичь предела определения ФОВ G-ти-
па (зарин, зоман, циклозарин) 1 пг/мл для образ-
цов воды при детектировании методом ВЭЖХ-
МС/МС.

Всплеск интереса к методам микроэкстракции
для концентрирования ФОВ и продуктов их трас-
формации пришелся на первое десятилетие XXI в.
Из наиболее поздних представляет интерес рабо-
та [40], в которой представлен метод жидкостно-
жидкостно-твердофазной микроэкстракции. По-

ристый полимерный сорбент пропитывали орга-
ническим растворителем и помещали в водную
среду, содержащую имитаторы ФОВ. Аналиты
детектировали методом ИК-Фурье спектроско-
пии непосредственно на сорбенте. Элюировать
аналиты с сорбента для последующего ХМС-ана-
лиза, по-видимому, было затруднительно.

До настоящего времени применительно к экс-
тракции продуктов гидролиза ФОВ метод микро-
ТФЭ (MEPS), для осуществления которого ис-
пользуют специальные шприцы со сменными
картриджами, не находил широкого применения.
Недостатком метода является узкий диапазон ти-
пов сорбентов в таких картриджах. Преимуще-
ственно это разновидности полидиметилсилок-
сана, который неэффективен для извлечения вы-
сокополярных аналитов и АМФК в частности.
В работе [41] для извлечения продуктов гидроли-
за зарина из водных сред использовали микро-
картриджи, изготовленные самими авторами из
графитизированного угля, подвергнутого специ-
альной обработке.

Одним из основных направлений в разработке
новых методов разделения и концентрирования
при подготовке проб к определению ФОВ и про-
дуктов их трансформации является изготовление
композитных сорбентов с нанодисперсными
включениями. Обобщенная информация о наи-
более актуальных методах концентрирования и
разделения ФОВ в объектах окружающей среды
приведена в табл. 1.

МЕТОДЫ РАЗДЕЛЕНИЯ 
И КОНЦЕНТРИРОВАНИЯ 

ПРИ ОПРЕДЕЛЕНИИ МЕТАБОЛИТОВ 
СЕРНИСТОГО ИПРИТА В БИОПРОБАХ

Как уже отмечалось, процедура пробоподго-
товки, в особенности биомедицинских образцов,
является критической и лимитирующей стадией
химического анализа. Наиболее часто для извле-
чения и концентрирования всей линейки метабо-
литов ОВ из различных биологических матриц
применяют ТФЭ. В литературе представлен боль-
шой объем публикаций по подбору условий ТФЭ
и использованию данного способа экстракции
для определения метаболитов сернистого иприта
и других ОВ в моче и крови [3, 42–48] (табл. 2).

Сорбенты, способные обеспечивать гидро-
фильно-липофильный баланс (hidrophylic-li-
pophylic balance, HLB) могут удерживать воду, что
важно для процесса сорбции, а также широкий
спектр органических соединений различной при-
роды. Картриджи для ТФЭ OASIS HLB (Waters)
на основе сополимера дивинилбензола и N-ви-
нилпирролидона широко применяют для экс-
тракции и концентрирования метаболитов ипри-
та из образцов мочи и плазмы крови. Они подхо-
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дят для индивидуального извлечения ТДГ из
мочи [49], одновременного извлечения β-лиаз-
ных метаболитов [50] и СБСНАЭ [51] из подкис-
ленной мочи. Подкисление мочи до pH ниже 3–4
необходимо для эффективного удерживания
СБСНАЭ на картридже HLB, так как способству-
ет возникновению ион-парного взаимодействия
между группами –COOH и ацетилированными
аминогруппами и приводит к повышению гидро-
фобности аналита [51]. Авторы работы [52] пред-
ложили способ одновременного определения
ТДГ, МСМТЭСЭ, СБМСЭ и СБСНАЭ методом
ультра ВЭЖХ-МС/МС после концентрирования
аналитов из предварительно подкисленных ам-
монийно-ацетатным буферным раствором образ-
цов мочи методом ТФЭ на картриджах OASIS
HLB. Степень извлечения ТДГ, СБСНАЭ, СБМСЭ
и МСМТЭСЭ составила 74, 86, 96 и 77% соответ-
ственно.

Работа [53] посвящена исследованию и опти-
мизации процессов извлечения из мочи и кон-
центрирования четырех мочевых метаболитов
иприта (ТДГ, МСМТЭСЭ, СБМСЭ и СБСНАЭ) с
использованием сорбента на основе активиро-
ванных углеродных волокон (АУВ). Благодаря
микропористой структуре активированного угля
и большой удельной площади поверхности АУВ
достигается эффективное обратимое удержива-
ние ОВ и их метаболитов. В качестве элюентов
авторы исследовали дихлорметан, ацетон и мета-
нол, а также их смеси в различных объемных со-
отношениях с добавками и без добавок
кислот. Оптимальной для элюирования ТДГ и
МСМТЭСЭ была смесь дихлорметан–ацетон
(9 : 1), а для элюирования СБМСЭ и СБСНАЭ –
3%-ная HCl в метаноле. Анализ проводили мето-
дом ВЭЖХ-МС/МС в режиме электрораспыти-
тельной ионизации. Предел обнаружения ТДГ
составил 5 нг/мл, остальных метаболитов –
1 нг/мл.

Авторы работы [54] определяли ТДГ в плазме
крови, отобранной у пострадавших во время ло-
кального военного конфликта на Ближнем Во-
стоке в 2015 г., после щелочного гидролиза и про-
цедуры очистки и концентрирования аналита ме-
тодом ТФЭ на картридже EASY Chromabond
(Macherey-Nagel) на основе сополимера полисти-
рола и дивинилбензола. Элюирование ТДГ осу-
ществляли 500 мкл ацетонитрила. После дериватиза-
ции гептафтормасляным ангидридом (ГФМА) ТДГ
анализировали методом ГХ-МС-ИЭ. В пробах
двух пострадавших из семи обнаружили ТДГ.

Для оптимизации условий извлечения и кон-
центрирования четырех аддуктов иприта с ДНК в мо-
че – N7-гидроксиэтилтиоэтилгуанина (N7-HETEG),
бис(2-этил-N7-гуанин)тиоэфира (Bis-G), N3-гид-
роксиэтилтиоэтиладенина (N3-HETEA), O6-гид-
роксиэтилтиоэтилгуанина (O6-HETEG) – авторы

работы [55] приготовили серию картриджей для
ТФЭ, наполненных 0.2, 0.5 и 1 г сорбента С18. Ре-
жим элюирования целевых соединений подбира-
ли путем варьирования соотношения вода–мета-
нол–муравьиная кислота. Показано, что степень
извлечения аддуктов иприта с ДНК максимальна,
а матричный эффект существенно снижен при
двухстадийном элюировании аналитов 2 мл сме-
си 20%-ного метанола и 5%-ной муравьиной кис-
лоты (1 : 1) и 1.5 мл смеси 50%-ного метанола и
5%-ной муравьиной кислоты (1 : 1) с картриджей,
наполненных 1 г сорбента С18. Анализ осуществ-
ляли методом ультра ВЭЖХ-МС/МС-изотопного
разбавления. Пределы обнаружения составили
2–5 пг/мл.

Возможность одновременного определения
аддуктов иприта с ДНК (N7-HETEG) и с ацетил-
цистеином (СБСНАЭ) в моче, после экспозиции
крыс ипритом в условиях терапии скавенджером
исследована в работе [56]. Определяемые анали-
ты обладают разными физико-химические свой-
ствами, поэтому процедуре подготовки образцов
мочи для дальнейшего одновременного опреде-
ления высокополярного СБСНАЭ и существенно
менее полярного N7-HETEG уделили особое
внимание. Были изучены пять типов коммерче-
ски доступных ТФЭ-картриджей для извлечения
и концентрирования аналитов (табл. 3). Для элю-
ирования целевых соединений исследовали две
системы растворителей (метанол–вода и ацето-
нитрил–вода) в различных объемных соотно-
шениях. Максимальная эффективность одно-
временного концентрирования и извлечения
N7-HETEG и СБСНАЭ из образцов мочи достиг-
нута при элюировании аналитов с картриджа на
основе силикагеля с привитыми группами С8
(Supelclean ENVI-8) подкисленной смесью ацето-
нитрил–вода (60 : 40). Анализ осуществляли ме-
тодом ВЭЖХ-МС/МС-ВР. Авторы указывают на
существенный матричный эффект при определе-
нии N7-HETEG. Его снижения не удалось добить-
ся ни изменением условий удерживания аналита
на сорбенте, ни подбором условий элюирования.
От промывки картриджа после пропускания мочи
пришлось отказаться, так как при этом не удава-
лось избежать потерь аналита. Незначительного
снижения матричного эффекта достигли лишь
при разбавлении готового к анализу образца рав-
ным количеством воды. Сильное матричное вли-
яние было характерно для мочи крыс, поскольку
даже в холостых образцах регистрировался сигнал
иона с массовым числом m/z 256.08, совпадаю-
щим с m/z иона-прекурсора определяемого био-
маркера N7-HETEG. По этой причине данный
биомаркер может быть достоверно идентифици-
рован только по иону-продукту и с использова-
нием внутреннего стандарта. Приведенный при-
мер иллюстрирует необходимость разработки но-
вых подходов к очистке проб от матричных
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компонентов без потери целевых аналитов, по-
скольку путем перебора известных вариантов
ТФЭ эту проблему решить далеко не всегда удает-
ся.

В работе [57] аддукт иприта с N-терминальным
валином в глобине (HETE-Val) определяли в виде
производного с пентафторфенилизотиоцианатом
и ГФМА. Для оптимизации процедуры очистки и
концентрирования методом ТФЭ исследовали
два типа картриджей – на основе силикагеля и
силанизированного силикагеля (Florisil). Не-
смотря на то, что картридж на основе силикагеля
эффективно устраняет матричные компоненты,
степень извлечения аддукта была неудовлетвори-
тельной, а при низких концентрациях происхо-
дила необратимая сорбция аналита. Подбор оп-
тимального экстрагента осуществляли на картри-
дже Florisil. Исследовали экстракционную
способность этилацетата, диэтилового эфира, то-
луола, анизола, дихлорметана, ацетонитрила и их
смесей в различных объемных отношениях. Наи-
лучшая степень извлечения HETE-Val (56%) до-
стигнута при элюировании аналита 2 мл смеси
этилацетат–дихлорметан (1 : 9). Анализ прово-
дили методом ГХ-МС в режиме отрицательной
химической ионизации (ОХИ), а также методом
ГХ-МС/МС в режимах ИЭ и ОХИ [58].

До настоящего времени для эффективного из-
влечения из биоматриц и концентрирования та-
кого, казалось бы, простого вещества, как ТДГ,
оптимального решения не найдено. В работе [59]
для извлечения ТДГ из биоматриц применяли ме-
тод ТФМЭ после дериватизации аналита ГФМА
непосредственно в биообразце. Анализ осуществ-
ляли методом ГХ-МС-ИЭ. Исследовали пять
коммерчески доступных микроволокон с различ-
ной толщиной сорбирующего слоя и полярно-
стью: 30 мкм полидиметилсилоксан (ПДМС),
100 мкм ПДМС, 85 мкм карбоксен/ПДМС,
70 мкм карбовакс/дивинилбензол и 85 мкм по-
лиакрилат. Наиболее эффективным для концен-
трирования производного ТГД с ГФМА из образ-
цов плазмы крови и мочи оказалось микроволок-
но 100 мкм ПДМС, с помощью которого был
достигнут предел обнаружения аналита в иссле-
дуемых пробах, сравнимый с эндогенным уров-
нем ТДГ в биообразцах (1 нг/мл).

Определение метаболитов сернистого иприта
в моче и плазме крови предлагалось в качестве за-
дач первого (2016 г.) и шестого (2021 г.) квалифи-
кационных тестов ОЗХО по анализу биомеди-
цинских образцов. Разбор результатов шестого
теста позволит проследить эволюцию методов
разделения и концентрирования, используемых
ведущими лабораториями мира при решении
этих сохраняющих актуальность, задач.

СТАНДАРТНЫЕ И ИННОВАЦИОННЫЕ 
ПОДХОДЫ К ОПРЕДЕЛЕНИЮ 

МЕТАБОЛИТОВ ФОСФОРОРГАНИЧЕСКИХ 
ОТРАВЛЯЮЩИХ ВЕЩЕСТВ В БИОПРОБАХ

При установлении факта применения ФОВ по
результатам анализа биомедицинских проб сле-
дует исходить из того, что детектирование ин-
тактных ФОВ в неизменном виде практически не
представляется возможным ввиду их стремитель-
ного метаболизма [60–62]. Гидролитические ме-
таболиты ФОВ (АМФК) с применением проце-
дур концентрирования могут быть обнаружены в
организме в течение длительного периода време-
ни, однако даже при воздействии высоких доз их
прямое определение в биожидкостях возможно в
течение нескольких суток, а чаще нескольких ча-
сов после отравления [63]. Опубликовано значи-
тельное количество методик определения этих
метаболитов в плазме и моче. Выделение АМФК
из плазмы или мочи возможно с применением
жидкостной экстракции [63] или ТФЭ [64]. Эти
соединения определяют с помощью жидкостной
или газовой хроматографии. В последнем случае
требуется проведение предварительной дерива-
тизации [65]. В настоящее время, благодаря воз-
можностям тандемной масс-спектрометрии, на-
пример МС/МС с тройным квадруполем и МС-ВР,
возможно обнаружение продуктов гидролиза
ФОВ в плазме крови и моче с пределом обнаруже-
ния вплоть до нескольких пг/мл [63, 66–68]. Та-
кая высокая чувствительность определения поз-
волит фиксировать продукты гидролиза ОВ в пери-
од до нескольких недель после воздействия [66].

В рамках ретроспективного анализа оптималь-
ная стратегия, используемая для установле-
ния/подтверждения факта применения ФОВ, ос-

Таблица 3. Картриджи для твердофазной экстракции,
используемые для извлечения и концентрирования
N7-HETEG и СБСНАЭ [56]

Торговое наименование 
картриджа (фирма) Сорбент

OASIS HLB (Waters) Сополимер дивинилбен-
зола и N-винилпирроли-
дона

Supel-Select HLB (Supelco) Полистирол с гидрофиль-
ными группами

Supelclean ENVI-8 
(Supelco)

Силикагель с привитыми 
октильными группами С8

Supelclean LC18 (Supelco) Силикагель с привитыми 
октадецильными груп-
пами С18

Sep-Pak C18 (Waters) Силикагель с привитыми 
октадецильными груп-
пами С18
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нована на механизме их связывания с белками
крови, такими как ацетилхолинэстераза (АХЭ),
бутирилхолинэстераза (БХЭ) и сывороточный
альбумин (СА). Время жизни конъюгатов ФОВ с
биомолекулами сопоставимо с временем жизни
этих биомолекул в организме. Так, период полу-
распада БХЭ составляет примерно 12 дней [69],
аддукты с АХЭ эритроцитов потенциально могут
сохраняться на протяжении всего времени жизни
эритроцитов – до 100 сут [70], сывороточный аль-
бумин – 20–25 сут [71]. Это означает, что аддукты
с белками могут служить в качестве ретроспек-
тивных биомаркеров воздействия ФОВ. Опти-
мальными биомаркерами являются аддукты ФОВ
с БХЭ и СА, так как они присутствуют в плазме
крови, которая является более стабильной матри-
цей для хранения, транспортировки и обработки
образцов, чем цельная кровь. Важным соображе-
нием является и то, что концентрация БХЭ при-
мерно в 10 раз выше концентрации АХЭ в крови
[72]. Наиболее простым методом обнаружения
аддукта ФОВ с БХЭ является реактивация фто-
рид-ионом. Во время инкубации образца плазмы
с ионами фтора ФОВ G-типа или фторангидрид
ФОВ V-типа высвобождается и может быть экс-
трагирован ГХ-совместимым растворителем и
впоследствии проанализирован с помощью ГХ.
Минимальная обнаруживаемая степень ингиби-
рования БХЭ, которая может быть установлена с
помощью этого метода, зависит от типа ГХ-де-
тектора. Типичные недорогие детекторы, такие
как азотно-фосфорный, пламенно-фотометриче-
ский и масс-селективный, показывают абсолют-
ные пределы обнаружения около 1 пг, что означа-
ет, что концентрация 1 нг/мл может быть обнару-
жена при введении в инжектор хроматографа
пробы объемом 1 мкл. Основным недостатком
метода является то, что не все аддукты ФОВ под-
даются реактивации фторид-ионом; наиболее из-
вестным примером является состаренный аддукт
зомана.

В 2002 г. в работе [73] описан метод, основан-
ный на ВЭЖХ-МС/МС-определении фосфони-
лированного нонапептида, полученного после
ферментативного гидролиза пепсином БХЭ, ин-
гибированной ФОВ. Оптимальным методом
определения фосфонилированного нонапептида
является ВЭЖХ-МС/МС с использованием ре-
жима мониторинга заданных реакций (selected re-
action monitoring, SRM). Масса исходного иона
зависит от массы фрагмента ФОВ, конъюгиро-
ванного с пептидом [74]. В процессе фрагмента-
ции сначала удаляется фосфильная часть ФОВ.
Характеристичными ионами-продуктами явля-
ются ионы с массовыми числами m/z 778, 673 и
602, соответствующие фрагментам нативного
пептида. Ионы-продукты фосфонилированного
нонапептида могут быть успешно идентифици-
рованы в пределах отклонения от теоретических

массовых чисел 5 ppm. Фиддер с соавт. [73] описа-
ли процедуру извлечения БХЭ из плазмы с ис-
пользованием самодельных прокаинамидных ге-
лей. В последние несколько лет процедура пробо-
подготовки для выделения БХЭ из плазмы была
еще более усовершенствована. В работе [75] про-
демонстрирована эффективность использования
магнитных шариков, покрытых антителами, для
выделения БХЭ из плазмы, что привело к лучшей
очистке образца и повышению возможностей ав-
томатизации метода. Метод иммуномагнитной
сепарации оптимизирован [76] для количествен-
ного определения аддукта и повышения произво-
дительности анализа [77]. В 2019 г. опубликована
работа [78], авторы которой использовали метод
аффинной хроматографии для очистки БХЭ в ка-
честве альтернативы выделению БХЭ с помощью
антител. Анализ образующихся после фрагменти-
рования ингибированной ФОВ БХЭ нонапептид-
ных аддуктов в настоящее время также применя-
ется для биомониторинга воздействия на организм
других ингибиторов холинэстеразы. Например, в
работах [79] и [80] использовали аналогичный пеп-
тид для диагностики воздействия три-о-крезил-
фосфата, нейротоксический эффект которого
обусловлен его метаболизмом в печени с образо-
ванием продукта биотрансформации 2-(о-кре-
зил)-4Н-1,3,2-бензодиоксафосфоран-2-он (са-
лингенинфосфат), ингибирующего БХЭ.

Другой подход представлен в работе [81]. Вы-
деленный фосфонилированный сериновый оста-
ток ингибированной ФОВ БХЭ может быть пре-
вращен в щелочных условиях в дегидроаланино-
вый остаток, который впоследствии может
вступать в типовые реакции, образуя универсаль-
ный для всех ФОВ биомаркер. Сывороточный
альбумин также является целевым белком для
ФОВ, особенно при тирозине-411, но с более низ-
ким сродством к ФОВ, чем БХЭ. В этом случае
проводят протеолиз с применением проназы, да-
лее тирозиновый аддукт определяют с помощью
ВЭЖХ-МС. Аддукты ФОВ с альбумином являют-
ся неподверженными старению биомаркерами
воздействия ФОВ и пестицидов [82, 83]. В случае
интоксикации VX уходящей группой при связы-
вании с белками является диизопропиламино-
этантиол (ДИПАЭТ). Это соединение настолько
специфично для VX, что может служить репре-
зентативным биомаркером воздействия VX. Сво-
бодная тиольная группа поддается реакции с бел-
ками, такими как альбумин, и связывается с раз-
личными цистеиновыми остатками с образованием
дисульфидной связи. В работах [84, 85] сообщалось
об определении аддукта ДИПАЭТ с альбумином в
виде дипептида цистеин–пролин–ДИПАЭТ и три-
пептида метионин–пролин–цистеин–ДИПАЭТ,
полученных в результате ферментативного гид-
ролиза проназой. Эти биомаркеры являются наи-
более специфичными для ФОВ V-типа.
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Таблица 4. Обобщенные сведения о биомаркерах экспозиции фосфорорганических отравляющих веществ и ме-
тодах их извлечения и разделения (метод анализа – ВЭЖХ-МС/МС)

Биомаркер Метод извлечения Литература

Объект анализа – плазма крови

Нонапептид, модифицированный по серину 
остатком ФОВ (FGES(AlkylMPA)AGAAS)

Деалкилированный нонапептид, модифици-
рованный по серину метил фосфоновой кис-
лотой (МФК) (FGES(MPA)AGAAS)
(F – фенилаланин, G – глицин, E – глутами-
новая кислота, S – серин, A – аланин)

Ферментативный гидролиз пепсином БХЭ, 
ингибированной ФОВ

 [72]

Иммуно-магнитная сепарация для выделения 
БХЭ из плазмы, ультрамикрофильтрация

 [76]

Выделение аддуктов АХЭ с использованием
регенерируемого аффинного сорбента на основе 
хуприна (Hupresin)

 [77]

Тирозин, модифицированный ФОВ 
(AlkylMPA-Tyr)

Протеолиз с применением проназы, ТФЭ на кар-
тирджах Strata SDB-L (стирол дивинилбензол)

 [82]

Дипептид, модифицированный по цистеину 
диизопропламиноэтантиолом (цистеин–про-
лин–ДИПАЭТ)

Трипептид, модифицированный по цистеину 
диизопропламиноэтантиолом (метионин–
пролин–цистеин–ДИПАЭТ)

Протеолиз с применением проназы, ультрамикро-
фильтрация

 [84]

Объект анализа – моча

Алкилметилфосфоновые кислоты (АМФК)

Фильтрация на мембранном фильтре и разбавле-
ние деионизованной водой

 [36]
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При использовании технологий определения
биомаркеров ОВ, представляющих собой фраг-
менты биомолекул, модифицированных остатка-
ми ОВ (табл. 4), наиболее сложной является ста-
дия извлечения целевых аналитов и их очистки от
коэлюируемых примесей.

* * *

Для извлечения и концентрирования ОВ и
продуктов их трансформации из водных сред,
включая вытяжки из почвы и донных отложений,
а также биопробы, наибольшие перспективы
дальнейшего развития имеет метод ТФЭ с приме-
нением гидрофильно-липофильных полимерных
сорбентов, которые могут быть использованы в
широком диапазоне рН загружаемых растворов и
элюентов и способны обратимо удерживать ве-
щества с существенно различающимися физико-
химическими свойствами. При общей тенденции
к упрощению процедур подготовки маркеров ОВ
к инструментальному анализу определение фраг-
ментированных аддуктов ОВ с биомолекулами
даже при использовании высокоселективных ме-
тодов ГХ-МС/МС и ВЭЖХ-МС/МС-ВР требует
выделения из биоматриц, концентрирования и
очистки аналитов. Различные варианты хромато-
масс-спектрометрического анализа для иденти-
фикации ОВ и продуктов их трансформации,
определяются типом используемого оборудова-
ния, в то время как процедуры разделения и кон-
центрирования, применяемые разными лабора-
ториями, часто основаны на оригинальных раз-
работках и представляют большой научный
интерес.
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ной природы.

Ключевые слова: капиллярный электрофорез, капиллярная электрохроматография, мицеллярная
электрокинетическая хроматография, модификаторы, онлайн-концентрирование, имидазолиевые
ионные жидкости.
DOI: 10.31857/S0044450221090061

Метод капиллярного электрофореза (КЭ) поз-
воляет оценивать аналитические возможности
различных модификаторов при их применении в
качестве стационарных и псевдостационарных
фаз, способных регулировать эффективность и
селективность разделения аналитов, а также
предлагать новые пути внутрикапиллярного кон-
центрирования с их участием. Достижения орга-
нического синтеза, существенно расширили
спектр соединений, способных выполнять роль
таких модификаторов. Для этой цели востребова-
ны поверхностно-активные вещества (ПАВ) [1, 2],
гидрофильные и гидрофобные полимеры [3–6],
дендритные [7] и молекулярно-импринтирован-
ные полимерные материалы, связанные с наноча-
стицами [8, 9], наночастицы [10], ионные жидко-
сти [11–14] и др. Выбор того или иного модифи-
катора в существенной степени обусловлен
природой определяемых аналитов [15]. При вве-
дении в состав фонового электролита (ФЭ) моди-
фикаторы могут выполнять различные функции:
предотвращать сорбцию определяемых соедине-
ний, изменять скорость и направление электро-
осмотического потока (ЭОП), регулировать се-

лективность разделения за счет дополнительных
взаимодействий с аналитами, способствовать ре-
ализации различных режимов капиллярного
электрофореза (мицеллярная электрокинетиче-
ская хроматография, капиллярная электрохрома-
тография, микроэмульсинная электрокинетиче-
ская хроматография, лигандообменный капил-
лярный электрофорез), участвовать в процессах
внутрикапиллярного концентрирования. Наибо-
лее часто для этих целей используют анионные и
катионные ПАВ (додецилсульфат натрия, ДДСН;
цетилтриметиламмоний бромид, ЦТАБ) в кон-
центрации выше критической концентрации ми-
целлообразования (ККМ), а также циклодекстри-
ны (ЦД) и их производные. Проникновение ана-
литов в гидрофобную полость мицелл или
макроциклов обеспечивает дополнительный
вклад в селективность разделения и лежит в основе
некоторых широко применяемых методов кон-
центрирования.

Одним из наиболее универсальных и эффек-
тивных вариантов электрофоретического он-
лайн-концентрирования заряженных и ней-
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тральных соединений является свипинг (sweep-
ing), в основе которого лежит концентрирование
аналитов псевдостационарной фазой (мицелла-
ми), проникающей в зону образца, не содержа-
щую мицелл. Факторы концентрирования дости-
гают значений 1000–5000. В клинической меди-
цине именно свипинг предпочтителен при
определении следовых количеств биологически
активных веществ в моче, сыворотке и плазме
крови. Наряду с ДДСН [2] и ЦТАБ [1], в форми-
ровании псевдостационарных фаз и процессах
внутрикапиллярного концентрирования успеш-
но применяют и более сложные ПАВ, такие как
“гемини” [16] и диалкилзамещенные ПАВ [17],
для которых характерна более высокая стабиль-
ность и меньшее значение ККМ. Производные
ЦД в условиях мицеллярной электрокинетиче-
ской хроматографии могут одновременно выпол-
нять роль концентрирующих агентов и хираль-
ных селекторов [18, 19]. В работе [18] применение
сульфо-β-ЦД в качестве хиральной псевдостаци-
онарной фазы обеспечило разделение энантио-
меров хлорфенамина с одновременным его кон-
центрированием в 190 раз.

В последние годы успешно зарекомендовали
себя методы онлайн-концентрирования ней-
тральных соединений, основанные на разруше-
нии мицелл (analyte focusing by micelle collapse,
AFMC) [13, 20, 21]. В отличие от процедуры клас-
сического свипинга, мицеллы при таком подходе
добавляют в раствор пробы с высокой проводи-
мостью. В качестве фонового электролита ис-
пользуют разбавленный буферный раствор с низ-
кой проводимостью, не содержащий мицелл.
Мицеллы переносят нейтральные аналиты в
кварцевый капилляр. На границе с ФЭ концен-
трация ПАВ становится ниже их ККМ. В резуль-
тате мицеллы разрушаются и аналиты высвобож-
даются. Повторный перенос и разрушение ми-
целл приводит к концентрированию аналитов.
Аналогичный подход к внутримолекулярному
концентрированию разработан и для заряженных
аналитов (micelle to solvent stacking, MSS) [14].
В этом случае мицеллы в растворе анализируемой
пробы должны иметь заряд, противоположный
заряду определяемых аналитов. В фоновый элек-
тролит добавляют органический растворитель,
либо его вводят в капилляр перед дозированием
пробы. Как и в предыдущем случае, ионогенные
аналиты переносятся мицеллами в кварцевый ка-
пилляр под действием приложенного напряже-
ния. Внутри капилляра они встречаются с зоной
органического растворителя, что приводит к из-
менению ККМ и разрушению или уменьшению
концентрации мицелл в растворе. Свободные
аналиты электрофоретически мигрируют обрат-
но в зону мицелл, вновь взаимодействуя с ними.
Процесс повторяется до тех пор, пока все мицел-
лы в пробе не разрушатся. Это, в свою очередь,

приводит к эффективному концентрированию
ионов пробы.

Причиной разрушения мицелл может стать и
взаимодействие с ЦД (micelle to cyclodextrin stack-
ing, MCDS) [22, 23], что реализовано при концен-
трировании катионных (с использованием ми-
целл ДДСН), анионных (с использованием ми-
целл ЦТАБ) [22] и нейтральных аналитов [23]
(рис. 1). Последовательно в капилляр вводят об-
разец с мицеллами ДДСН и аналитами, а затем
пробку из нейтрального ЦД в растворе фонового
электролита. Под действием напряжения анали-
ты, связанные с отрицательно заряженными ми-
целлами, мигрируют к границе с ЦД, где форми-
руются комплексы включения макроцикла с
ДДСН. Количество свободного ДДСН становит-
ся недостаточным для образования мицелл, что
приводит к высвобождению аналитов на границе
раздела. Далее сконцентрированные аналиты ми-
грируют по направлению к аноду за счет соб-
ственных электрофоретических подвижностей.

Интересный вариант свипинга, обеспечивший
увеличения чувствительности в 25–30 раз при
электрофоретическом определении 16 аминокис-
лот, предложен в работе [24] (рис. 2). Введенные в
фоновый электролит ионы меди(II), обладающие
большей по сравнению с аминокислотами элек-
трофоретической подвижностью, “догоняют”
аналиты, и за счет процессов комплексообразова-
ния ([Cu(AК)n]+2) способствуют их эффективно-
му концентрированию [24, 25].

Подобный подход применен и при электрофо-
ретическом определении ионов тяжелых метал-
лов (Pb, Cd, Cu) с участием ЭДТА в качестве ком-
плексообразователя (динамическое хелатирование)
с достигнутыми факторами концентрирования
33–100 [26].

Модификатор может не только вводиться в
ФЭ и выполнять роль псевдостационарной фазы
и концентрирующего агента, но и быть ковалент-
но связанным или адсорбированным на поверх-
ности кварцевого капилляра [27], что влияет на
скорость и направление электроосмотического
потока и обеспечивает дополнительный резерв
селективности разделения аналитов с реализаци-
ей режима капиллярной электрохроматографии.
Различные типы модификаторов, используемых
для формирования покрытий и предотвращаю-
щих сорбцию аналитов на стенках капилляра, по-
дробно описаны в работе [15].

В последние годы отмечается рост интереса к
применению новых модификаторов и мицелло-
образующих агентов при электрофоретическом
разделении и внутрикапиллярном концентриро-
вания гидрофильных и гидрофобных аналитов.
Это в существенной степени относится к имида-
золиевым ионным жидкостям (ИЖ), применение
которых оказалось весьма перспективным в про-
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цессах формирования динамических и ковалент-
ных покрытий [28–32], псевдостационарных фаз
для реализации режима свипинга [33] и техники
концентрирования с разрушением мицелл [13, 14,
33]. Так, в работе [33] описан пример трехэтапно-
го концентрирования анионных аналитов с ис-
пользованием имидазолиевой ионной жидко-
сти в качестве катионного ПАВ для формирова-
ния мицелл и положительно заряженного
динамического покрытия: ионселективный
стэкинг, свипинг и разрушение мицелл (MSS)
(рис. 3). Капилляр заполняют положительно заря-
женной мицеллярной фазой, далее осуществля-
ют электрокинетический ввод анализируемого
образца и затем вводят метанольную пробку.
При наложении напряжения мицеллы проника-
ют в матрицу пробы и взаимодействуют с анали-
тами. Образующиеся ассоциаты типа мицелла–
аналит мигрируют к границе матрицы пробы с
метанолом. Изменение гидрофобно-гидрофиль-
ного баланса на границе приводит к разрушению
мицелл и высвобождению отрицательно заря-
женных аналитов. Наличие положительно заря-
женного покрытия кварцевого капилляра и его

тип влияют на факторы концентрирования. Сре-
ди исследуемых катионных модификаторов (по-
ли(диаллилдиметиламмоний) хлорид, гексади-
метрин бромид, 1-додецил-3-метилимидазолия
гидросульфат и др.) именно применение имида-
золиевых ИЖ позволило достичь максимальных
факторов концентрирования (1167–2424) при
разделении методом КЭ и онлайн-концентриро-
вании органических кислот [33].

Введение в фоновый электролит ИЖ с неболь-
шим алкильным радикалом и объемным каркас-
ным заместителем не приводит к заметной моди-
фикации стенок кварцевого капилляра: скорость
ЭОП снижается лишь на 20–25%. Напротив, в
случае длинноцепочечных имидазолиевых ИЖ
генерируется сильный анодный ЭОП, что свиде-
тельствует о формировании динамического по-
крытия. Максимальное значение скорости ЭОП
(–62.7 × 10–9 м2/(В с)) наблюдается при концен-
трации ионной жидкости C12MImCl в ФЭ, близ-
кой к критической концентрации мицеллообра-
зования ИЖ (12–15 мМ) [28]. Тем не менее нали-
чие в фоновом электролите ИЖ C4MImCl

Рис. 1. Схема концентрирования анионных аналитов при разрушении мицелл с участием циклодекстрина [22].
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Рис. 2. Электрофореграммы аминокислот до и после свипинга [24].
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(10 мМ) обеспечило повышение эффективности
и селективности разделения биогенных аминов.

Несмотря на простоту формирования динами-
ческих покрытий, растет число работ, в которых
для разделения и концентрирования биологиче-
ски активных аналитов используют ковалентно
связанные стационарные фазы. Это обеспечивает
стабильный ЭОП и высокую воспроизводимость
результатов анализа. Дизайн на основе имидазо-
лиевого катиона прекрасно зарекомендовал себя
и в этой роли.

Нами предложен вариант синтеза ковалент-
ных покрытий на основе имидазолиевого катио-
на, который включает в себя предварительную
подготовку капилляра, формирование слоя-лин-
кера и функционализацию [28, 30] (рис. 4). Под-
готовка капилляра заключалась в активации его
стенок путем травления щелочью и десорбции
координированной воды. Слой-линкер был
синтезирован в форме олигомера 3-глицидил-
пропилтриметоксисилана в результате четырех
последовательных реакций силилирования. Пер-
вый этап фунционализации – реакция нуклео-
фильного замещения имидазолом с раскрытием
оксиранового кольца. Наличие нуклеофила в полу-
ченной на этом этапе структуре покрытия обеспе-
чило возможность последующей функционализа-
ции посредством реакции нуклеофильного замеще-
ния (в нашем случае использованы 1-бромбутан, 1-
бромоктан, а также предварительно синтезирован-
ный для этой цели моно-п-толуолсульфонил-β-
циклодекстрин).

Аналитические характеристики бутил- и окти-
лимидазолиевых покрытий изучены на примере
электрофоретического разделения основных ана-
литов – биогенных аминов. Ковалентная моди-
фикация внутренней стенки кварцевого капилля-
ра предотвратила сорбцию аналитов, а дополни-
тельные π–π-взаимодействия с имидазолиевым
кольцом проявились в улучшении эффективно-
сти и селективности разделения. Применение

различных вариантов онлайн-концентрирования
на таком покрытии позволило существенно сни-
зить пределы обнаружения (ПО) биогенных ами-
нов (при сочетании свипинга с электростэкингом
для бутилового покрытия – 1–2 нг/мл; для окти-
лового – 0.3–1.1 нг/мл). Это, в свою очередь,
обеспечило определение этих нейромедиаторов в
образцах мочи [28].

В серии электрофоретических экспериментов
используемый дизайн синтезированного кова-
лентного покрытия (рис. 4) позволил обнаружить
весьма интересное явление. Наличие в структуре
покрытия β-ЦД обеспечило, помимо электрофо-
ретического определения гидрофильных аналитов,
разделение гидрофобных стероидных гормонов
(гидроксикортизон, кортикостерон, 11-дезоксикор-
тизол) в режиме капиллярной электрохроматогра-
фии за счет их взаимодействия с гидрофобной поло-
стью макроцикла на поверхности капилляра. При
этом циклодекстрин выполнил роль и хирального
селектора, обеспечив разделение энантиомеров
нестероидного противовоспалительного препа-
рата (рис. 5) [30]. Однако в ходе реализации раз-
личных подходов к онлайн-концентрированию
(стэкинг с большим объемом вводимой пробы,
свипинг) с целью увеличения селективности раз-
деления выявились некоторые ограничения. Для
реализации свипинга в качестве мицеллярного
агента мы использовали β-ЦД, гидроксипропил-
β-ЦД, β-ЦД-MImOTs, а также ионные жидкости
С16MImCl и С12MImCl в концентрациях, превы-
шающих значение ККМ. Вместо ожидаемого эф-
фекта роста селективности разделения наблюда-
лось ее снижение. Причиной этого могла стать
блокировка полостей β-ЦД в составе стационар-
ной фазы введенными в фоновый электролит до-
бавками. Для нивелирования нежелательного эф-
фекта испытали вариант с вводом мицеллярной
пробки. Предположили, что введение псевдоста-
ционарной фазы в виде пробки обеспечит допол-
нительный резерв селективности разделения за

Рис. 4. Общая схема синтеза ковалентных покрытий на основе имидазолиевого катиона [28, 30].
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счет взаимодействия с аналитами, не блокируя
полость макроцикла в составе стационарной фа-
зы. Несмотря на то, что ожидаемого улучшения
селективности не произошло, введение мицел-
лярной пробки с ИЖ в качестве мицеллобразую-
щего агента (С16MImCl, С12MImCl в концентра-
ции выше ККМ и 3-метил-1-β-циклодекстрини-
мидазолтозилат) позволило реализовать режим
стэкинга с большим объемом вводимой пробы
(факторы конентрирования 3–10) с сохранением
селективности разделения [35].

Таким образом, применение имидазолиевых
ионных жидкостей в качестве многофункцио-
нальных катионных модификаторов позволяет
контролировать скорость и направление ЭОП за
счет формирования стабильных ковалентных и
динамических покрытий и способствовать сни-
жению пределов обнаружения за счет реализации
онлайн-концентрирования. Некоторые результа-
ты, полученные при работе с имидазолиевыми
ионными жидкостями, суммированы в табл. 1.

* * *

Применение различных модификаторов для
электрофоретического определения и внутрика-
пиллярного концентрирования гидрофобных и
гидрофильных аналитов – одна из активно разви-
вающихся областей капиллярного электрофоре-
за, существенно расширяющая аналитические
возможности этого метода. Сюда можно отнести
увеличение селективности разделения, предот-
вращение сорбции аналитов, снижение пределов
обнаружения и увеличениe чувствительности
анализа, формирование ковалентных и динами-
ческих покрытий, обеспечивающих различные
режимы электрофоретического метода. Особый
интерес представляют полифункциональные мо-
дификаторы, среди которых успешно зарекомен-
довали себя имидазолиевые ионные жидкости.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (номер гранта 19-13-
00370).

Рис. 5. Аналитические возможности ковалентного покрытия на основе β-циклодекстрина и имидазола [34].
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Сопоставлены аналитические возможности различных схем относительного перемещения потоков
анализируемой водной фазы и газа-экстрагента при осуществлении хроматомембранной газовой
экстракции. Показано, что в тех случаях, когда эффективность системы возрастает с увеличением
скорости потока газа-экстрагента (анализ в режиме online), предпочтительнее прямоточная схема,
а в случае анализа предварительно отобранных проб – двухмерная схема.
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Газовая экстракция относится к важнейшим
методам пробоподготовки при определении лету-
чих органических соединений в водных средах [1, 2].
Она лежит в основе парофазного анализа
(ПФА) – метода получения информации о соcта-
ве конденсированной фазы на основании анализа
контактировавшей с ней газовой фазы [3]. В со-
временном понимании ПФА не ограничивается
только анализом газа-экстрагента и включает
различные варианты дополнительного концен-
трирования аналитов после их газоэкстракцион-
ного извлечения [4]. В зависимости от способа
осуществления газовой экстракции различают
статические, динамические и проточные вариан-
ты ПФА [4, 5]. Традиционные статический и ди-
намический варианты парофазного анализа
включают, как правило, ряд рутинных процедур,
которые относительно плохо поддаются автома-
тизации. В рамках современной тенденции авто-
матизации всей процедуры анализа особую акту-
альность приобретают проточные варианты
ПФА. В них извлечение аналитов происходит при
одновременном движении потоков анализируе-
мой жидкости и газа-экстрагента через массооб-
менное устройство [6, 7]. Применение проточных
вариантов ПФА позволяет также предотвратить
образование артефактов в процессе хранения и
транспортировки проб в лабораторию и увеличи-
вает точность анализа за счет исключения или
уменьшения действия человеческого фактора на
результаты анализа.

Новые возможности для развития проточного
ПФА открыл предложенный Л.Н. Москвиным
хроматомембранный массообменный процесс [8]
и реализуемая в рамках этого процесса хромато-
мембранная газовая экстракция (ХГЭ) [9]. При
осуществлении ХГЭ массообмен между потоками
водной и газовой фазой происходит в гидрофоб-
ной бипористой матрице из политетрафторэтиле-
на с двумя типами открытых пор, различающи-
мися по размерам. По крупным макропорам пе-
ремещается водная фаза, а по микропорам – газ-
экстрагент, который подается в массообменный
слой (бипористую матрицу) и выводится из него
через гидрофобные непроницаемые для водной
фазы микропористые мембраны. Поток газа-экс-
трагента с выделенными из водной фазы летучи-
ми компонентами подается либо в дозатор газо-
вого хроматографа и анализируется, либо про-
пускается через сорбционную колонку для
газоадсорбционного концентрирования анали-
тов с их последующей термодесорбцией.

В ХГЭ хроматографический механизм меж-
фазного обмена между жидкой и газовой фазой
сочетается с мембранным процессом введения и
выведения фаз из зоны массообмена. Подобное
сочетание обеспечивает, с одной стороны, высо-
кую эффективность разделения, свойственную
хроматографическим методам, а с другой, – воз-
можность разделения в непрерывном или легко
автоматизируемом дискретном режиме.
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Теоретически направление потоков обмени-
вающихся фаз через массообменный слой может
быть любым. Однако практическое значение
имеют три схемы относительного перемещения
фаз: прямоточная (потоки жидкой и газовой фа-
зы перемещаются в одном направлении); двух-
мерная (потоки фаз перемещаются под углом
90 град) и противоточная (потоки перемещаются
навстречу друг другу) (рис. 1). Закономерности
указанных схем ХГЭ подробно изучены, однако
непосредственное сравнение их возможностей
ранее не проводили.

Цель настоящей работы – сравнение аналити-
ческих возможностей различных схем хромато-
мембранной газовой экстракции применительно
к определению летучих органических соедине-
ний в водных растворах.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Исследования проводили в хроматомембран-

ных ячейках, конструкция которых позволяла не-
прерывно пропускать потоки водной пробы и га-
за-экстрагента в одном, противоположном и пер-
пендикулярном направлениях. Массообменный
слой в ячейке состоял из бипористого политет-
рафторэтилена (ПТФЭ), который получали по
известной методике [10]. Исходным материалом
для изготовления служил полимеризационный
порошок ПТФЭ марки Ф-4ПН-20 производства
ООО “Галополимер” (Пермь, Россия). Размеры
макропор слоя составляли (50–200) мкм, микро-
пор – (0.5–5) мкм. Хроматомембранные ячейки
для прямоточной и противоточной ХГЭ имели

массообменный слой цилиндрической формы
диаметром 16 мм и высотами 20 и 16 мм (ячейки 1
и 2 соответственно). Ячейки для двухмерного ва-
рианта имели массообменный слой в виде парал-
лелепипеда, их габариты (50 × 20 × 10) мм (ячейка 3)
и (20 × 10 × 10) мм (ячейка 4). Первой указана
длина, за которую принимали протяженность
массообменного слоя по направлению движения
водной фазы, второй – ширина – протяженность
массообменного слоя перпендикулярно движе-
нию потоков водной и газовой фаз, третьей – вы-
сота – протяженность слоя по направлению дви-
жения газовой фазы. Массообменный слой был
ограничен с двух противоположных сторон
микропористыми ПТФЭ-мембранами марки
МФ-ФМ 400 L/G толщиной 300 мкм со средним
диаметром пор 0.5 мкм производства НПО “Эко-
фильтр” (Обнинск, Россия).

Анализируемую жидкость вытесняли из про-
боотборной емкости и подавали в ячейки под
действием избыточного давления газа, создавае-
мого регулятором давления, входящим в состав
формирователя газовых потоков производства
“Хроматэк” (Россия). Скорость потока газа-экс-
трагента через ячейку (WG) устанавливали с по-
мощью регулятора расхода того же формировате-
ля и проверяли с помощью мыльно-пленочного
расходомера. Расход жидкости (WL) измеряли с
помощью мерного цилиндра и секундомера. Вод-
ные растворы с заданной концентрацией тесто-
вых веществ, квалификации которых была не ни-
же ч., готовили объемно-объемным способом.

Определение тестовых веществ в потоке газа-
экстрагента на выходе из ячейки выполняли с по-

Рис. 1. Прямоточная (а), противоточная (б) и двухмерная (в) схемы хроматомембранной газовой экстракции: 1 и 3 –
вход и выход потока газа-экстрагента, 2 и 4 – вход и выход потока водной пробы, 5 – массообменный слой, 6 – мем-
браны.
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мощью газового хроматографа Кристалл-5000.2
(Хроматэк, Россия), снабженного пламенно-
ионизационным детектором и капиллярной ко-
лонкой BPX-1 (10 м × 0.53 мм × 2.65 мкм) со
100%-ным диметилполисилоксаном в качестве
неподвижной фазы. Для этого поток газа-экстра-
гента направляли в дозирующую петлю (1 мл) ав-
томатического обогреваемого крана-дозатора.
Температурные режимы работы хроматографа
выбирали в зависимости от природы тестовых ве-
ществ.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Условия осуществления хроматомембранной га-

зовой экстракции. Одновременное движение жид-
кости по макропорам массообменного слоя, а га-
за-экстрагента – по микропорам возможно тогда,
когда в любой точке массообменного слоя, в част-
ности на входе и на выходе из него, выполняется
условие:

(1)
где PG и PL – давление газовой и жидкой фазы со-
ответственно, Pc – капиллярное давление. Вы-
полнение правой части этого неравенства должно
обеспечиваться и для мембран, в противном слу-
чае в их поры будет проникать жидкая фаза и пре-
пятствовать прохождению потока газовой.

В прямоточной схеме одна из фаз на входе в
массообменный слой, где ее давление макси-
мально, и на выходе из этого слоя, где ее давление
минимально, контактирует с другой фазой, име-
ющей ту же направленность градиента давления.
В соответствии с неравенством (1) допустимые
градиенты давлений фаз ΔР (разность давлений
на входе и выходе) определяются  неравенством:

В случае противоточной и двухмерной схем
одна из фаз на входе в массообменный слой кон-
тактирует с другой фазой, находящейся на выходе
из него, и допустимые градиенты давлений долж-
ны отвечать более жесткому условию, значитель-
но ограничивающему потоки обменивающих фаз
через ячейку:

Критерии выбора размеров макропор в ХГЭ те
же, что и при выборе размеров частиц сорбентов
и носителей в хроматографии. В обоих случаях
приходится искать компромисс между увеличе-
нием эффективности массообмена и уменьшени-
ем проницаемости массообменного слоя при
уменьшении размеров частиц. Для решения боль-
шинства аналитических задач диапазон размеров
макропор (100–200) мкм можно принять в каче-
стве оптимального. Поскольку в ХГЭ межфазный
обмен происходит на границе микро- и макро-

G L G с ,P P P P< < +

L G c– . | Р Р РΔ Δ ≤

L G c . Р Р РΔ + Δ ≤

пор, микропоры выступают лишь в роли транс-
портных каналов для прохождения газовой фазы
и их радиус не оказывает значимого влияния на
эффективность массообмена. Поэтому опти-
мальный радиус микропор соответствует макси-
мальному расходу газовой фазы. Увеличение ра-
диуса микропор, с одной стороны, ведет к увели-
чению проницаемости, а с другой, – к
уменьшению Рс и, следовательно, к уменьшению
допустимой величины ΔРG. Зависимость расхода
газа от радиуса микропор проходит через макси-
мум в диапазоне от 0.5 до 2 мкм, который можно
принять в качестве оптимального.

Применение бипористых сред с оптимальны-
ми размерами макро- и микропор позволяет реа-
лизовывать ХГЭ в достаточно широких пределах
изменения скоростей потоков обеих фаз (табл. 1).
Как видно из табл. 1, в отличие от других схем, в
случае прямоточной схемы увеличение расхода вод-
ной фазы позволяет увеличивать и расход газа-экс-
трагента через хроматомембранную ячейку.

Для объективного сравнения аналитических
возможностей различных схем ХГЭ необходимо
учитывать режимы ее осуществления. Если пара-
метры процесса ХГЭ остаются неизменными во
времени, в том числе концентрации аналитов на
входе в ячейку, то через определенный интервал
времени становятся постоянными и концентра-
ции аналитов в потоке газа-экстрагента на выходе
из ячейки. Такой режим процесса принято назы-
вать стационарным. На практике стационарному
режиму соответствует традиционный лаборатор-
ный анализ предварительно отобранных проб, а
также анализ в режиме online с медленно изменя-
ющимися концентрациями аналитов в потоке
анализируемой пробы.

При изменении каких-либо параметров про-
цесса, в частности, при быстром изменении кон-
центраций аналитов на входе в ячейку, концен-
трации аналитов на выходе из нее изменяются не
мгновенно, а постепенно приближаются к своему
новому стационарному значению. Такой режим
принято называть переходным [11]. Исследова-
ние закономерностей переходного режима акту-

Таблица 1. Предельные расходы воздуха (WG) через
хроматомембранные ячейки в зависимости от расхода
воды (WL) для различных схем хроматомембранной га-
зовой экстракции

WL, 
мл/мин

WG, мл/мин

прямоточная
ячейка 1

противоточная
ячейка 1

двухмерная
ячейка 4

5.0 260 50 90
10.0 340 35 60
15.0 380 20 35
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ально для анализа в режиме online, когда аналиты
непрерывно извлекаются из потока анализируе-
мой среды непосредственно на пробоотборной
линии.

Стационарный режим хроматомембранной газо-
вой экстракции. Хроматографический принцип
межфазного обмена при осуществлении ХГЭ поз-
волил использовать тарелочную модель для адек-
ватного описания всех схем этого процесса [12–
14]. Для прямоточной схемы ХГЭ эффективность
массоoбмена соответствует одной эквивалентной
теоретической тарелке. При этом зависимость
концентрации аналита в потоке газа-экстрагента
на выходе из хроматомембранной ячйки cG от его
концентрации в жидкой фазе на входе в нее c0
определяется только коэффициентом распреде-
ления аналита в системе жидкость–газ (K) и соот-
ношением объемных скоростей потоков (расхо-
дов) газа-экстрагента (WG) и жидкой пробы (W0)
через ячейку [12]:

(2)

где K – коэффициент распределения, равный от-
ношению его концентраций в газовой и жидкой
фазах при равновесии.

В прямоточной схеме, если длина массооб-
менного слоя больше высоты, эквивалентной
теоретической тарелке (ВЭТТ), то ее изменение
не влияет на концентрацию аналитов в выходя-
щем из ячейки потоке газа-экстрагента cG. Учи-
тывая, что типичные значения ВЭТТ в ХГЭ не
превышают (5–10) мм, для реализации прямоточ-
ной схемы могут быть использованы достаточно
миниатюрные ячейки.

В случае противоточной схемы массообмен-
ный слой может рассматриваться по аналогии с
обычной хроматографической колонкой как ряд
последовательно соединенных эквивалентных тео-

G 0
G 0

1 ,
1

c c
K W W

=
+

ретических тарелок, характеризующихся опреде-
ленной ВЭТТ [13]. Для этой схемы справедливо:

(3)

где N – число эквивалентных теоретических таре-
лок. Легко убедиться, что выражение (2) перехо-
дит в неравенство (1) при N = 1.

Для описания двухмерной схемы ХГЭ предло-
жена модель двухмерных теоретических тарелок,
в основе которой лежит представление о массооб-
менном слое как о прямоугольной матрице
(рис. 2), состоящей из совокупности двухмерных
тарелок [14]. Эти тарелки характеризуются ВЭТТ
по направлению движения потока жидкой фазы и
ВЭТТ по направлению движения газовой фазы.
В рамках этой модели справедливо:

где Y = W0/(WGK), ! – символ факториала.
Основным недостатком рассмотренной моде-

ли, основанной на представлении о двухмерных
теоретических тарелках, является громоздкое ма-
тематическое описание, ограниченное к тому же
целочисленными значениями N и М. Для описа-
ния двухмерной схемы ХГЭ представляет интерес
известная [15] модель перекрестной экстракции
(рис. 3).

Для того, чтобы использовать модель пере-
крестной экстракции, необходимо принять, что
протяженность тарелки в направлении движения
потока газа-экстрагента равна протяженности
массообменного слоя и соответственно М = 1. Ра-
нее показано [14], что при прочих равных услови-
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Рис. 2. Тарелочная модель двухмерной схемы хроматомембранной газовой экстракции: 1 – поток водной пробы, 2 –
поток газа-экстрагента. N и M – число тарелок по направлению движения потоков водной пробы и газа-экстрагента
соответственно.
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ях увеличение высоты массообменного слоя Н
приводит к увеличению концентрации аналита в
потоке газа-экстрагента, однако представленная
на рис. 3 модель этого не учитывает. В этой связи
логично принять, что

где N и N – число тарелок в направлении движе-
ния потока отдающей фазы в перекрeстной и та-
релочной моделях соответственно. В рамках пе-
рекрестной модели получаем:

(4)
Общие закономерности различных схем ХГЭ,

независимо от абсолютных значений коэффици-
ентов распределения аналитов и расходов пробы
и газа-экстрагента через ячейку, отражают зави-
симости величины (cG/c0K) от соотношения
W0/(WGK) = Y. Экспериментальные и рассчитан-
ные по уравнениям (2)–(4) зависимости для пря-
моточной, противоточной и двухмерной схем
приведены на рис. 4.

Анализ рассматриваемых зависимостей позво-
ляет, выделить три области осуществления ХГЭ
(см. рис. 4): режим полного извлечения аналитов
из потока пробы в поток экстрагента (I), когда с
достаточной для практики точностью можно
принять:

(5)
область частичного извлечения или насыщения
(II) и область равновесного насыщения (III) по-
тока газа-экстрагента выделяемым аналитом, ко-
гда можно принять:

(6)
С точки зрения аналитического применения

наибольший интерес представляют области пол-
ного извлечения и равновесного насыщения, ко-
торые обеспечивают минимальную погрешность
анализа, поскольку в этом случае результаты ана-
лиза в минимальной степени подвержены влия-
нию изменений условий эксперимента. Диапазо-
ны указанных областей зависят от выбранной
схемы ХГЭ. Недостатком прямоточной схемы яв-
ляются узкие диапазоны соотношения расходов
фаз, при которых реализуются полное извлечение
и равновесное насыщение. Как следует из урав-

,N NM=

–
G 0 1 – 1 1/ .[ ( ) ]NMc c KY YNM= +

G 0 0 G/ ,c c W W=

G 0. c Kc=

нения (2), выполнение соотношения (5) с по-
грешностью менее 1 отн. % будет достигнyто, ес-
ли W0/WG < 100K, а соотношения (6) – если
W0/WG > 100K. В случае противоточной и двух-
мерной схем указанные режимы легко реализуются
соответственно при W0/WG < 2K и W0/WG > 2K.

Положительный эффект от увеличения числа
тарелок в противоточной схеме постепенно осла-
бевает по мере увеличения N. Поскольку увеличе-
ние длины массообменного слоя приводит к про-
порциональному увеличению инерционности
экстракционной системы, применение громозд-
ких хроматомембранных ячеек становится нера-
циональным. С учетом величины ВЭТТ опти-
мальная длина массообменного слоя ХМЯ для

Рис. 3. Перекрестная модель двухмерной схемы ХГЭ: 1 – поток водной пробы, 2 – поток газа-экстрагента. N – число
тарелок по направлению движения потоков отдающей фазы пробы.

1

2

1 2 … N
—

Рис. 4. Закономерности прямоточной, противоточ-
ной и двухмерной схем хроматомембранной газовой
экстракции. Сплошные линии – зависимости, рас-
считанные по уравнению (3) (1 – N = 1, 3 – N = 3, 4 –
N = 10) и по уравнению (4) (2 – N = 5, M = 2);
значки – экспериментальные данные. 5, 6 – прямо-
точная схема (ячейка 1); 7, 8 – двухмерная схема
(ячейка 3); 9, 10 – противоточная схема (ячейка 1). 5,
7, 9 – бензол; 6, 8, 10 – хлороформ. I – область полно-
го извлечения, II – область частичного извлечения и
насыщения, III – область равновесного насыщения
(для кривой 4).
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противоточной схемы составляет 20–30 мм, при
которой обеспечивается N ≈ (3–4).

Аналогичные тенденции проявляются и для
двухмерной схемы ХГЭ. Как указано выше, к по-
вышению концентрации выделяемого компо-
нента в экстрагенте приводит не только увеличе-
ние N, но и М, т.е. увеличение как длины, так и
высоты массообменного слоя. При прочих рав-
ных условиях, в частности, при одном и том же
объеме массообменного слоя, максимальные зна-
чения сG достигаются при равном числе М и N.
Принимая во внимание, что ВЭТТ в направлении
потока водной пробы приблизительно в пять раз
больше, чем ВЭТТ в направлении потока газа-
экстаргента, оптимальное соотношение длины и
высоты массообменного слоя составляет 5 : 1.

При лабораторном анализе, когда быстродей-
ствие экстракционной системы не имеет принци-
пиального значения, оптимальной является двух-
мерная схема ХГЭ. Эта схема, в отличие от проти-
воточной, позволяет варьировать соотношения

расходов фаз в гораздо более широком диапазоне
и, в отличие от прямоточной схемы, дает возмож-
ность достигать равновесного насыщения при го-
раздо меньшем соотношении W0/WG.

Переходный режим. Закономерности этого ре-
жима имеют принципиальное значение при кон-
троле состава потока анализируемой среды в ре-
жиме online. Установлено [16], что переходный
режим ХГЭ адекватно описывается уравнением:

(7)

где cG(t) – текущее значение концентрации ком-
понента в потоке экстрагента на выходе из хрома-
томембранной ячейки,  и  – концентрации
компонента в потоке газа-экстрагента соответ-
ственно до и после изменения концентрации в
потоке пробы на входе в ячейку, t – время после
изменения концентрации в потоке пробы, τ – по-
стоянная времени ячейки.

На основании тарелочной теории получено
следующее выражение для постоянной времени
хроматомембранной ячейки [12]:

где V0, VG и VS – объемы водной пробы, газа-экс-
трагента и твердофазного носителя в ячейке;
KSG – коэффициент адсорбции аналита из газовой
фазы на поверхности твердофазного носителя.

Таким образом, к повышению быстродей-
ствия хроматомембранной ячейки (уменьшению
ее постоянной времени) приводит уменьшение
размеров массообменного слоя, увеличение рас-
ходов фаз, снижение удельной поверхности носи-
теля и повышение температуры, обусловливаю-
щие снижение адсорбции из газовой фазы. При
одинаковых размерах и структуре массообменно-
го слоя прямоточная схема ХГЭ обеспечивает
максимальное быстродействие, поскольку при ее
реализации можно использовать в несколько раз
более высокие расходы обменивающихся фаз че-
рез ячейку (см. табл. 1). По этой же причине двух-
мерная схема обладает большим быстродействи-
ем по сравнению с противоточной. Динамика из-
менения концентрации аналита (на примере
этилацетата) в потоке газа-экстрагента после из-
менения его концентрации в потоке водного рас-
твора с 5 до 50 мг/л для различных схем ХГЭ при-
ведена на рис. 5.

Миниатюрность ячеек и высокая скорость
межфазного обмена обеспечивают высокое быст-
родействие и выгодно отличают ХГЭ от барботи-
рования, где новые стационарные значения сG
устанавливаются спустя несколько минут после
изменения концентрации в анализируемой среде
[17]. При осуществлении ХГЭ постоянная време-
ни для веществ с температурой кипения до 100°С
не превышает одной минуты. Негативное влия-

( ) кон кон 0 /
G G G G– –( ) ,tc t c c c e− τ=

0
Gс кон

Gc

L G S SG L G( ) ( / ,)V V V K W K Wτ = + + +

Рис. 5. Изменение концентрации этилацетата в пото-
ке газа-экстрагента после ее увеличения в потоке
пробы в 10 раз. W0 = 10 мл/мин: 1 – прямоточная схе-
ма, ячейка 2, WG = 250 мл/мин; 2 – двухмерная схема,
ячейка 4, WG = 60 мл/мин; 3 – противоточная схема,
ячейка 2, WG = 40 мл/мин.
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Таблица 2. Влияние температуры на постоянную вре-
мени хроматомембранной ячейки (τ) (двухмерная схе-
ма, ячейка 4, W0 = 10 мл/мин, WG = 20 мл/мин)

Аналит
τ, с

25°С 65°С

Диэтиловый эфир 12 8
Дихлорметан 33 18
Этилацетат 40 20
Бензол 68 31
Толуол 110 42
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ние адсорбции на быстродействие можно умень-
шить, повышая температуру процесса (табл. 2).
Кроме увеличения быстродействия, повышение
температуры приводит также к значительному (в
3–4 раза) увеличению концентраций аналитов в
потоке газа-экстрагента [18].
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Показана возможность использования микроэмульсии типа “масло-в-воде” состава 3% додецил-
сульфата натрия, 8% н-бутанола, 1% этилацетата, 88% воды (по массе) в качестве экстрагента для
извлечения и концентрирования стероидных гормонов кортизола, кортизона, кортикостерона,
11-дезоксикортизола, 11-дезоксикортикостерона из водных растворов и образцов мочи с последую-
щим анализом методом обращенно-фазовой ВЭЖХ со спектрофотометрическим детектированием.
При оптимизации условий экстракции варьировали природу масла, время и температуру экстрак-
ции, а также время расслоения микроэмульсии. Для разрушения микроэмульсии использовали хло-
рид магния. Установлено, что коэффициенты концентрирования стероидных гормонов возрастают
с увеличением гидрофобности аналитов. Пределы обнаружения стероидов составили 0.5–3 нг/мл,
коэффициенты концентрирования – 8–20.

Ключевые слова: микроэмульсионное концентрирование, микроэмульсия “масло-в-воде”, стероид-
ные гормоны, поверхностно-активные вещества, обращенно-фазовая ВЭЖХ.
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Микроэмульсии (МЭ) представляют собой го-
могенные, термодинамически стабильные и оп-
тически прозрачные системы с размером капель
(10–200) нм. Для микроэмульсий, в отличие от их
макроаналогов, характерна бóльшая площадь по-
верхности. Выделяют микроэмульсии типа “мас-
ло-в-воде” (М/В) и “вода-в-масле”, где под маслом
понимают любую малорастворимую в воде орга-
ническую жидкость. В составе микроэмульсии
обязательно содержится поверхностно-активное
вещество (ПАВ) в концентрации, превышающей
критическую концентрацию мицеллообразова-
ния. Для формирования МЭ часто требуется
введение второго немицеллобразующего ПАВ
(со-ПАВ) – спирта с небольшим гидрофобным
радикалом (от н-бутанола до н-октанола). Роль
со-ПАВ заключается в стабилизации МЭ и сни-
жении поверхностного натяжения на границе
раздела двух фаз [1, 2]. Микроэмульсии обладают
повышенной солюбилизирующей емкостью, т.е.
способностью растворять полярные и неполяр-
ные аналиты. Это свойство МЭ оказалось востре-
бованным при определении стероидных гормо-
нов [3–8], полифенолов и катехоламинов [9, 10],
витаминов [11–13] и др. в условиях микроэмуль-
сионной электрокинетической хроматографии, а
также в процессах пробоподготовки объектов со

сложной матрицей для извлечения и концентри-
рования соединений различной природы и полу-
чило название метода микроэмульсионной экс-
тракции [14, 15]. Принцип такой экстракции за-
ключается в концентрировании аналитов в капли
масла или воды, после чего микроэмульсии разру-
шают. При этом образуются несмешивающиеся
слои органической и водной фаз. Целевые ком-
поненты концентрируются в фазе меньшего объ-
ема. При оптимизации условий микроэмульси-
онной экстракции варьируют природу масла, со-
ПАВ, время экстракции и расслоения МЭ.

Способы разрушения микроэмульсии зависят
от типа используемого детергента (ионогенного,
цвиттер-ионного, неионогенного). Среди анион-
ных ПАВ наибольшее распространение получили
додецилсульфат (ДДСН) и октилсульфонат на-
трия; катионных – цетилтриметиламмония бро-
мид; неионогенных – гидроксиэтилированные
первичные и вторичные жирные спирты, поли-
этиленгликолевые эфиры жирных кислот и др.
Растворы анионных ПАВ подвергают фазовому
разделению путем добавления кислот [16]. Дан-
ный способ применен для экстракции в мицеллы
ДДСН различных полициклических ароматиче-
ских углеводородов (ПАУ) из водных образцов.
Растворы неионогенных ПАВ разделяют на две
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фазы при повышении температуры (так называе-
мая “экстракция в точке помутнения”). Подоб-
ный подход применен для разрушения МЭ на ос-
нове Тритона Х-100 с целью извлечения ионов
кальция, магния и кобальта из образцов дизель-
ного топлива [17]. Показана [15] возможность
расслоения МЭ на основе ДДСН путем добавле-
ния избытка ионов кальция за счет образования
осадка с ДДСН. Способ апробирован при опреде-
лении ПАУ и диалкилфталатов в образцах почв.
В некоторых работах стабильные МЭ разрушают
при длительном (15 мин) и интенсивном центри-
фугировании. Такой способ применили в работе
[18] для извлечения антиоксиданта ликопина
из томатов с помощью МЭ с сапонином в каче-
стве ПАВ.

Цель данной работы – выявление возможно-
сти использования микроэмульсий типа масло в
воде в качестве экстрагента для извлечения и кон-
центрирования стероидных гормонов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Способ приготовления микроэмульсии типа

“масло в воде”. Общий алгоритм приготовления
микроэмульсии следующий. К точной навеске
ПАВ (додецилсульфата натрия) добавляют необ-
ходимое количество дистиллированной воды и
помещают в ультразвуковую баню до полного
растворения ДДСН. Затем к полученному раство-
ру прибавляют определенное количество масла и
тщательно перемешивают; далее добавляют со-
ПАВ (н-бутанол), перемешивают и помещают в
ультразвуковую баню на 15 мин для образования
микроэмульсии.

После серии предварительных экспериментов
выбрали состав микроэмульсии. Для приготовле-
ния 10 мл МЭ состава 3% ДДСН, 8% н-бутанола,
1% этилацетата, 88% воды (по массе), используе-
мой для извлечения стероидных гомонов из об-
разцов мочи, в пробирке емк. 25 мл взвешивали
0.3 г ДДСН, добавляли 8.9 мл дистиллированной
воды и помещали в ультразвуковую баню до пол-
ного растворения ДДСН. Затем к раствору ДДСН
добавляли 111 мкл этилацетата, перемешивали,
добавляли 990 мкл н-бутанола, снова перемеши-
вали и помещали в ультразвуковую баню на
15 мин для образования микроэмульсии.

Приготовление растворов стандартов. Тестовые
растворы аналитов с концентрацией 1 мг/мл по-
лучали растворением точной навески каждого из
стероидов (0.001 г в 1 мл ацетонитрила) и хранили
при –16°С в морозильной камере. Разбавлением
тестовых растворов дистиллированной водой по-
лучали требуемые рабочие растворы.

Схема пробоподготовки образцов мочи для из-
влечения кортикостероидов с использованием мик-
роэмульсии типа “масло в воде”. В пробирке типа

Эппендорф емк. 2 мл смешивали 1000 мкл образ-
ца мочи и 500 мкл микроэмульсии типа масло в
воде (3% ДДСН, 8% н-бутанола, 1% этилацетата,
88% (по массе)). Полученный раствор помещали
в ультразвуковую баню на 5 мин для экстракции
стероидных гормонов в каплю микроэмульсии.
Затем к раствору добавляли 0.3 г сухого MgCl2 и
помещали в ультразвуковую баню на 10 мин для
разрушения микроэмульсии. Отбирали 40 мкл
образовавшегося органического слоя, добавляли
20 мкл 1 М раствора NaOH, центрифугировали в
течение 1 мин со скоростью 10000 об/мин и отби-
рали надосадочную жидкость для хроматографи-
ческого анализа.

Условия хроматографического разделения кор-
тикостероидов со спектрофотометрическим детек-
тированием. Хроматографический анализ скон-
центрированных стероидных гормонов методом
микроэмульсионной экстракции из водных об-
разцов и проб мочи выполняли на жидкостном
хроматографе “Shumadzu” LC-20 (Япония) c
мультиволновым детектором (SPD-20A); на ко-
лонке Luna C18 (2) (150 × 3 мм, 3 мкм). Условия
обращенно-фазовой (ОФ) ВЭЖХ: подвижная фа-
за: вода (раствор А)–СH3CN (раствор Б). Про-
грамма градиентного элюирования: 0 мин – 26% Б;
3 мин – 26% Б; 10 мин – 40% Б; 13 мин – 60% Б;
15 мин – 80% Б; 17 мин – 80% Б. Скорость по-
движной фазы (п.ф.) – 0.3 мл/мин; объем вводи-
мой пробы – 20 мкл; спектрофотометрическое
детектирование при 254 и 242 нм.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Для хроматографического определения сте-
роидных гормонов, содержание которых в био-
логических жидкостях (сыворотка крови, моча)
составляет всего несколько нг/мл, требуются
предварительные стадии концентрирования и
освобождения от большинства сопутствующих
компонентов матрицы пробы. Мы предположили,
что гидрофобные по природе стероидные гормо-
ны могут проникать из водного раствора в каплю
масла микроэмульсии М/В, а после разрушения
МЭ концентрироваться в органической фазе,
объем которой существенно меньше по сравне-
нию с водной (рис. 1).

При оптимизации условий экстракции стеро-
идных гормонов с помощью микроэмульсии мас-
ло-в-воде на модельных системах варьировали
природу масла, время и температуру экстракции,
а также время расслоения МЭ. Установили, что
аналитическими возможностями обладает экс-
трагирующая система – микроэмульсия состава
3% ПАВ, 8% со-ПАВ (н-бутанол), 1% масла, 88%
воды (по массе). В качестве масла исследовали
различные органические растворители (гексан,
гептан, циклогексан, этилацетат), плотность ко-
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торых меньше 1 г/мл. Необходимо, чтобы органи-
ческая фаза находилась над водной, и после разру-
шения МЭ в объеме органической фазы оставались
масло и со-ПАВ (н-бутанол, ρ = 0.81 г/мл). Макси-
мальные значения коэффициентов концентриро-
вания достигнуты в случае этилацетата (рис. 2).
Другие параметры микроэмульсионной экстрак-
ции стероидов выбирали далее с составом микро-
эмульсии 3% ДДСН, 1% этилацетата, 8% н-бута-
нола, 88% воды (по массе).

Максимальные значения коэффициентов
концентрирования стероидов достигаются при
времени и температуре экстракции в ультразву-
ковой бане 5 мин и 30°С соответственно. Увеличе-
ние значений этих параметров не приводит к росту
коэффициентов концентрирования (рис. 3, 4).

Для разрушения МЭ необходимо выделить
ПАВ в осадок, что может привести к нестабиль-
ности капли масла и расслоению гомогенной си-
стемы. С этой целью провели предварительную се-

Рис. 1. Схема извлечения и концентрирования стероидных гормонов из водных растворов с помощью микроэмульсии
типа “масло-в-воде”.
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Рис. 2. Зависимости коэффициентов концентрирования F, E, B, S, Doc от природы масла (n = 3, P = 0.95). Концентра-
ция стероидных гормонов 100 нг/мл. F – кортизол, E – кортизон, B – кортикостерон, S – 11-дезоксикортизол, Doc –
11-дезоксикортикостерон.
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рию экспериментов по разрушению микроэмуль-
сии с применением водного раствора стандартов
стероидных гормонов кортизола (F), кортизона (Е),
кортикостерона (B), 11-дезоксикортизола (S),
11-дезоксикортикостерона (Doc). Использование
микроэмульсии М/В с цетилтриметиламмоний
бромидом в качестве ПАВ с добавлением перхло-
рата лития привело к образованию рыхлого осадка
перхлората цетилтриметиламмония, который не
отделялся при центрифугировании и мешал отбо-
ру органической фазы.

Для разрушения микроэмульсии М/В на осно-
ве ДДСН применили способ, ранее предложен-

ный в работе [15] и основанный на осаждении
ДДСН солями двухвалентных металлов:

В настоящей работе с этой целью использова-
ли сухой хлорид магния. В предварительных экс-
периментах обнаружили, что расслоение микро-
эмульсии начинается при концентрации ионов
магния 1 М, что соответствует его 20-кратному
избытку по отношению к ДДСН. Рассчитали ко-
эффициенты концентрирования (КК) стероид-
ных гормонов как отношение площадей пиков
аналита до и после экстракции с помощью мик-

( )– 2
22ДДС  Me Me ДДС .++ → ↓

Рис. 3. Зависимости коэффициентов концентрирования F, E, B, S, Doc от времени экстракции (n = 3, P = 0.95). Кон-
центрация стероидных гормонов 100 нг/мл. F – кортизол, E – кортизон, B – кортикостерон, S – 11-дезоксикортизол,
Doc – 11-дезоксикортикостерон.
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Рис. 4. Зависимости коэффициентов концентрирования стероидных гормонов (F, E, B, S, Doc) от температуры экс-
тракции (n = 3, P = 0.95). Концентрация стероидных гормонов 100 нг/мл. F – кортизол, E – кортизон, B – кортико-
стерон, S – 11-дезоксикортизол, Doc – 11-дезоксикортикостерон.
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роэмульсии масло-в-воде при различных концен-
трациях хлорида магния (табл. 1). К водному рас-
твору стандартов стероидных гормонов добавля-
ли МЭ в соотношении 2 : 1 (по объему),
помещали в ультразвуковую баню на 15 мин для
экстракции аналитов в каплю масла, затем вводи-
ли необходимое количество сухого MgCl2 и вновь
помещали в ультразвуковую баню на 10 мин для
разрушения микроэмульсии. Далее отбирали ор-
ганический слой и проводили ОФ ВЭЖХ-УФ-
анализ.

Обнаружено, что коэффициенты концентри-
рования стероидных гормонов возрастают с уве-
личением гидрофобности аналитов. При концен-
трации ионов Mg2+ выше 1.5 М значения КК
практически не изменяются. Таким образом, для
разрушения системы водный раствор аналитов–
микроэмульсия (2 : 1) (по объему) в исследуемую
пробу добавляли твердый MgCl2 в таком количе-
стве, чтобы его концентрация составила 1.5 М.

Максимальные значения КК стероидных гор-
монов получили при времени расслаивания си-
стемы в ультразвуковой бане 10 мин. Дальнейшее
увеличение времени расслаивания приводит к

снижению коэффициентов концентрирования
(рис. 5), что возможно, связано с миграцией мо-
лекул стероидных гормонов к границе раздела ор-
ганической и водной фаз.

Таким образом, извлечение и концентрирова-
ние кортикостероидов из водного раствора с по-
мощью микроэмульсии М/В в выбранных опти-
мальных условиях включает следующие этапы:

• Добавление к водному раствору МЭ состава
3% ДДСН, 8% н-бутанола, 1% этилацетата, 88%
воды в соотношении 2 : 1 (по объему).

• Выдерживание раствора в ультразвуковой
бане при 30°С в течение 5 мин для экстракции
стероидных гормонов в каплю масла.

• Добавление MgCl2 в концентрации 1.5 М и
выдерживание раствора в ультразвуковой бане в
течение 10 мин для разрушения МЭ.

• Отделение органического слоя и его хрома-
тографический анализ (рис. 6).

Как видно из табл. 2, коэффициенты концен-
трирования для F, E, B, S, Doc коррелируют с
гидрофобностью аналитов. Хроматограммы вод-
ных растворов стандартов стероидных гормонов

Таблица 1. Коэффициенты концентрирования кортизола (F), кортизона (Е), кортикостерона (B), 11-дезокси-
кортизола (S), 11-дезоксикортикостерона (Doc) при использовании микроэмульсии масло в воде* (n = 3, P = 0.95)

* Состав микроэмульсии 3% ДДСН, 8% н-бутанола, 1% этилацетата, 88% воды (по массе).

Концентрация 
ионов Mg2+, М

F E B S Doc

1 5.5 ± 0.3 4.6 ± 0.1 10.9 ± 0.5 11.2 ± 0.9 16.0 ± 0.4
1.5 8.4 ± 0.4 7.2 ± 0.2 12.3 ± 0.8 13.9 ± 0.7 18.9 ± 0.7
2 8.0 ± 0.8 6.9 ± 0.4 12.0 ± 0.3 13.5 ± 0.4 19.3 ± 0.5

Рис. 5. Зависимости коэффициентов концентрирования F, E, B, S, Doc от времени расслаивания системы (n = 3,
P = 0.95). Концентрация стероидных гормонов 100 нг/мл. F – кортизол, E – кортизон, B – кортикостерон, S – 11-дез-
оксикортизол, Doc – 11-дезоксикортикостерон.
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до и после экстракции с помощью МЭ М/В в вы-
бранных условиях представлены на рис. 6. Преде-
лы обнаружения стероидных гормонов F, E, B, S,
Doc, рассчитанные по утроенному уровню шума,
составили 0.5–3 нг/мл.

Условия пробоподготовки с использованием
микроэмульсии типа “масло в воде”, выбранные
на модельных растворах, апробировали на образ-
цах мочи с целью извлечения кортизола и корти-
зона. Обнаружена необходимость промывки ана-
лизируемого органического слоя после разруше-
ния МЭ щелочью (1 М раствор NaOH) для
удаления мешающих компонентов реального об-
разца (пигментов и т.д.) и снижения уровня шума
от матрицы пробы. Степени извлечения (RE) до-
бавленных до и после процедуры пробоподготов-
ки в образец биологической матрицы кортизола и
кортизона, рассчитывали как отношение площа-
дей их пиков:

Они составили 83 и 74% соответственно.
Хроматограммы образцов мочи без и с добав-

кой стандартов стероидных гормонов представ-
лены на рис. 7.

* * *
Предложен экспрессный способ пробоподго-

товки образцов мочи для определения кортизона,
кортизола с помощью микроэмульсии М/В со-
става 3% ДДСН, 8% н-бутанола, 1% этилацетата,
88% воды (по массе): соотношение образец–МЭ
(2 : 1, по объему); экстракция в течение 5 мин, до-
бавление сухого MgCl2 в таком количестве, чтобы
его концентрация составила 1.5 М; разрушение
МЭ в течение 10 мин; промывка органического

доэкстракционная добавка стандарта

постэкстракционная добавка стандарта

RE .
S

S
=

Рис. 6. Хроматограммы водного раствора стандартов F, E, B, S, Doc (100 нг/мл) до (1) и после экстракции (2) с помо-
щью микроэмульсии масло-в-воде (3% ДДСН, 8% н-бутанола, 1% этилацетата, 88% воды, по массе). F – кортизол, E –
кортизон, B – кортикостерон, S – 11-дезоксикортизол, Doc – 11-дезоксикортикостерон. Условия: жидкостный хро-
матограф Shumadzu LC-20 с мультиволновым детектором (SPD-20A); колонка Luna C18 (2) (150 × 3 мм, 3 мкм); по-
движная фаза: 1 – H2O, 2 – СH3CN; градиентный режим элюирования; скорость подвижной фазы – 0.3 мл/мин; объ-
ем вводимой пробы – 20 мкл.

15

12

10

7
6

3
2

–1
0

13
14

11

9
8

5
4

1

7.5 10.0 12.5 15.0 17.5

1

2

B

П
ог

ло
щ

ен
ие

, о
. е

. а
.

Doc

Время, мин

S
×103

F E

Таблица 2. Значения коэффициентов концентрирования и критерия гидрофобности (Н) стероидных гормонов

Примечание: критерий гидрофобности Н рассчитывали по формуле: H = nH – 4√nf, nH – суммарное число атомов углерода и
галогенов в молекуле, nf – число функциональных групп в молекуле.

Параметр F E B S Doc

Коэффициент гидрофобности (Н) 12.06 12.06 13 13 14.07

Коэффициенты концентрирования 9.1 ± 0.4 8.2 ± 0.2 12.5 ± 0.7 14.7 ± 0.5 19.8 ± 0.9
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слоя 1 М раствором NaOH. Степени извлечения
кортизола, кортизона составили 83 и 74% соот-
ветственно.

Выражаем благодарность Ресурсному центру
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Найдены условия мицеллярной экстракции активных компонентов из специй с помощью 0.1 М
Brij® 35 в качестве экстрагента. Для интенсификации извлечения использована ультразвуковая об-
работка. Показано, что однократная экстракция в течение 10 мин обеспечивает максимальное из-
влечение активных компонентов. Соотношение сырье/экстрагент варьируется в широких пределах
в зависимости от типа специй. Для характеристики полученных извлечений использован показа-
тель Ce(IV)-восстанавливающая способность, основанный на взаимодействии компонентов экс-
трактов с электрогенерированным Сe(IV). На примере аскорбиновой кислоты показано, что мицел-
лярная среда Brij® 35 не оказывает влияния на выход по току кулонометрического титранта. Уста-
новлены стехиометрические коэффициенты ряда биологически активных соединений с
электрогенерированным Сe(IV). Оценена Ce(IV)-восстанавливающая способность 20 специй. По-
лученные результаты сопоставлены с обобщенными антиоксидантными показателями.

Ключевые слова: мицеллярная экстракция, специи, Ce(IV)-восстанавливающая способность, куло-
нометрическое титрование, анализ пищевых продуктов.
DOI: 10.31857/S0044450221090127

Одним из основных источников биологически
активных веществ для человека являются пище-
вые продукты, среди которых следует отметить
специи, проявляющие широкий спектр биологи-
ческой активности, в том числе антиоксидантные
свойства [1, 2]. Эти полезные свойства специй
предопределили их применение в качестве кон-
сервантов продуктов питания, а также вкусоаро-
матических добавок к ним. Кроме того, многие
биологически активные вещества, применяемые
в производстве биологически активных добавок
или лекарственных средств, получают путем вы-
деления из растительного сырья, в том числе и
специй. Экстракты специй активно используют в
пищевой промышленности. В связи с этим поиск
и разработка способов извлечения активных ком-
понентов из специй представляет теоретический
и практический интерес. Для решения этой зада-
чи обычно используют жидкостную, твердофаз-
ную и сверхкритическую флюидную экстракцию
[3, 4]. Для интенсификации процесса извлечения
часто применяют ультразвуковую обработку. Это
позволяет значительно сократить продолжитель-
ность процедуры экстракции и расход экстраген-

та, число стадий извлечения, а также использо-
вать достаточно мягкие условия для извлечения
аналитов [3–5], что соответствует концепции “зе-
леной химии”. Другой способ реализации этой
концепции – переход от экстракции органиче-
скими растворителями к нетоксичным водным
средам, в качестве которых применяют мицел-
лярные среды на основе поверхностно-активных
веществ (ПАВ). Их главным преимуществом по
сравнению с другими экстрагентами является
способность солюбилизировать как полярные,
так и неполярные соединения, что имеет значе-
ние для обобщенной характеристики свойств по-
лученных извлечений [3]. В литературе описаны
лишь единичные примеры мицеллярной экстрак-
ции активных компонентов из специй. Так, для
извлечения эвгенола и полифенолов из гвоздики
предложен метод динамической мацерации при
50°С в течение 40 мин с помощью 5%-ного Tween
80 при рН 12, обеспечивающий более высокий
выход аналитов по сравнению с традиционной
экстракцией этанолом и водно-этанольными
смесями [6].

УДК 543.551.4:543.8
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Представляет практический интерес сочета-
ние экстракции ПАВ-содержащими средами с
ультразвуковой обработкой. Для извлечения тан-
шинонов (биоактивных компонентов сальвии) из
Salvia miltiorrhiza bunge успешно использованы
мицеллярные среды на основе ионных жидкостей
с ультразвуковой обработкой [7]. Показана воз-
можность ультразвуковой экстракции феноль-
ных антиоксидантов из специй с помощью
0.25 мM Triton X-100 [8], однако подход неприме-
ним для извлечения куркуминоидов. Это ограни-
чение успешно преодолевается при ультразвуко-
вой экстракции антиоксидантов из специй мицел-
лярной средой Brij® 35 [9, 10]. Установлено, что
такой подход обеспечивает более высокий выход
фенольных антиоксидантов по сравнению с экс-
тракцией органическими растворителями [9].

В настоящей работе для экстракции активных
компонентов из специй применили мицелляр-
ную экстракцию 0.1 М Brij® 35, эффективность
которой оценивали методом кулонометрического
титрования электрогенерированным Се(IV).
Применение Сe(IV) в качестве кулонометриче-
ского титранта позволяет охватить широкий круг
биологически активных веществ, способных к
окислению, в том числе антиоксидантов различ-
ной природы, поскольку Сe(IV) проявляет силь-
ные окислительные свойства. Кроме того, Сe(IV)
является одноэлектронным окислителем, что
позволяет в какой-то степени приблизиться к
условиям протекания реакций в живых системах
с участием активных форм кислорода и азота.
Рассмотрена электрогенерация Се(IV) в присут-
ствии Brij® 35 и его влияние на реакции титранта
с биологически активными соединениями. Опре-
делена Ce(IV)-восстанавливающая способность
полученных мицеллярных экстрактов специй и
сопоставлена с другими антиоксидантными по-
казателями.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реагенты и растворы. Использовали 97%-ный

рутин тригидрат (Alfa Aesar, Великобритания),
98%-ный кверцетин дигидрат, 98%-ный катехин
гидрат (Sigma, Германия), танин фармакопейной
чистоты (Fluka, Германия), 99%-ную галловую,
98%-ную кофейную, 98%-ную розмариновую и
98%-ную п-кумаровую кислоты (Sigma, Герма-
ния), 70%-ный куркумин из Curcuma longa, 96%-
ный α-токоферол и 95%-ный ретинол (Sigma,
Германия), 50%-ный капсаицин (Sigma, Индия),
95%-ную хлорогеновую и 99%-ную феруловую
кислоты, 99%-ный эвгенол и 98%-ный сирене-
вый альдегид (Aldrich, Германия), 99.5%-ный ти-
мол (Sigma, Германия). Их стандартные 0.40–10 мМ
растворы готовили растворением точной навески
в 0.1 М Brij® 35 (Sigma, Германия) с ультразвуковой
обработкой (WiseClean WUC-A03H (DAIHAN Sci-

entific Co., Ltd., Корея)) в течение 10 мин. Осталь-
ные реактивы были марки х. ч.

Кулонометрические определения проводили на
анализаторе Эксперт-006 (ООО “Эконикс-Экс-
перт”, Россия). Электрогенерацию Ce(IV) осу-
ществляли из 0.1 М раствора нитрата церия(III) в
3 М H2SO4 на Pt-электроде при постоянной силе
тока 5.0 мА, обеспечивающей 100%-ный выход по
току титранта. В качестве катода использовали
свернутую спиралью платиновую проволоку. Ка-
тодная камера со вспомогательным электродом
была отделена от анодной камеры пористой стек-
лянной перегородкой. Конечную точку титрова-
ния определяли биамперометрически с платино-
выми электродами (ΔЕ = 200 мВ). Поверхность
платиновых электродов очищали азотной кисло-
той с последующим промыванием дистиллиро-
ванной водой.

В электрохимическую ячейку емк. 50 мл вно-
сили 20.0 мл фонового электролита, помещали в
ячейку электроды и включали генераторную
цепь. По достижении индикаторным током опре-
деленного значения генераторная цепь автомати-
чески отключалась и снова включалась одновре-
менно с таймером после внесения аликвоты ис-
следуемого соединения или экстракта специй.
Для титрования брали аликвоты с таким расче-
том, чтобы время титрования не превышало
2 мин. Конечную точку титрования устанавлива-
ли по достижении индикаторным током первона-
чального значения. По времени титрования рас-
считывали количество электричества, затрачен-
ного на титрование экстракта, или число
электронов по закону Фарадея для индивидуаль-
ных соединений.

Интегральную антиоксидантную емкость и
железовосстанавливающую способность определя-
ли кулонометрическим титрованием экстрактов с
помощью электрогенерированных брома и гекса-
цианоферрат(III)-ионов соответственно [8, 10].

Экстракция мицеллярной средой Brij® 35. Точ-
ную навеску (0.1000 ± 0.0005 г) коммерческих об-
разцов специй помещали в пробирки емк. 15.0 мл,
добавляли от 2.0 до 9.0 мл 0.1 М раствора Brij® 35
и помещали в ультразвуковую ванну на 10 мин [9].
Экстракт отфильтровывали и использовали для
оценки полноты экстракции и церий-восстанав-
ливающей способности.

Статистическую обработку результатов прово-
дили для пяти измерений (три измерения для
оценки эффективности электрогенерации тит-
ранта) при доверительной вероятности 0.95. Ре-
зультаты представляли как X ± ΔX, где X – среднее
значение и ΔX – доверительный интервал. Слу-
чайную погрешность определения оценивали по
величине относительного стандартного отклоне-
ния (sr). Корреляционный анализ проводили в
программе OriginPro 8.0 (OriginLab, США).
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Для извлечения активных компонентов из спе-
ций предложена мицеллярная экстракция 0.1 М
Brij® 35, так как неоиногенное ПАВ обеспечивает
максимальное извлечение по сравнению с катион-
ными и анионными ПАВ [9].

Электрогенерация Се(IV) в присутствии Brij® 35.
Обязательным условием реализации метода куло-
нометрического титрования является количе-
ственный выход по току титранта. При переходе
к ПАВ-содержащим средам происходит измене-
ние вязкости растворов, что приводит к умень-
шению скорости диффузии ионов, из которых
генерируется титрант в ходе электрохимической
реакции, а следовательно, и скорости переноса
электрона [11, 12]. Поэтому концентрация ПАВ в
среде генерирования титранта имеет значение.

Рассмотрена электрогенерация Ce(IV) в при-
сутствии Brij® 35. Сопоставление времени гене-
рации титранта показало, что одноэлектронное
окисление Се(III) до Се(IV) не осложняется в
присутствии Brij® 35 в диапазоне его концентра-
ций от 0.050 до 4 мМ. Эффективность электроге-
нерации Ce(IV) оценена по титрованию аскорби-
новой кислоты в качестве стандарта. Для этого
генерировали титрант в течение времени, со-
ставляющего 90–95% от теоретически необхо-
димого в отсутствие титруемого вещества, затем в
ячейку вводили определенное количество аскор-
биновой кислоты и дотитровывали до точки эк-
вивалентности.

Аскорбиновая кислота окисляется электроге-
нерированным Ce(IV) до дегидроаскорбиновой
кислоты с участием двух электронов. Эффектив-
ность генерации титранта для различных коли-
честв аскорбиновой кислоты рассчитывали как
отношение теоретического и практического зна-
чений количества электричества, выраженное в
процентах (табл. 1). Установлено, что электроге-
нерация титранта в присутствии Brij® 35 проте-
кает со 100%-ным выходом по току, что позволяет

использовать Ce(IV) как титрант для решения
аналитических задач.

Реакции электрогенерированного Се(IV) с ком-
понентами специй. Кулонометрическое титрова-
ние стандартных растворов индивидуальных био-
логически активных компонентов специй пока-
зало, что все рассматриваемые соединения
окисляются Се(IV). Число электронов, участвую-
щих в реакции, варьируется, что обусловлено
природой рассматриваемых соединений и силой
титранта-окислителя (в кислой среде Ce(IV) про-
являет сильные окислительные свойства). Так,
аскорбиновая, кофейная, хлорогеновая, феруло-
вая и п-кумаровая кислоты и α-токоферол окис-
ляются по двухэлектронному механизму. Для гал-
ловой кислоты и рутина реакция протекает с уча-
стием трех электронов, а в случае кверцетина,
эвгенола, розмариновой кислоты и ретинола –
четырех электронов. Окисление катехина и тимо-
ла включает перенос пяти электронов, а куркуми-
на и капсаицина – шести электронов. Танин
окисляется с участием 150 электронов, что свиде-
тельствует о глубоком окислении молекулы и со-
гласуется с большим числом фенольных гидрок-
сильных групп в его структуре. Следует отметить,
что Се(IV) является одноэлектронным окислите-
лем, что сводит к минимуму вероятность проте-
кания конкурирующих реакций. Таким образом,
электрогенерированный Се(IV) обладает высо-
кой реакционной способностью и может быть ис-
пользован для оценки содержания активных ком-
понентов специй.

Мицеллярная экстракция активных компонен-
тов из специй и Ce(IV)-восстанавливающая способ-
ность полученных извлечений. Оценена эффектив-
ность мицеллярной экстракции с ультразвуковой
обработкой активных компонентов специй с ис-
пользованием в качестве экстрагента 0.1 М Brij®
35. Для этого проводили кулонометрическое тит-
рование экстрактов электрогенерированным
Се(IV). В качестве параметра для оценки эффек-
тивности извлечения использовали количество

Таблица 1. Эффективность тока генерации Ce(IV) в присутствии Brij® 35 по данным кулонометрического титро-
вания аскорбиновой кислоты (n = 3, Р = 0.95)

сBrij® 35, мМ Qтеор, Кл Qпракт, Кл sr
Выход титранта 

по току, %

0.25 0.102 0.102 ± 0.004 0.015 100 ±

0.50 0.205 0.205 ± 0.001 0.0028 99.8 ± 0.3

0.75 0.307 0.306 ± 0.005 0.0068 99.6 ± 0.7

1.0 0.409 0.408 ± 0.002 0.0025 99.9 ± 0.3
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электричества, затраченное на титрование экс-
тракта. Варьирование времени экстракции в диа-
пазоне 5–15 мин на примере гвоздики показало,
что 10 мин достаточно для извлечения активных

компонентов. Соотношение сырье/экстрагент,
обеспечивающее максимальное извлечение,
устанавливали для каждой специи индивидуаль-
но (рис. 1). Показано, что этот параметр варьиру-

Рис. 1. Влияние объема экстрагента (0.1 М Brij® 35) на извлечение активных компонентов специй.
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ется в широких пределах (от 1 : 20 до 1 : 90) в зави-
симости от природы специи, что согласуется с ли-
тературными данными [8–10].

Определили Ce(IV)-восстанавливающую спо-
собность экстрактов 20 специй (табл. 2), которую
выражали как количество электричества, затра-
ченное на титрование экстракта в пересчете на 1 г
сухой специи. Основные компоненты, вносящие
вклад в Ce(IV)-восстанавливающую способность,
представлены главным образом терпеноидами и
различными классами фенольных антиоксидан-
тов (табл. 3). Максимальные значения Ce(IV)-
восстанавливающей способности получены для
гвоздики и корицы, что хорошо согласуется с ан-

тиоксидантными параметрами их спиртовых экс-
трактов [10, 13–15] и мицеллярных извлечений
средой Triton X-100 [8].

Результаты определения Ce(IV)-восстанавли-
вающей способности мицеллярных экстрактов
специй сопоставили с их интегральной антиокси-
дантной емкостью по реакции с электрогенери-
рованным бромом и железовосстанавливающей
способностью по реакции с электрогенерирован-
ными гексацианоферрат(III)-ионами. Установле-
ны положительные корреляции (рис. 2) c коэффи-
циентами 0.9826 и 0.9382 для интегральной антиок-
сидантной емкости и железовосстанавливающей
способности соответственно, что подтверждает

Таблица 2. Ce(IV)-восстанавливающая способность мицеллярных экстрактов специй (экстрагент – 0.1 М Brij® 35,
n = 5, P = 0.95)

Специя VBrij® 35 на 1 г специи, мл Ce(IV)-восстанавливающая 
способность, Кл/1 г

sr

Гвоздика 50 768 ± 8 0.010

Корица 40 569 ± 7 0.011

Мускатный орех 20 219 ± 4 0.014

Куркума желтая 70 205 ± 7 0.020

Красный перец сладкий 60 87 ± 3 0.012

Анис звездчатый 60 79 ± 1 0.011

Черный кардамон 70 74 ± 2 0.012

Белый кардамон 80 69 ± 4 0.025

Кориандр 30 69 ± 1 0.0083

Базилик 60 64 ± 1 0.016

Имбирь 90 47.6 ± 0.7 0.0092

Красный перец 40 46.5 ± 0.5 0.009

Анис 40 43.0 ± 0.4 0.0038

Куркума черная 40 42.0 ± 0.7 0.010

Черный перец 60 41 ± 3 0.029

Орегано 80 40 ± 1 0.012

Розмарин 80 35.2 ± 0.9 0.018

Кумин 60 23.3 ± 0.5 0.017

Белый перец 40 18.8 ± 0.30 0.0062

Тмин 40 9.3 ± 0.6 0.025
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правильность полученных результатов. Предло-
женный подход можно успешно использовать для
скрининга специй и других растительных матери-
алов.
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кверцетин, танин
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Проведена хроматографическая оценка извлечения нативных форм основных изофлавоноидов в
водно-спиртовые экстракты в условиях экстракции различными способами из разных морфологи-
ческих частей клевера лугового (Trifolium pratense L.). Проанализированы водно-спиртовые экстрак-
ты клевера лугового, полученные мацерацией, микроволновым, ультразвуковым, субкритическим
и фармакопейными способами. Из соцветий клевера лугового максимально извлекаются формоно-
нетин (0.260 мг/г) и генистеин (0.051 мг/г) мацерацией, биоканин А – субкритической экстракцией
(0.340 мг/г), а дайдзеин – ультразвуковым способом (0.034 мг/г). Оптимизированы условия ВЭЖХ-
определения дайдзеина, генистеина, формононетина и биоканина А в водно-спиртовых экстрактах
клевера лугового. Определены концентрации изофлавоноидов в различных морфологических ча-
стях клевера лугового. Максимальное суммарное содержание изофлавоноидов (0.190 мг/г) наблю-
дается в водно-этанольном экстракте соцветий.

Ключевые слова: изофлавоноиды, клевер луговой (Trifolium pratense L.), ультразвуковая экстракция,
микроволновая экстракция, субкритическая экстракция, мацерация.
DOI: 10.31857/S0044450221090115

Изофлавоноиды и их производные иногда на-
зывают фитоэстрогенами – природными гормо-
ноподобными веществами растительного проис-
хождения, принадлежащими к классу флавонои-
дов, многие из которых являются биологически
активными веществами [1]. По строению фито-
эстрогены сходны с эстрадиолом и могут прояв-
лять себя как эстрогены, связываясь с эстрогено-
выми рецепторами [1, 2].

Распространенными источниками природных
аналогов эстрогенов являются растения из семей-
ства Бобовые (Fabaceae) – клевер (Trifolium), лю-
церна (Medicágo), донник (Melilótus) [3, 4]. Род Tri-
folium насчитывает порядка 300 видов, произрас-
тающих в Европе, Азии, Северной Америке,
Австралии и некоторых районах Африки [5].
В настоящее время содержание изофлавоноидов
исследовано в 37 природных и гибридных видах
клевера (Trifolium), наиболее полно изученным и
распространенным из которых является клевер
луговой (Trifolium pratense L.) [6–10]. При изуче-
нии 23 видов клевера Висневски-Некрасова с со-
авт. [10] обнаружили, что наибольшее количество

изофлавоноидов содержится в клевере подзем-
ном (Trifolium subterraneum L.), клевере алексан-
дрийском (Trifolium alexandrinum L.), клевере лу-
говом (Trifolium pratense L.), клевере репейнико-
вом (Trifolium lappaceum L.), подвиде клевера
подземного (Trifolium subterr. subsp. brachycalyci-
num L.). Ренда с соавт. [9] считают, что самыми
богатыми по содержанию изофлавоноидов среди
11 изученных ими видов являются клевер седова-
тый (Trifolium canescens L.) и одна из разновидно-
стей клевера лугового (Trifolium pratense var.
pratense L.).

На содержание изофлавоноидов в клевере
влияет не только вид, но и условия произраста-
ния: влажность климата, характер почв, район
произрастания, температура, режим полива и др.
[6, 10]. Накоплению изофлавоноидов способ-
ствует более мягкий климат и влажность. Кроме
того, их содержание зависит от времени сбора, а
также от частей растения [11–14]. В период роста
растения изофлавоноиды в большей степени на-
капливаются в листьях и стеблях, в период цвете-
ния их концентрация повышается и часть из них
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накапливается в цветах [11, 15, 16]. Так как при
использовании клевера в фитотерапии наиболее
важной является фаза максимального содержа-
ния изофлавоноидов, наибольший интерес для
исследования представляют растения, собранные
на стадии цветения. Основными изофлавоноида-
ми, определяющими биологическую активность
клевера лугового (Trifolium pratense L.), считаются

дайдзеин (ДЗ), генистеин (ГН), формононетин
(ФН) и биоканин А (БКА) [17] – соединения с фе-
нильным радикалом в положении С3 (схема 1).
Формононетин может метаболизироваться до
дайдзеина, а биоканин А до генистеина в процес-
се роста растения, что повышает его эстрогенную
активность [2].

Схема 1. Основные изофлавоноиды, определяющие биологическую активность 
клевера лугового (Trifolium pratense L.).

Чаще всего извлечение изофлавоноидов из
клевера лугового проводят жидкостной экстрак-
цией (ЖЭ) с различными видами физического
воздействия (табл. 1), в качестве растворителей
обычно используют водно-спиртовые смеси раз-
личного состава [15, 16, 18]. При необходимости
перевода гликозидных форм в агликоны прово-
дят кислотный гидролиз добавлением трифтор-
уксусной [11, 19, 20] или соляной кислоты [8, 9,
12, 14]. Некоторые примеры способов извлече-
ния, а также содержания основных изофлавонои-
дов в различных частях Trifolium pratense L. приве-
дены в табл. 1.

Для определения изофлавоноидов в экстрак-
тах клевера лугового наибольшее распростране-
ние получили хроматографические методы [21].
Для разделения и идентификации изофлавонои-
дов можно использовать планарную хроматогра-
фию (бумажную и тонкослойную). Несмотря на
ряд преимуществ данного метода (простота, воз-
можность сравнения со стандартными образца-
ми, экспрессность и низкая стоимость), его при-
меняют нечасто из-за ограниченного круга выде-
ляемых компонентов [22]. Применение метода
газовой хроматографии при определении изо-
флавоноидов ограничено из-за трудностей, свя-
занных с работой при высоких температурах, что
может привести к разложению аналитов, а также
с необходимостью их дериватизации, усложняю-
щей анализ [23, 24].

Наиболее эффективным методом разделения
и определения изофлавоноидов в экстрактах кле-
вера лугового является ВЭЖХ с различными ва-
риантами детектирования [25]. Метод ВЭЖХ с
диодно-матричным и масс-спектрометрическим
детектированием позволяет получить наиболее
полную информацию о качественном составе и
количественном содержании изофлавоноидов в
исследуемых экстрактах и позволяет определять
как агликоны, так и гликозиды без применения
дополнительных операций пробоподготовки
(табл. 1). Для получения правильных результатов
важно подобрать оптимальные условия хромато-
графирования: режим элюирования, состав по-
движной фазы, температуру колонки, длину колон-
ки, состав и размер частиц сорбента. ВЭЖХ-опре-
деление изофлавоноидов, как правило, проводят в
обращенно-фазовом режиме [26, 27] с использова-
нием хроматографических колонок, заполненных
химически модифицированным силикагелем с
привитыми октадецильными группами [7, 9, 22], в
качестве подвижной фазы применяют смесь воды
с метанолом или ацетонитрилом [28, 29].

Целью данной работы является хроматографи-
ческая оценка извлечения нативных форм основ-
ных изофлавоноидов в водно-спиртовые экс-
тракты в условиях экстракции различными спо-
собами из разных морфологических частей
клевера лугового (Trifolium pratense L.).
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Растительный материал. Объект исследования –

образцы клевера лугового (Trifolium pratense L.),
собранные на территории ботанического сада Ку-
банского госуниверситета (Краснодар, средняя
высота над уровнем моря 36 м). Исходное сырье
предварительно сушили путем его раскладки в за-
темненном помещении на ровной поверхности
тонким слоем при 30°С до воздушно-сухого со-
стояния. Затем сырье измельчали и просеивали,
выделяя фракции 0.5−1.0 мм [30], после чего
усредняли путем перемешивания.

Реактивы и стандартные образцы. Из раствори-
телей использовали ацетонитрил (HPLC-S, Bio-
solve BV, Нидерланды), муравьиную кислоту
(85%, ЛенРеактив, Россия), этанол (ректифици-
рованный, высшей очистки), метанол х. ч. (Век-
тон, Россия) и изопропанол х. ч. (Экос 1, Россия).
Деионизованную воду с удельным сопротивлени-
ем 18.2 МОм · см (25°С) получали на установке
Milli-Q-UV (Millipore, Франция).

Для идентификации аналитов использовали
стандартные образцы дайдзеина, генистеина и
формононетина (Sigma-Aldrich, Германия).

Сорбционные материалы. В качестве сорбентов
использовали картриджи для твердофазной экс-
тракции с массой сорбента 100 мг: Strata X (размер
частиц 33 мкм, диаметр пор 85 нм) и Strata C18-E
(размер частиц 55 мкм, диаметр пор 7 нм) (Phe-
nomenex, США), Oasis HLB (размер частиц
30 мкм, диаметр пор 82 нм) (Waters, США) и
Isolute ENV+ (размер частиц 90 мкм, диаметр пор
80 нм) (Biotage, Швеция).

Экстракция изофлавоноидов из клевера лугово-
го. Извлечение изофлавоноидов из клевера луго-
вого проводили регламентированными фармако-
пейной статьей способами [30], а также с интен-
сификацией процесса ультразвуком [31, 32],
микроволновым излучением [33–35] и при повы-
шенном давлении [23, 36, 37]. Данные по извлече-
нию изофлавоноидов различными способами
представляли в пересчете на единицу массы воз-
душно-сухого сырья, мг/г.

Изофлавоноиды экстрагировали по методике
согласно Государственной Фармакопее РФ (ГФ).
Навеску сырья (1.0000 г) помещали в круглодон-
ную колбу, растворяли в 96%-ном этаноле (30 мл)
с добавлением 10%-ной соляной кислоты (2 мл),
подключали к обратному холодильнику и прово-
дили экстракцию на кипящей водяной бане в те-
чение 30 мин. Далее экстракт фильтровали через
вату в мерную колбу емк. 100 мл и доводили объем
до метки 96%-ным этанолом. Перед хроматогра-
фическим анализом экстракт пропускали через
фильтр с диаметром пор 45 мкм.

Микроволновую экстракцию (МВЭ) изофлаво-
ноидов из клевера лугового проводили с исполь-
зованием микроволновой системы ETHOS EX

(Milestone, Италия). Навеску сухой измельчен-
ной пробы (0.5000 г) помещали в ячейку-экстрак-
тор, куда добавляли 70%-ный этиловый спирт
(25 мл). Продолжительность экстракции состав-
ляла 30 мин при мощности микроволнового излу-
чения 300 Вт и температуре 75°С [38]. Далее экс-
тракт фильтровали через вату в мерную колбу
емк. 25 мл и доводили до метки 70%-ным этано-
лом. Перед хроматографическим анализом экс-
тракт пропускали через фильтр с диаметром пор
45 мкм.

Для ультразвуковой экстракции (УЗЭ) изофла-
воноидов из клевера лугового навеску сухой из-
мельченной пробы (0.5000 г) помещали в кониче-
скую колбу со шлифом емк. 100 мл. В качестве
растворителя использовали 70%-ный этиловый
спирт (25 мл). Экстракцию проводили в ультра-
звуковой ванне УЗВ–4.0/1 ТТЦ (Сапфир, Рос-
сия) с частотой ультразвукового излучения 35 кГц
в течение 30 мин. Затем экстракт фильтровали че-
рез вату в мерную колбу емк. 25 мл, доводили до
метки 70%-ным этанол, пропускали через фильтр
с диаметром пор 45 мкм и анализировали.

Для экстракции изофлавоноидов из клевера
лугового мацерацией навеску пробы (1.2500 г) по-
мещали в коническую колбу со шлифом емк.
100 мл, добавляли 70%-ный этанол (25 мл) и
оставляли на 24 ч отстаиваться. Затем экстракт
фильтровали через вату в мерную колбу емк.
25 мл и при необходимости доводили до метки
70%-ным этанолом. Перед хроматографическим
анализом полученный экстракт фильтровали че-
рез фильтр с диаметром пор 45 мкм.

Субкритическую экстракцию (СЭ) фитоэстро-
генов из клевера лугового в динамических усло-
виях при повышенных температуре и давлении
проводили на экспериментальной установке,
включающей термостат с регулируемым элек-
тронным электронагревателем. Экстрагент пода-
вали насосом от жидкостного хроматографа
LC20AD (Shimadzu, Япония), в качестве ячейки-
экстрактора использовали стальной корпус хро-
матографической колонки размером 150 × 4.6 мм,
которую подключали к установке двумя стальны-
ми капиллярами. Для предотвращения закипа-
ния экстрагента и поддержания требуемого дав-
ления в системе использовали ограничитель про-
тиводавления. Высушенную и измельченную
навеску пробы (0.2000 г) помещали в ячейку-экс-
трактор в печи термостата. Экстрагент – 70%-
ный этанол − предварительно продували азотом
для удаления растворенного кислорода и с помо-
щью насоса заполняли им систему. Затем оста-
навливали поток экстрагента и включали нагрев
термостата. По достижении термостатом задан-
ной температуры (120°С) выдерживали систему в
течение 10 мин при постоянной температуре и
остановленном потоке экстрагента, после чего
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его подавали в систему со скоростью 1 мл/мин.
Давление в системе по показаниям манометра на-
соса составляло 80–150 атм. На выходе собирали
5 мл экстракта в стеклянные емкости. Перед
ВЭЖХ с диодно-матричным (ДМД) и масс-спек-
трометрическим (МС) детектированием полу-
ченный экстракт фильтровали через фильтр с
диаметром пор 45 мкм.

Твердофазную экстракцию (ТФЭ) изофлавоно-
идов проводили из экстракта клевера лугового,
предварительно полученного с использованием
метода УЗЭ. Для концентрирования изофлавоно-
идов и очистки экстрактов использовали сорбен-
ты Strata X, Oasis HLB, Isolute ENV+ и Strata C18-E.
Для этого пропускали 1 мл экстракта через кон-
диционированный сорбент, который затем суши-
ли в токе азота, и далее элюировали аналиты с
картриджа метанолом.

Хроматографическое определение изофлавонои-
дов в экстрактах клевера лугового. ВЭЖХ-опреде-
ление изофлавоноидов в полученных экстрактах
проводили на хроматографе LC-20 Prominence
(Shimadzu, Япония), состоящем из дегазатора
DGU-20A5, насоса LC20AD, автоматического до-
затора SIL-20A, термостата колонок CTO-20AC,
спектрофотометрического детектора на основе
диодной матрицы SPD-M20A, масс-спектромет-
рического детектора LCMS2010EV. Изофлавоно-
иды разделяли на хроматографической колонке
Luna C18 100А, 250 × 2.0 мм, 5 мкм (Phenomenex,
США) с предколонкой C18 4 × 2.0 мм, 5 мкм (Phe-
nomenex, США) в режиме градиентного элюиро-
вания. Подвижной фазой являлась смесь ацето-
нитрил (А)–0.1%-ная муравьиная кислота (В):
0.01–7 мин от 70 до 65% В, 7–15 мин от 65 до 50%
В, 15–20 мин от 50 до 40% В, 20–22 мин от 40 до
5% В, 22–23 мин 5% В, 23–28 мин от 5 до 70% В.
Скорость потока подвижной фазы составляла
0.35 мл/мин при температуре термостата колонки
30°С и объеме вводимой пробы 5 мкл. Сбор дан-
ных на диодно-матричном детекторе проводили в
диапазоне длин волн 190–800 нм. При МС-детек-
тировании веществ применили ионизацию элек-
трораспылением: напряжение на детекторе 2 кВ,
температура ионного источника 250°C, скорость
потока азота 0.18 л/мин, скорость сканирования

масс-спектра 2000 а. е. м./с, диапазон сканируе-
мых масс 120–700 m/z. Анализ проводили в режи-
ме отрицательной ионизации. Сбор и последую-
щую обработку данных осуществляли с помощью
программного обеспечения LCMS Solution (Shi-
madzu, Япония).

Изофлавоноиды идентифицировали сопо-
ставлением времен удерживания, спектров по-
глощения и масс-спектров с аналогичными ха-
рактеристиками стандартов индивидуальных со-
единений (табл. 2).

Градуировочные зависимости для дайдзеина,
генистеина и формононетина в методе ВЭЖХ-
ДМД-МС получали с использованием соответ-
ствующих стандартных образцов. Линейность от-
клика сигнала определяли для 10 уровней кон-
центраций всех соединений в 70%-ном этаноле; в
каждом случае проводили не менее трех парал-
лельных определений одной концентрации рас-
твора. Все градуировочные кривые строили по дан-
ным шести параллельных измерений. Для всех со-
единений градуировочный график линеен в
диапазоне концентраций аналитов 0.1–10 мкг/мл с
коэффициентами корреляции ≥0.999. Параметры
ВЭЖХ-ДМД-МС-определения изофлавоноидов
в водно-этанольных экстрактах соцветиях клеве-
ра лугового приведены в табл. 2. Концентрацию
биоканина А определяли методом одного этало-
на, в качестве последнего использовали генисте-
ин с учетом схожести спектральных характери-
стик этих соединений.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Выбор условий хроматографирования экстрак-

тов клевера лугового. Высокая гидрофобность
изофлавоноидов требует использования при хро-
матографических исследованиях подвижной фа-
зы (ПФ) с большей долей неполярного элюента.
В настоящей работе использовали хроматографи-
ческую колонку Luna C18 100А (250 × 2.0 мм,
5 мкм), которая обеспечивала разделение изо-
флавоноидов за 28 мин в градиентном режиме
элюирования. В качестве подвижных фаз опробо-
вали смеси ацетонитрил–0.1%-ная муравьиная
кислота и метанол–0.1%-ная муравьиная кисло-

Таблица 2. Параметры ВЭЖХ-ДМД-МС-определения* изофлавоноидов в водно-этанольных экстрактах соцве-
тий клевера лугового

* tR – время удерживания; λmах – длина волны поглощения; cмин – предел обнаружения; cн – предел определения; cмин и cн
рассчитаны согласно рекомендациям [39].

Соединение tR, мин m/z λmах, нм cмин, мкг/мл cн, мкг/мл

Дайдзеин 6.1 253 249; 301 0.03 0.10
Генистеин 11.0 269 260; 328 0.02 0.07
Формононетин 14.0 267 249 0.03 0.10
Биоканин А 18.6 283 261; 326 0.02 0.07
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та. Некоторые хроматографические характери-
стики стандартных образцов ДЗ, ГН, ФН и ком-
понентов экстракта соцветий клевера лугового,
полученные с применением подвижных фаз раз-
личного состава, представлены в табл. 3.

Помимо целевых аналитов в экстрактах соцве-
тий клевера присутствует большое количество
компонентов матрицы, поэтому особого внима-
ния требует разрешающая способность ПФ, учи-
тывающая влияние ширины пика и размывания
зоны на селективность разделения соседних ве-
ществ. Если величина разрешающей способности
ПФ <1, то разделение веществ считается непол-
ным, и наоборот. Альтернативным параметром,
позволяющим оценить степень удерживания рас-
творенного вещества по степени его взаимодей-
ствия с неподвижной фазой (НФ), является на-
грузочный коэффициент, определяемый по отно-
шению числа молекул вещества в НФ к числу
молекул, находящихся в ПФ. Оптимальные зна-

чения данного параметра лежат в диапазоне от 2
до 10 [40]. Совокупность полученных данных по
разрешающей способности ПФ и нагрузочному
коэффициенту позволила выбрать в качестве оп-
тимальной ПФ смесь состава ацетонитрил–0.1%-
ная муравьиная кислота. Полученные в опти-
мальных условиях разделения хроматограммы
водно-этанольного экстракта клевера лугового и
смеси стандартных веществ приведены на рис. 1.

Подбор оптимального состава растворителя для
экстракции изофлавоноидов. Эффективность из-
влечения изофлавоноидов оценивали по концен-
трациям дайдзеина, генистеина, формононетина
и биоканина А в водно-спиртовых системах при
УЗЭ из соцветий клевера лугового с различным
содержанием этанола и метанола (30, 50, 70 и
100%, по объему). Из полученных диаграмм (рис. 2)
видно, что качественный и количественный вы-
ход изофлавоноидов при использовании водно-
спиртовых смесей различного состава в качестве

Таблица 3. Некоторые хроматографические характеристики компонентов водно-этанольного экстракта соцве-
тий клевера лугового, полученные для подвижных фаз различного состава и стандартных образцов дайдзеина,
генистеина, формононетина

Хроматографический параметр
Ацетонитрил–0.1%-ная 

муравьиная кислота
Метанол–0.1%-ная 
муравьиная кислота

ДЗ ГН ФН ДЗ ГН ФН

Стандартные образцы
Разрешение (аналит/предшествующий пик) 9.7 11.5 8.5 12.1 5.2 7.0
Нагрузочный коэффициент 2.9 5.9 7.7 2.8 25.7 5.3

Экстракт соцветий клевера
Разрешение (аналит/предшествующий пик) 1.3 2.2 21.2 0.27 2.0 0.9
Нагрузочный коэффициент 3.7 7.1 9.4 50.1 62.5 86.3

Рис. 1. Хроматограмма водно-этанольного экстракта клевера лугового (1) и стандартных образцов изофлавоноидов (2)
в условиях ВЭЖХ-ДМД-МС-анализа.
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экстрагента разный. Максимальное суммарное
извлечение изофлавоноидов метанолом достига-
ется при его 100%-ном содержании и составляет
0.143 мг/г, включая 0.029 мг/г дайдзеина,
0.024 мг/г генистеина, 0.067 мг/г формононетина
и 0.023 мг/г биоканина А. При использовании в
качестве экстрагента этанола характер выхода
изофлавоноидов иной. Максимальное суммар-
ное извлечение изофлавоноидов (0.227 мг/г) на-
блюдается при использовании водно-этанольной
системы с 50% этанола, причем 66% составляет
формононетин – 0.150 мг/г. Выход изофлавонои-
дов более сбалансированный при экстракции
70%-ной водно-этанольной системой, которая сум-
марно извлекает 0.190 мг/г, включая 0.034 мг/г ДЗ,

0.026 мг/г ГН, 0.098 мг/г ФН и 0.032 мг/г БКА.
Видно, что извлечение дайдзеина максимально при
использовании 70%-ного этанола (0.034 мг/г), а ге-
нистеина – 30%-ного метанола (0.031 мг/г). С уче-
том полученных результатов 70%-ную водно-эта-
нольную систему выбрали в качестве оптималь-
ного растворителя.

Эффективность экстракции изофлавоноидов из
соцветий клевера лугового различными способами.
Изучали и сравнивали различные способы экс-
тракции – мацерацию, субкритическую, ультра-
звуковую, микроволновую и твердофазную экс-
тракцию, а также экстракцию по Государствен-
ной фармакопее РФ. Полученные результаты
приведены в табл. 4.

Рис. 2. Концентрации дайдзеина, генистеина, формононетина и биоканина А в этанольных (а) и метанольных (б) экс-
трактах соцветий клевера лугового, полученных с помощью ультразвуковой экстракции.
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В Государственной фармакопее РФ отсутству-
ет способ экстракции фенольных соединений
флавоноидного ряда из клевера лугового, но опи-
сан способ экстракции 96%-ным этанолом кипя-
чением с обратным холодильником фенольных
соединений флавоноидного ряда из высушенной
и измельченной травы Донника (Melilotus), отно-
сящейся к семейству бобовые. Исходя из их при-
надлежности к одному семейству, этот способ
экстракции применили по отношению к клеверу
луговому. Согласно ГФ РФ, в экстракционную
систему добавляют соляную кислоту, разрушаю-
щую гликозидные связи, что затрудняет опреде-
ление нативных форм изофлавоноидов. В данных
условиях из клевера лугового извлекли 0.007 мг/г
ДЗ, 0.009 мг/г ГН, 0.043 мг/г ФН и 0.041 мг/г БКА
(табл. 4). Сравнивая результаты, приведенные в
табл. 1 и в табл. 4, можно отметить, что суммарное
содержание изофлавоноидов в водно-этаноль-
ном экстракте ниже, что связано, по-видимому, с
большим сродством ГН, ФН и БКА к метанолу.
Степень экстракции ДЗ водно-этанольной сме-
сью оказалась выше, чем 80%-ным метанолом.
Недостатком данного способа являются длитель-
ность и трудоемкость, а также извлечение в экс-
тракт большого количества посторонних компо-
нентов.

Традиционно применяемым способом экс-
тракции является мацерация. Основным недо-
статком данного способа извлечения изофлаво-
ноидов является длительность, которая может до-
стигать нескольких часов, а иногда и суток.
С другой стороны, суммарное извлечение изо-
флавоноидов этим способом достаточно высокое
и достигает 0.372 мг/г.

Наличие в изофлавоноидах полярных групп
позволяет применить микроволновое излучение
для их извлечения. Экстракцию целевых соеди-
нений проводили при 300–450 Вт; при более вы-
сокой мощности возможен разрыв клеточной
стенки и извлечение в растворитель матричных
компонентов. Выход целевых компонентов по-

вышается с увеличением продолжительности
микроволновой экстракции, но при этом возрас-
тает и риск их деструкции. При микроволновом
излучении выход дайдзеина, генистеина, формо-
нонетина и биоканина А оказался более высоким
по сравнению с ГФ. Суммарное содержание изо-
флавоноидов в полученных при МВЭ и ГФ извле-
чениях составило 0.225 и 0.100 мг/г соответствен-
но. С другой стороны, МВЭ по эффективности
уступает способам субкритической экстракции и
мацерации (табл. 4).

Субкритическую экстракцию изофлавонои-
дов проводили 70%-ным этанолом при повышен-
ных температуре и давлении. Величина суммар-
ного извлечения изофлавоноидов (0.598 мг/г) по-
казала, что такой способ является наиболее
эффективным. По количеству извлеченного
дайдзеина субкритическая экстракция сопоста-
вима с МВЭ (0.015 и 0.014 мг/г соответственно),
но почти в два раза менее эффективна, чем УЗЭ и
мацерация (табл. 4). Низкие содержания дайдзеи-
на в экстрактах при использовании МВЭ и СЭ
возможны из-за его вероятной деструкции под
воздействием микроволнового излучения, нагре-
вания или повышенного давления.

Одним из распространенных способов извле-
чения изофлавоноидов из растительного сырья
считается ультразвуковая экстракция, которая
более экспрессна и позволяет использовать ши-
рокий набор растворителей. Дайдзеин и биока-
нин А в условиях УЗЭ извлекаются в количествах,
сопоставимых с экстракцией мацерацией. Содер-
жание генистеина в извлечении (0.026 мг/г) сопо-
ставимо с результатами МВЭ (0.031 мг/г) и суб-
критической экстракции (0.033 мг/г), а также с
полученными другими авторами и приведенны-
ми в табл. 1 данными по ЖЭ 80%-ным метано-
лом, но меньше, чем при использовании мацера-
ции (0.051 мг/г).

Анализ полученных результатов позволяет за-
ключить, что наиболее эффективным способом
извлечения изофлавоноидов является субкритиче-

Таблица 4. Концентрации (мг/г) изофлавоноидов в водно-этанольных экстрактах клевера лугового, полученных
различными способами (n = 6, P = 0.95)

* Экстрагент – 96%-ный этанол.

Соединение Ультразвуковая 
экстракция

Микроволновая 
экстракция

Субкритическая 
экстракция Мацерация Экстракция

по ГФ*

Дайдзеин 0.034 ± 0.005 0.014 ± 0.003 0.015 ± 0.002 0.029 ± 0.003 0.007 ± 0.001
Генистеин 0.026 ± 0.003 0.031 ± 0.003 0.033 ± 0.003 0.051 ± 0.004 0.009 ± 0.002
Формононетин 0.098 ± 0.007 0.129 ± 0.003 0.210 ± 0.020 0.260 ± 0.020 0.043 ± 0.009
Биоканин А 0.032 ± 0.006 0.051 ± 0.005 0.340 ± 0.050 0.032 ± 0.009 0.041 ± 0.008
Суммарное 
содержание
изофлавоноидов

0.190 ± 0.010 0.225 ± 0.009 0.598 ± 0.030 0.372 ± 0.010 0.100 ± 0.009
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ская экстракция. Наибольшее количество формо-
нонетина извлекается из соцветий клевера лугового
способами мацерации (0.260 мг/г) и субкритиче-
ской экстракции (0.210 мг/г). Наибольшее количе-
ство биоканина А содержится в экстрактах, полу-
ченных субкритической экстракцией (0.340 мг/г).
Полученный нами результат в два раза выше значе-
ний, полученных авторами работы [15], но в три ра-
за меньше данных [16], приведенных в табл. 1. Ге-
нистеин более эффективно извлекается мацера-
цией (0.051 мг/г), а экстракция дайдзеина под
действием сильного внешнего воздействия пада-
ет. Можно заключить, что способ экстракции не-
обходимо выбирать, исходя из поставленных
конкретных задач.

Для концентрирования целевых компонентов
и очистки экстрактов можно использовать твер-
дофазную экстракцию изофлавоноидов с сорбен-
тами различных типов. Изучена ТФЭ изофлаво-
ноидов из водно-этанольных экстрактов соцве-
тий клевера с использованием различных
сорбентов – Strata C18-Е, Strata X, Oasis HLB и
Isolute ENV+. Десорбцию аналитов проводили
100%-ным метанолом, который наиболее часто
применяется для этих целей. В выбранных усло-

виях наблюдаются низкие степени реэкстракции
целевых соединений (табл. 5), что может быть
связано с необратимой сорбцией аналитов на ма-
териалах сорбентов. Исключением по отноше-
нию к ДЗ является сорбент Strata X, который ко-
личественно его извлекает (R = 92%) при незна-
чительном концентрировании и обеспечивает
очистку экстракта от мешающих компонентов
(рис. 3). Полученные на сегодняшний день дан-
ные по ТФЭ не позволяют рекомендовать данный
способ для концентрирования всех целевых ком-
понентов, здесь, по-видимому, требуется прове-
дение дальнейших изысканий.

Определение содержания изофлавоноидов в раз-
личных морфологических частях клевера лугового.
В оптимизированных условиях извлечения изо-
флавоноидов анализировали водно-этанольные
экстракты различных частей клевера лугового –
листья, стебли и соцветия (табл. 6). Содержание
изофлавоноидов (0.190 мг/г) максимально в вод-
но-этанольном экстракте соцветий. Концентра-
ции изофлавоноидов в морфологических частях
клевера лугового отличны от данных, приведен-
ных в табл. 1. Объективно прокомментировать
данные отличия не представляется возможным,

Таблица 5. Степень извлечения (%) изофлавоноидов из водно-этанольного экстракта соцветий клевера лугового
различными сорбентами (n = 3, P = 0.95)

*н.о. – не обнаружено.

Соединение Strata X Strata C18-Е Oasis HLB Isolute ENV+

Дайдзеин 92 ± 6 н.о.* 17.3 ± 0.5 н.о.
Генистеин 56 ± 4 н.о. 1.1 ± 0.3 0.7 ± 0.3
Формононетин 40 ± 6 1.7 ± 0.6 3.3 ± 0.6 н.о.
Биоканин А 1.7 ± 0.4 1.9 ± 0.5 н.о. н.о.

Рис. 3. Хроматограмма водно-этанольного экстракта клевера лугового до (1) и после (2) твердофазной экстракции в
условиях ВЭЖХ-ДМД-МС-анализа.

5.0

2.5

0
0 5 10 15 20

×105

А
на

ли
ти

че
ск

ий
 с

иг
на

л

t, мин

1

2

ДЗ
ГН

ФН БКА



830

ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 76  № 9  2021

ТЕМЕРДАШЕВ и др.

так как полную идентичность условий произрас-
тания, времени сбора, получения экстрактов кле-
вера лугового из публикаций установить не уда-
лось.

Для повышения выхода некоторых изофлаво-
ноидов ряд исследователей в состав экстракцион-
ных систем добавляли соляную или трифторук-
сусную кислоту, которые разрушают гликозид-
ные связи. Такой подход искажает данные о
количественном содержании нативных форм
изофлавоноидов.

* * *
Таким образом, изучено извлечение нативных

форм основных изофлавоноидов в водно-спирто-
вые экстракты разных морфологических частей
клевера лугового (Trifolium pratense L.), получен-
ные мацерацией, микроволновым, ультразвуко-
вым, субкритическим и фармакопейными спосо-
бами. Наибольшую эффективность по извлече-
нию изофлавоноидов показали ультразвуковая и
субкритическая экстракция. Максимально фор-
мононетин (0.260 мг/г) и генистеин (0.051 мг/г)
извлекаются мацерацией, биоканин А – субкри-
тической экстракцией (0.340 мг/г), а дайдзеин –
ультразвуковым способом (0.034 мг/г) из соцве-
тий клевера лугового. Установлены содержания
изофлавоноидов в различных морфологических
частях клевера лугового – максимальное суммар-
ное содержание которых (0.190 мг/г) наблюдается
в водно-этанольном экстракте соцветий.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Министерства науки и высшего образования (про-
ект № FZEN-2020-0022) с использованием научного
оборудования ЦКП “Эколого-аналитический
центр” Кубанского госуниверситета.
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Получены новые неподвижные фазы для гидрофильной хроматографии (ГИХ) с функциональными
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теля на выход реакции показало, что большая степень покрытия матрицы достигается при проведе-
нии реакции в этаноле. Оценку хроматографических свойств новых сорбентов в сравнении с
исходной матрицей проводили с использованием тестов Танака для гидрофильных фаз, а также пу-
тем изучения удерживания полярных аналитов различных классов. Синтезированные сорбенты
продемонстрировали высокую эффективность и селективность при разделении модельных смесей
сахаров, аминокислот и водорастворимых витаминов в режиме ГИХ.

Ключевые слова: гидрофильная хроматография, синтез сорбентов, силикагель, мультикомпонент-
ная реакция Уги, сахара, водорастворимые витамины, аминокислоты, тест Танака.
DOI: 10.31857/S0044450221090036

Гидрофильная хроматография (ГИХ) – совре-
менный метод определения полярных нейтральных
и заряженных веществ на полярных неподвижных
фазах, обеспечивающий иную селективность по
сравнению с традиционно используемой обращен-
но-фазовой хроматографией (ОФ ВЭЖХ) и позво-
ляющий разделять сильнополярные аналиты, кото-
рые практически не удерживаются в режиме ОФ
ВЭЖХ и имеют несимметричную форму пиков [1, 2].
Высокие селективность и эффективность в гид-
рофильной хроматографии достигаются за счет
использования полярных сорбентов с разнооб-
разными по строению и природе функциональ-
ными группами, среди которых наибольшие гид-
рофильность и факторы удерживания полярных
аналитов обеспечивают амидные неподвижные
фазы [2]. Однако в связи с усложнением задач, ре-
шаемых ГИХ, создание неподвижных фаз с улуч-
шенной эффективностью и альтернативной се-
лективностью остается одним из основных на-
правлений развития метода.

На текущий момент синтез новых селектив-
ных неподвижных фаз для ГИХ требует сложных
многостадийных процедур ковалентного моди-
фицирования. В большинстве случаев проводят
реакции с функциональными группами, закреп-
ленными на поверхности предварительно моди-
фицированного силикагеля [3–5], однако зача-
стую для одновременного введения в функцио-
нальный слой сорбентов групп различных типов
сначала получают соответствующие лиганды и
только после этого закрепляют их на поверхности
матрицы [6–8].

Перспективным подходом к созданию новых
функциональных слоев сорбентов для ГИХ явля-
ется использование мультикомпонентных реак-
ций, преимуществами которых являются высо-
кий выход продуктов, простота исполнения, воз-
можность получать необходимый продукт в
одном реакторе в результате одностадийной или
многостадийной реакции без выделения проме-
жуточных продуктов (“one-pot“ реакция), а также
разнообразие возможностей в изменении струк-
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туры функционального слоя путем варьирования
исходных соединений. Одним из примеров таких
реакций, позволяющих получать гидрофильные
амидные группы, является реакция Уги [9, 10] –
мультикомпонентная реакция, включающая вза-
имодействие аминов, карбонильных соединений,
изоцианидов и органических/неорганических
кислот. Классическую реакцию Уги можно про-
водить как в растворе, так и в твердой фазе. Реак-
ция может протекать в водной, водно-органиче-
ской либо в органической среде, причем выбор
растворителя может значительно влиять на выход
реакции [9]. Кроме того, селективность реакции в
воде уменьшается из-за образования продуктов
реакции Пассерини, которая в таких условиях зна-
чительно ускоряется. Добавление кислот Льюиса в
реакционную смесь может стать благоприятным
фактором для повышения выхода реакции [11].

На сегодняшний день в литературе существует
всего несколько примеров использования муль-
тикомпонентных реакций, в том числе реакции
Уги, для создания новых неподвижных фаз. При
этом практически все варианты предполагают
предварительное получение лигандов по данной
реакции и их последующее закрепление на по-
верхности матрицы. Так, в работе [6] мультиком-
понентную реакцию Уги использовали для созда-
ния цвиттер-ионных фрагментов на поверхности
сорбентов для ОФ ВЭЖХ и ГИХ. Авторы синте-
зировали аминофосфонатные цвиттер-ионные
лиганды и только после очистки ковалентно за-
крепили их на поверхности силикагеля. Синтез
лиганда по реакции Уги обеспечил высокий вы-
ход продукта и возможность легкого управления
селективностью получаемых сорбентов. Однако
предложенный авторами работы [6] способ син-
теза неподвижных фаз является трудоемким и
требует большого количества времени из-за необ-
ходимости очистки лиганда и последующего мо-
дифицирования матрицы.

Один из вариантов успешного использования
реакции Уги на твердых носителях – полисти-
рольных смолах – продемонстрировали авторы
работы [12]. В данном случае твердый носитель с
предварительно введенными функциональными
группами выступал в качестве одного из компо-
нентов мультикомпонентной реакции для полу-
чения и выделения ряда соединений. Авторы
подтвердили успешное протекание реакции и по-
лучение соответствующего продукта методом
ЯМР-спектроскопии.

Учитывая такие преимущества реакции Уги,
как высокий выход, быстрота протекания и мяг-
кие условия проведения (комнатная температура)
[9, 10], а также формирование гидрофильных
амидных фрагментов в продуктах реакции, мож-
но предположить, что мультикомпонентная реак-
ция Уги может быть простым и перспективным

подходом для синтеза новых гидрофильных непо-
движных фаз для ГИХ. При этом использование
аминированного силикагеля в качестве амино-
компонента в этой реакции обеспечит модифици-
рование матрицы исключительно необходимыми
функциональными группами благодаря легкости
отделения возможных побочных продуктов кон-
курирующей реакции Пассерини, образующихся
исключительно в жидкой фазе. Такой способ син-
теза неподвижной фазы для ГИХ станет уникаль-
ным в своем роде, поскольку в реакции непосред-
ственно будет участвовать аминированная матри-
ца, и образующийся лиганд сразу же будет
закрепляться на ней.

Целью данной работы являлся синтез сорбен-
тов на основе аминированного силикагеля с ис-
пользованием мультикомпонентной реакции
Уги, выбор растворителя для повышения степени
модифицирования матрицы, изучение получен-
ных сорбентов в режиме ГИХ на примере разде-
ления полярных веществ различных классов и
оценка возможностей их применения для анализа
реальных объектов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Приборы и материалы. Для синтеза сорбентов в

качестве матрицы использовали силикагель с
привитыми аминопропильными радикалами
Диасфер-110-Амин (БиоХиммак СТ, Россия) со
сферическими частицами диаметром 5 мкм,
1.70% N. Применяли ацетон ч. д. а. (ХимМед,
Россия), гликолевую кислоту ч. д. а. (Panreac, Ис-
пания), этанол ч. д. а. (Лабтех, Россия), метанол
ч. д. а. (Лабтех, Россия).

Для синтеза этилового эфира изоциануксусной
кислоты использовали оксихлорид фосфора oc. ч.
(Элма-Хим, Россия) напрямую из вскрытой ам-
пулы без дополнительной очистки; этил-N-фор-
милглицинат 98%, синтетический [13, 14]; ди-
хлорметан х. ч. (Компонент-Реактив, Россия),
перегоняли над свежим оксидом фосфора(V);
триэтиламин х. ч. (Acros, Россия), перегоняли над
гидроксидом кальция.

Для изучения свойств сорбентов использовали
толуол х. ч. (Компонент-Реактив, Россия); адено-
зин, >99.0%; урацил, >99.0%; теобромин, >98.0%;
теофиллин, >98.0%; уридин, >98.0%; видарабин
моногидрат, >98.0%; 5-метилуридин, >98.0%; 2'-
деоксиуридин, >98.0%; N, N, N-триметилфенил-
аммоний хлорид, >98.0%; тозилат натрия, >90.0%
(TCI, Япония).

Сахара: D-(+)-рибоза, 98%; D-(+)-глюкоза,
99.5%; D-(+)-фруктоза, 99.9%; D-(+)-лактоза мо-
ногидрат, >98%; D-(+)-мальтоза моногидрат,
>98%; D-(+)-сахароза, >98%; L-(+)-рамноза мо-
ногидрат, >98%; D-(+)-ксилоза, >98%; D-(+)-
раффиноза пентагидрат (TCI, Япония).
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Витамины: никотинамид, 99.7%; кислота ни-
котиновая (Sigma-Aldrich, США). Рибофлавин
(B2), 99%; пиридоксин гидрохлорид (B6), 99%;
цианокобаламин (В12) ч. д. а.; аскорбиновая кис-
лота (витамин C), 99%; тиамин (В1), >96% (TCI,
Япония).

Аминокислоты: D,L-фенилаланин х. ч.; L-
пролин х. ч.; D,L-серин х. ч.; L-изолейцин х. ч.;
L-лейцин х. ч.; L-метионин х. ч. (Serva, Герма-
ния); L-аспарагин х. ч.; β-аланин х. ч; глицин х. ч.
(Merck, Германия).

Прочие реактивы: ацетонитрил, “HPLC gradi-
ent grade”; кислота уксусная ледяная, 99.5%; кис-
лота ортофосфорная, 85% х. ч., хлорид калия ч. д. а.
(Panreac, Испания); этанол ч. д. а.; ацетат аммо-
ния ч. (Лабтех, Россия); ацетон ч. д. а. (ХимМед,
Россия); 1,4-диоксан ч. д. а. (Компонент-Реак-
тив, Россия).

Для изучения хроматографических свойств сор-
бентов использовали систему ВЭЖХ Dionex Ulti-
mate 3000 (Thermo Scientific, США), состоящую
из двухканального насоса высокого давления, ав-
томатической системы ввода пробы, термостата
для колонок и детектора на диодной матрице. Ре-
гистрацию хроматограмм осуществляли с помо-
щью программного пакета Chromeleon 7 (Thermo
Fisher Scientific, США). Для масс-спектрометри-
ческого детектирования применяли тройной
квадрупольный масс-анализатор Qtrap 5500
(AB Sciex, Канада), оснащенный источником
электрораспылительной ионизации (ЭРИ). Дан-
ные обрабатывали с помощью программного
обеспечения Analyst (version 1.5, AB Sciex, Канада).
Система ВЭЖХ состояла из изократического
ВЭЖХ-насоса, шестиходового крана-дозатора и
рефрактометрического детектора (Agilent Technol-
ogies, США). Регистрацию хроматограмм осу-
ществляли с помощью программного пакета
ChemStation (Agilent Technologies, США). Жид-
костной хроматограф Shimadzu Prominence состо-
ял из следующих блоков: насоса высокого давле-
ния LC-20AD с четырехканальным градиентным
смесителем на стороне низкого давления, дегазато-
ра DGU-20A5R, управляющего модуля CBM-20A,
ручного инжектора Rheodyne 7725i, детектора по
светорассеянию ELSD-LT II. Сжатый воздух для
детектора получали с помощью компрессора Jun-

Air OF302-25B. Давление сжатого воздуха для де-
тектора составляло 350 кПа, температура нагрева
испарителя +40°C, усиление детектора k = 6 вы-
бирали, исходя из высоты пиков на хроматограм-
ме в ходе эксперимента. Объем пробы – 20 мкл.

В работе использовали стальные колонки раз-
мером 100 × 3 мм, заполнение которых осуществ-
ляли при помощи насоса Knauer K-1900 (Knauer,
Германия).

Условия масс-спектрометрического детектиро-
вания. Для разделения сахаров на колонке С-Ум
использовали двухкомпонентную смесь раство-
рителей, состоящую из деионизованной воды и
ацетонитрила, при 30°C со скоростью потока
0.4 мл/мин. Элюирование проводили в градиент-
ном режиме: 0–4.5 мин 85–83% CH3CN; 4.5–
11 мин 63% CH3CN, 11–19 мин 85% CH3CN. Саха-
ра детектировали в режиме ЭРИ-МС/МС-реги-
страции отрицательных ионов. Напряжение на
капилляре –4500 В; температура источника
ионов 350°C; давление газа-распылителя (N2)
50 psi; газа-осушителя (N2) 50 psi; газа-завесы
(N2) 20 psi; входной потенциал –10 В; потенциал
на выходе из ячейки соударений –15 В.

Витамины разделяли, используя двухкомпо-
нентную смесь растворителей, состоящую из
20 мМ буферного раствора формиата аммония с
рН 3.7 (A) и ацетонитрила (B). Скорость потока
0.4 мл/мин, температура термостата колонки 25°C.
Условия градиентного элюирования: 0–6 мин 98%
CH3CN, 6–25 мин 98–5% CH3CN, 25–30 мин 5%
CH3CN, 30–38 мин 98% CH3CN. Витамины детек-
тировали в режиме ЭРИ-МС/МС-регистрации от-
рицательных ионов. Напряжение на капилляре
4500 В; температура источника ионов 350°C; дав-
ление газа-распылителя (N2) 50 psi; газа-осуши-
теля (N2) 50 psi; газа-завесы (N2) 20 psi; входной
потенциал 10 В; потенциал на выходе из ячейки
соударений 15 В.

Специфичные параметры детектирования, а
именно потенциал декластеризации (ДП) и энер-
гию соударений (ЭС), подбирали для каждого
аналита по отдельности (табл. 1). Время регистра-
ции каждого ионного перехода 50 мс.

Синтез этилового эфира изоциануксусной кис-
лоты проводили в соответствии со схемой 1 [13]:

Схема 1. Схема синтеза этилового эфира изоциануксусной кислоты.

К раствору 19.7 г (0.15 моль) перегнанного эти-
лового эфира N-формилглицина [14] и 37.5 г
(0.37 моль) триэтиламина в 150 мл дихлорметана

добавляли по каплям при 0°С 23.0 г (0.15 моль) ок-
сихлорида фосфора(V). Смесь перемешивали в
течение 1 ч, поддерживая температуру около 0°С.

N
H

COOEtO

H

N+
COOEt

C−
1. POCl3, Et3N

2. Na2CO3
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Медленно прибавляли раствор 30 г (0.28 моль)
безводного карбоната натрия в 120 мл воды при
энергичном перемешивании при 20–25°С. Полу-
ченную смесь перемешивали 30 мин при комнат-
ной температуре. После разделения фаз водную
фазу разбавляли в 2.5 раза и экстрагировали дву-
мя порциями дихлорметана по 80 мл. Объединeн-
ные органические фазы промывали насыщенным
раствором хлорида натрия, высушивали над кар-
бонатом калия, растворитель отгоняли на ротор-
ном испарителе без нагревания. Остаток перего-
няли в вакууме водоструйного насоса, собирая
фракцию, кипящую при 79–81°С (10 мм рт. ст.).
Получили 9.8 г (56%) практически бесцветной
жидкости с неприятным запахом, желтеющей
при стоянии. По данным ЯМР 1H в течение более
года состав продукта практически не меняется
(мольная чистота ≥95%), если хранится в стек-
лянной посуде при –20°С (в атмосфере сухого ар-
гона). Спектры ЯМР 1Н и 13С подтвердили струк-
туру полученного соединения. ЯМР 1Н (CDCl3;

400 МГц; δ, м.д.; J, Гц): 4.28 (2Н, кв, 3J = 7.15 Гц,
CH3СН2О), 4.22 (2Н, с, СН2N), 1.31 (3Н, т, J = 7.15 Гц,
СН3CH2O). ЯМР 13С (CDCl3, 100 МГц, δ, м.д.):
163.76, 160.86, 62.60, 43.34, 13.81.

Синтез сорбентов и заполнение хроматографи-
ческих колонок. Сорбенты С-Ум (в метаноле) и
С-Уэ (в этаноле) получали ковалентным модифи-
цированием полярных фрагментов матрицы –
аминопропилсиликагеля “Диасфер-амин” по ре-
акции Уги в разных растворителях: метаноле и
этаноле, соответственно (схема 2). Строго соблю-
дали порядок добавления реагентов. К 1.2 г ами-
нопропилсиликагеля (1) добавляли 95 мкл ацето-
на (2), 142 мкл этилового эфира изоциануксусной
кислоты (lgP = 0.91) (3) и 0.1 г гликолевой кисло-
ты (4). Реакционную смесь перемешивали в тече-
ние 24 ч со скоростью 250–300 об/мин. Продукт
реакции отфильтровывали на фильтре со стек-
лянным пористым дном, промывали 100 мл ди-
стиллированной воды и 80 мл ацетонитрила.

Таблица 1. Масс-спектрометрические параметры, выбранные для детектирования сахаров и витаминов

Соединение Полярность ДП, В Ион предшест-
венник, m/z

Фрагментный 
ион, m/z

ЭС, В

B1 + 70 265 122.1 21

265 144.1 19

B2 + 70 377.2 172.1 53

377.2 243.1 31

Никотинамид + 70 123 96.2 27

123 79.9 29

B6 + 70 169.8 134.1 29

169.8 152.1 19

Никотиновая 
кислота

+ 70 124 78 31

124 80 29

B12 + 70 678.5 147.1 35

678.5 359.3 35

Glu/Fru – –30 179.1 119.1 –10

179.1 89.1 –20

179.1 59.1 –25

Suc/Mal/Lac – –40 341.3 59.1 –55

341.3 179.1 –18

Xyl/Rib – –30 149.1 59.1 –25
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Схема 2. Схема синтеза и предполагаемая структура неподвижных 
фаз С-Ум (в метаноле) и С-Уэ (в этаноле).

Для заполнения колонок использовали
смесь 10 мл 0.1 М раствора KCl, 8 мл этанола и 2 мл
1,4-диоксана в качестве раствора для приготовле-
ния суспензии сорбентов, а дегазированный ацето-
нитрил – в качестве подвижной фазы. Заполнение
колонки проводили при давлении 250–300 бар.

Анализ реальных объектов. Вино Gran Marques
Reserva предварительно разбавляли в два раза;
0.3 г кофе Nescafe Gold Cappuccino сначала рас-
творяли в 100 мл воды и затем также разбавляли в
два раза. Пробоподготовка включала очистку
пробы путем твердофазной экстракции на кар-
тридже Chromabond® C18 ec f (силикагель, моди-
фицированный октадецильными группами, объ-
ем 3 мл, масса адсорбента 500 мг, Macherey-Nagel,
Германия) при помощи вакуумного манифолда.
Картридж предварительно кондиционировали
10 мл ацетонитрила и 5 мл деионизованной воды.
К полученным экстрактам добавляли ацетонит-
рил для достижения соотношения вода–ацето-
нитрил согласно составу подвижной фазы.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящей работе для получения неподвиж-

ных фаз по мультикомпонентной реакции Уги
использовали 3-аминопропилсиликагель (сор-
бент С), ацетон, гликолевую кислоту и этиловый
эфир изоциануксусной кислоты. Как отмечено
выше, мультикомпонентные реакции предостав-
ляют широкий спектр возможностей для варьи-
рования структуры получаемых продуктов путем
замены одного или нескольких компонентов ре-
акции. На начальном этапе работы основной за-
дачей было добиться лучшей степени покрытия
матрицы функциональным слоем фиксирован-
ной структуры. С учетом литературных данных о
влиянии органического растворителя на выход
реакции синтез проводили в метаноле и в этано-
ле. В результате получили сорбенты, условно обо-
значенные как С-Ум (в метаноле) и С-Уэ (в этано-
ле). Для оценки успешности синтеза хроматогра-
фические характеристики полученных сорбентов

сравнивали с таковыми для матрицы (сорбента С –
3-аминопропилсиликагеля). Сравнение осуществ-
ляли с помощью теста Танака для гидрофильных
неподвижных фаз [15, 16] и на примере разделе-
ния модельных смесей сахаров, водорастворимых
витаминов и аминокислот.

Тест Танака. Исходя из величин фактора удер-
живания уридина k(U) (табл. 2), отвечающего за
оценку гидрофильных взаимодействий, сорбен-
ты, полученные по реакции Уги, демонстрируют
меньшие величины фактора удерживания уриди-
на k(U) по сравнению с матрицей, что, по-види-
мому, связано с введением гидрофобных фраг-
ментов в структуру функционального слоя. Это
согласуется с величинами параметров гидрофоб-
ности Ханша lgP, рассчитанных с помощью Epi-
web 4.1 для аминопропильного радикала и струк-
турного фрагмента, полученного после реакции
Уги, и составляющих 0.34 и 0.51 соответственно.
В соответствии с результатами теста, представ-
ленными в табл. 2, значения большинства пара-
метров для сорбента С-Ум близки и незначительно
отличаются от таковых для сорбента С (матрицы).
В случае сорбента С-Уэ существенное уменьшение
наряду с k(U) наблюдали для метиленовой α(СН2),
гидроксильной α(ОН) и анионообменной селек-
тивности α(АX). Полученные данные позволяют
предположить, что проведение реакции в этаноле
обеспечивает больший выход по сравнению с ме-
танолом и, следовательно, приводит к увеличе-
нию степени покрытия матрицы новым функци-
ональным слоем.

При этом отмечено, что селективность по от-
ношению к стереоизомерам α(V/A) и катионооб-
менная селективность α(СX) практически не из-
меняются для обоих синтезированных сорбентов
по сравнению с матрицей, а величины α(Tb/Tp) < 1
подтверждают основную природу всех сорбентов.
Незначительное увеличение α(СX) для сорбента
С-Уэ по сравнению с матрицей может быть вы-
звано большим фактором удерживания гидро-
фобного катиона и меньшим – полярного ура-
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цила, являющимися тестовыми аналитами для
расчета этого параметра, вследствие снижения гид-
рофильности поверхности при модифицировании
по реакции Уги.

Сахара являются удобными модельными ана-
литами для изучения свойств и возможностей
гидрофильных сорбентов в отношении разделе-
ния полярных нейтральных веществ. В удержива-
ние сахаров вносит вклад не только распределе-
ние в адсорбированном на полярной неподвиж-
ной фазе приповерхностном слое воды, но также
и адсорбционный механизм, и образование водо-
родных связей с ОН-группами [17–19].

Показано, что при модифицировании матри-
цы по реакции Уги времена удерживания сахаров
уменьшаются, что согласуется с уменьшением
гидрофильности поверхности по результатам те-
ста Танака. Однако при этом значительно увели-
чивается эффективность (рис. 1), что может быть
следствием уменьшения вклада сопротивления
массопереносу при уменьшении толщины функ-
ционального слоя, в том числе приповерхностного
слоя воды (в котором реализуется распределение)
в результате создания структурных фрагментов по

реакции Уги на поверхности аминопропилсили-
кагеля. Более того, селективность для пары маль-
тоза/лактоза, обладающих одинаковым значением
параметра гидрофобности Ханша (lgP = –5.46,
Epiweb 4.1), существенно увеличилась для сор-
бентов С-Ум и С-Уэ по сравнению с матрицей С
(рис. 1), что обеспечило возможность разрешения
этой пары сахаров. Коэффициенты селективно-
сти αMal/Lact составили 1.15–1.20. В целом для но-
вых сорбентов селективность по другим сахарам
несколько уменьшилась, однако благодаря уве-
личению эффективности при модифицировании
аминопропилсиликагеля по реакции Уги удалось
разделить девять сахаров за 23 мин при составе по-
движной фазы CH3CN–Н2O (85 : 15, по объему).

Поскольку использование рефрактометриче-
ского детектора позволяет работать только в изо-
кратическом режиме, далее в работе использова-
ли испарительный детектор по светорассеянию,
что дало возможность осуществлять градиентное
элюирование, тем самым увеличив количество
разделяемых углеводов в модельной смеси. Так,
на сорбенте С-Ум, демонстрирующем лучшую
эффективность по сахарам, за 20 мин было до-
стигнуто разделение модельной смеси 10 сахаров,
включая трисахарид раффинозу, факторы удер-
живания которого слишком высоки в изократи-
ческом режиме элюирования. Соотношение
воды и ацетонитрила в подвижной фазе изменяли
в интервале 14–27 и 86–73% соответственно.
Сорбент С-Ум продемонстрировал приемлемую
форму пиков (коэффициенты асимметрии 1.0–
2.1) и хорошее разрешение для смеси сахаров.
Хроматограмма и условия элюирования приведе-
ны на рис. 2, рассчитанные хроматографические
параметры – в табл. 3.

Аминокислоты. В качестве модельных объектов
для изучения свойств и возможностей синтезиро-
ванных сорбентов использовали также амино-
кислоты, представляющие класс полярных цвит-
тер-ионных аналитов. Для разделения смесей
аминокислот в качестве подвижной фазы выбра-

Таблица 2. Величины коэффициентов селективности
теста Танака

Условия: подвижная фаза CH3CN–20 мМ ацетатно-аммо-
нийный буферный раствор с pH 4.7 (90 : 10, по объему); ско-
рость потока 0.5 мл/мин; УФ-детектирование, 254 нм.

Параметр С (матрица) С-Ум С-Уэ

k(U) 3.95 3.78 2.68
α(CH2) 1.49 1.55 1.11
α(OH) 2.09 2.30 1.54
α(V/A) 1.36 1.37 1.30
α(CX) 0.06 0.05 0.33
α(AX) 14.31 15.01 11.87
α(Tb/Tp) 0.72 0.77 0.72

Рис. 1. Шкалы селективности сахаров относительно рибозы (слева), диаграмма эффективности определения сахаров
(справа). Подвижная фаза: CH3CN–H2O (85 : 15, по объему); скорость потока 1 мл/мин; рефрактометрическое детек-
тирование: 1 – рибоза, 2 – ксилоза, 3 – арабиноза, 4 – фруктоза, 5 – манноза, 6 – глюкоза, 7 – сахароза, 8 – мальтоза,
9 – лактоза.
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ли фосфатный буферный раствор, не поглощаю-
щий электромагнитное излучение при длине вол-
ны 210 нм, используемой для детектирования
аминокислот [20]. При выборе условий элюиро-
вания содержание буфера снизили до 1 мМ для
обеспечения растворимости фосфата в водно-ор-
ганической среде, долю водной фазы варьирова-
ли в пределах от 10 до 15%. Для синтезированных
сорбентов оптимальная доля воды составила 15%.
Повышение рН элюента до 6.5 – вблизи изоэлек-
трических точек большинства аминокислот –
привело к увеличению их факторов удерживания
и повышению селективности.

Для сорбентов С-Ум и С-Уэ увеличилось время
удерживания аминокислот по сравнению с сор-
бентом С, а также возросла эффективность по
аминокислотам (рис. 3). Несмотря большую гид-
рофобность полученных сорбентов, удерживание
цвиттер-ионных аминокислот на них заметно
возросло по сравнению с матрицей, вероятно,
благодаря введению гидрокси- и амидных групп в
функциональный слой сорбентов, что позволило
увеличить число разделяемых аналитов. Однако,
несмотря на большие величины факторов удер-
живания аминокислот на сорбенте С-Ум, на нем
не удалось достичь разрешения пары серин/ала-
нин. Сорбент С-Уэ продемонстрировал лучшую
селективность по парам тирозин/лейцин и се-
рин/аланин, лучшую симметрию пиков и боль-
шую эффективность по отношению к аминокис-
лотам. Таким образом, можно сделать вывод, что
модифицирование аминопропилсиликагеля по
реакции Уги с выбранными реагентами в этаноле
приводит к получению сорбента с лучшими хро-
матографическими характеристиками для ве-
ществ цвиттер-ионной природы, таких как ами-
нокислоты, вероятно, вследствие большего выхо-
да реакции в этаноле по сравнению с метанолом.
Хроматограммы модельных смесей аминокислот
представлены на рис. 3.

Водорастворимые витамины. Различия в гидро-
фильности и разнообразие физико-химических
свойств делает водорастворимые витамины инте-
ресными модельными аналитами для изучения
свойств сорбентов в режиме ГИХ. В составе по-
движной фазы в этом случае рационально ис-
пользовать ацетатно-аммонийный буферный
раствор, обладающий высокой растворимостью в
присутствии ацетонитрила. Это позволяет рабо-
тать в градиентном режиме элюирования, а также
повышать концентрацию элюирующего иона при
наличии электростатических взаимодействий за-
ряженных форм аналитов с неподвижной фазой и
высокой ионообменной емкости сорбентов.

Исходя из данных [21], для разделения соеди-
нений данного класса использовали 100 мМ аце-
татно-аммонийный буферный раствор и ацето-
нитрил в качестве подвижной фазы; детектирова-

ние проводили при длине волны УФ-детектора
270 нм. С целью повышения экспрессности для
разделения смеси семи витаминов использовали
градиентное элюирование. На первом этапе вы-
бирали условия разделения слабоудерживаемых
витаминов. Чтобы добиться хорошего разделения
смеси витаминов, для каждого сорбента выбира-
ли pH буферного раствора (5.4–5.8) и долю водной
фазы в элюенте в диапазоне 8–12%. Оптимальное
содержание водной фазы для всех сорбентов со-
ставило 10%, а pH буферного раствора – 5.4, так
как при pH 5.8 не удалось обеспечить полного раз-
решения витаминов B1 и B2. Далее выбирали усло-
вия градиентного элюирования витамина B12, а

Рис. 2. Хроматограмма модельной смеси сахаров.
Условия: сорбент С-Ум, подвижная фаза H2O–
CH3CN; скорость потока 1 мл/мин; режим градиент-
ного элюирования: 0–5.5 мин 14% H2O, 6.5–12.5 мин
22% H2O, 13.5–26.5 мин 27% H2O, 28.5–32.5 мин 14%
H2O, детектирование по светорассеянию (размеры
колонки 100 × 3 мм): 1 – рибоза, 2 – ксилоза, 3 – ара-
биноза, 4 – фруктоза, 5 – манноза, 6 – глюкоза, 7 –
сахароза, 8 – мальтоза, 9 – лактоза, 10 – раффиноза.
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Таблица 3. Хроматографические параметры разделе-
ния сахаров

Условия: сорбент С-Ум, подвижная фаза H2O–CH3CN; ско-
рость потока 1 мл/мин; режим градиентного элюирования
(см. рис. 4), детектирование по светорассеянию.

Сахар k' Rs As N, тт/м

Рибоза 1.7 – 2.1 11000
Ксилоза 2.6 1.8 1.2 8000
Арабиноза 3.3 1.6 1.6 9000
Фруктоза 4.4 1.7 1.7 18000
Манноза 5.8 1.5 1.0 22000
Глюкоза 6.7 1.2 1.2 14000
Сахароза 12.1 2.1 1.3 –
Мальтоза 13.6 1.2 1.4 –
Лактоза 14.7 1.1 1.2 –
Раффиноза 19.4 1.4 1.6 –
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также никотиновой и аскорбиновой кислот, име-
ющих большие факторы удерживания на сорбен-
тах, характеризующихся высокой анионообмен-
ной селективностью согласно тесту Танака
(табл. 2). Путем повышения содержания ацетат-
но-аммонийного буферного раствора в подвиж-
ной фазе в диапазоне 20–28% удалось добиться
полного разрешения пиков и экспрессного разде-
ления этих витаминов на полученных сорбентах
при содержании буферного раствора 28% в каче-
стве второй ступени градиентного режима.

Как видно из рис. 4, для обоих сорбентов, по-
лученных по реакции Уги, улучшается разреше-
ние пары витаминов B1/B2 (Rs = 1.8 для С-Ум) по
сравнению с матрицей, а на сорбенте С-Уэ на-
блюдается иная селективность – обратный порядок
элюирования данной пары (Rs = 2.0 для С-Уэ). Уве-
личение фактора удерживания положительно за-
ряженного тиамина согласуется с уменьшением
анионообменной селективности α(AX) сорбента
С-Уэ и увеличением α(СX). Уменьшение гидро-
фильности и анионообменной селективности
данного сорбента привело к уменьшению удер-
живания витаминов кислотной природы – аскор-
биновой и никотиновой кислот – и более экс-
прессному разделению семи витаминов. Кроме
того, сорбент С-Уэ продемонстрировал лучшую
симметрию пиков (As от 1.0 до 1.2) и большую эф-
фективность по витаминам – до 45000 тт/м (рис. 4).
Хроматограммы модельной смеси витаминов
представлены на рис. 4.

Выбор условий разделения в режиме гидрофиль-
ной хроматографии с масс-спектрометрическим де-
тектированием (МС). При определении полярных
органических соединений методом ГИХ в сочета-
нии с МС-детектированием необходимо учиты-
вать не только хроматографические параметры
разделения, но и условия ионизации аналитов.
Ионизация электрораспылением – ключевая ста-
дия в МС-детектировании, во время которой об-
разуются заряженные молекулы аналитов, обыч-
но их протонированные и депротонированные
формы, и осуществляется их перенос из фазы
мелкого аэрозоля в газовую фазу. На этой стадии
состав подвижной фазы и ее pH влияют не только
на форму существования молекул аналитов в
элюате, но и на распыление этого элюата в виде
аэрозоля вследствие увеличения или уменьшения
поверхностного натяжения. Компоненты буфер-
ных растворов могут конкурировать с молекула-
ми аналитов при ионизации, служить переносчи-
ками заряда, образовывать заряженные кластеры
с молекулами растворителей и т.д. Таким обра-
зом, необходимо выбрать наиболее подходящий
состав подвижной фазы, найдя компромисс меж-
ду наилучшими условиями для хроматографиче-
ского разделения и для электрораспылительной
ионизации разделяемых соединений.

Для разделения и определения сахаров в
варианте ВЭЖХ-МС использовали стандартную
подвижную фазу, состоящую из ацетонитрила и
воды [22]. Профиль градиента подбирали таким
образом, чтобы, увеличивая содержание воды в
подвижной фазе, добиться оптимальной формы

Рис. 3. Хроматограммы модельной смеси аминокислот (слева), диаграмма эффективности определения аминокислот
(справа). Сорбенты: С-Уэ (1), С-Ум (2), С (матрица) (3); подвижная фаза CH3CN–1 мМ фосфатный буферный раствор
с pH 6.5 (85 : 15, по объему); скорость потока 1 мл/мин; УФ-детектирование при 210 нм.
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Рис. 4. Хроматограммы модельной смеси витаминов (слева), диаграмма эффективности определения витаминов
(справа, получена в изократическом режиме элюирования). Сорбенты: С-Уэ (1), С-Ум (2), С (матрица) (3); подвижная
фаза: 100 мМ ацетатно-аммонийный буферный раствор с pH 5.4–CH3CN; градиентное элюирование: 0–4.5 мин 10%
буферного раствора, 5.5–16 мин 28% буферного раствора; скорость потока 1 мл/мин; УФ-детектирование при 270 нм.
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пиков дисахаридов – глюкозы, мальтозы и лакто-
зы (рис. 5а).

Для разделения и определения витаминов в
варианте ВЭЖХ-МС выбирали подходящий со-
став подвижный фазы, варьируя концентрацию
буферного раствора (формиата аммония) от 10 до
30 мМ. Ухудшение ионизации витаминов при
увеличении концентрации формиата аммония от
10 до 20 мМ компенсировалось улучшением фор-
мы их хроматографических пиков, а при переходе
к концентрации 30 мМ интенсивность сигналов
снижалась, поэтому было решено далее исполь-
зовать 20 мМ буферный раствор. Дальнейшее по-
вышение концентрации нецелесообразно из-за
ухудшения отклика МС-детектора, а кроме того,
невозможно полностью подавить удерживание
по ионообменному механизму, как это происхо-
дит при использовании фосфатного буферного
раствора, несовместимого с МС-детектировани-
ем. По этой причине приняли решение понизить
pH, добавив муравьиную кислоту к раствору фор-
миата аммония до pH 3.7, а его содержание в со-
ставе подвижной фазы в градиентном режиме
линейно увеличивали от 2 до 95%. Полученная
хроматограмма модельной смеси витаминов
группы B представлена на рис. 5б.

Анализ реальных объектов. Для проверки при-
менимости сорбента С-Ум для определения саха-
ров в реальных объектах провели анализ вина
Gran Marques Reserva и растворимого кофе Nescafe
Gold Cappucсino. Определяемые углеводы в ис-
следуемых образцах идентифицировали сопо-
ставлением их времен удерживания со временами
удерживания компонентов в стандартных раство-
рах. Количественную оценку содержания каждо-
го аналита проводили на основе линейных граду-

ировочных зависимостей площади пика от кон-
центрации. Градуировочные зависимости для
десяти сахаров строили с использованием стан-
дартных растворов в диапазоне концентраций
50–800 мг/л, выбранном исходя из предполагае-
мого содержания в объектах анализа. Правиль-
ность предложенного подхода к определению са-
харов проверяли методом введено–найдено, вос-
производимость – путем повторного введения
образцов.

В результате качественного анализа в красном
сухом вине обнаружили фруктозу и глюкозу, а в
растворимом кофе Nescafe Gold Cappucсino – са-
харозу и лактозу, что характерно для сладкого на-
питка с добавлением молока. В пробу вина вводи-
ли добавки девяти сахаров по 294 мг/л каждого, а
в пробу растворимого кофе – добавки десяти са-
харов по 100 мг/л. Большое количество глюкозы в
вине мешает определению маннозы, поэтому до-
бавку маннозы не вводили. Хроматограммы раз-
бавленного вина и кофе на колонке С-Ум пред-
ставлены на рис. 6; результаты количественного
анализа и проверки правильности методом введе-
но–найдено, а также характеристики полученных
градуировочных зависимостей и пределы обнару-
жения сахаров приведены в табл. 4. Найденные ко-
личества сахаров согласуются с введенными, что
подтверждает применимость полученного сор-
бента и способа определения сахаров к анализу
реальных объектов.

* * *

Таким образом, изучены новые неподвижные
фазы, синтезированные по мультикомпонентной
реакции Уги с использованием матрицы 3-ами-
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Рис. 5. Хроматограмма модельной смеси сахаров (а) и витаминов (б) на сорбенте С-Ум. (а): Подвижная фаза – деиони-
зованная вода–ацетонитрил; режим градиентного элюирования: 0–4.5 мин 15% воды, 4.5–9.0 мин c 17 до 37% воды,
9.0–9.1 мин с 37 до 17% воды; МС-детектирование; скорость потока 0.4 мл/мин; температура колонки 30°C; 1 – рибо-
за, 2 – ксилоза, 3 – фруктоза, 4 – глюкоза, 5 – сахароза, 6 – мальтоза, 7 – лактоза. (б): Подвижная фаза – 20 мМ фор-
миат аммония (pH 3.7)–ацетонитрил: 0–6 мин 2% буферного раствора, 6–25 мин 2–95% буферного раствора, 25–
30 мин 5% буферного раствора, 30–38 мин 2% буферного раствора; скорость потока 0.4 мл/мин, температура колонки
25°C; МС-детектирование.
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Таблица 4. Метрологические характеристики определения сахаров (диапазон линейности градуировочных зави-
симостей 50–800 мг/л)

* Рассчитано для концентраций 50 мг/л; ** вид градуировочной зависимости y = ac – b; *** в вине Gran Marques Reserva (n = 3,
Р = 0.95); **** в кофе Nescafe Gold Cappucсino (n = 3, Р = 0.95).

Вещество
cмин, 
мг/л

sr* r a × 10–3** b × 10–5**
Найдено, 

мг/л

Найдено после 
введения 

294 мг/л***, мг/л

Найдено после 
введения 

100 мг/л****, мг/л

Рибоза 7 0.03 0.996 5.77 3.50 – 280 ± 40 104 ± 5
Ксилоза 8 0.04 0.995 8.13 5.06 – 220 ± 70 100 ± 5
Арабиноза 20 0.16 0.992 3.53 2.34 – 250 ± 40 120 ± 20
Фруктоза 5 0.05 0.995 13.36 8.01 630 ± 60*** 880 ± 60 100 ± 5
Манноза 35 0.21 0.991 5.02 3.73 – – 110 ± 10
Глюкоза 20 0.22 0.989 10.98 8.09 600 ± 50*** 800 ± 100 110 ± 10
Сахароза 20 0.06 0.998 14.06 4.80 340 ± 30**** 310 ± 20 420 ± 30
Мальтоза 26 0.25 0.995 11.11 4.85 – 220 ± 60 120 ± 20
Лактоза 25 0.30 0.994 9.23 3.45 120 ± 20**** 220 ± 60 210 ± 30
Раффиноза 30 0.04 0.998 13.83 2.47 – 260 ± 30 100 ± 20
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нопропилсиликагеля, ацетона, гликолевой кис-
лоты и этилового эфира изоциануксусной кисло-
ты в разных растворителях (этанол, метанол). По-
казано, что большая степень покрытия матрицы
достигается при проведении реакции в этаноле.
Улучшение разделяющей способности новых
сорбентов по отношению к различным классам
полярных аналитов по сравнению с исходной
матрицей свидетельствует о перспективности
предложенного подхода для создания новых не-
подвижных фаз для ГИХ. Дальнейшие работы в
данной области будут направлены на повышение
степени покрытия матрицы функциональным
слоем, а также варьирование структуры получае-
мого слоя для управления селективностью полу-
чаемых сорбентов.

Работа выполнена при поддержке Российского
научного фонда, грант № 20-13-00140.
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Для разделения рацемата пентанола-2 предложена новая хиральная неподвижная фаза на основе
гомохиральных кристаллов α-NiSO4⋅6H2O, полученных в условии созревания Виедмы. Из хромато-
грамм разделения рацемата пентанола-2 определены времена удерживания и параметры разделе-
ния. Разделение происходит в диапазоне концентраций 4–11.3 мг/мл (элюент – смесь н-гептана и
хлороформа). Достоверность разделений подтверждена поляриметрическим и газохроматографи-
ческим с масс-спектрометрическим детектированием анализом фракций каждого пика. Показано,
что параметры разделения не зависят от скорости элюирования. При увеличении объемной доли
хлороформа элюирующая сила возрастает, а критерий разделения и коэффициент селективности
снижаются. Последний варьировался от 1.09 до 1.32. Максимальная эффективность разделения со-
ставила 2000 тт/м. Предложенная неподвижная фаза может быть применена для полупрепаративно-
го разделения энантиомеров.

Ключевые слова: пентанол-2, ВЭЖХ, гексагидрат сульфата никеля, созревание Виедмы.
DOI: 10.31857/S0044450221090103

Проблема разделения рацемических веществ
возникла с тех пор, как Пастер обнаружил моле-
кулярную асимметрию органических соединений
в 1848 г. [1]. Целью разделения рацемата является
как анализ энантиомерного состава, так и полу-
препаративное и препаративное выделение опти-
чески чистого изомера, поскольку стереохимиче-
ские характеристики структуры сильно влияют на
биологическую активность органических соеди-
нений. Методы разделения рацемических спир-
тов делятся на две основные группы: (1) разделе-
ние путем синтеза и разделения диастереоизоме-
ров и (2) разделение рацемических спиртов путем
энантиоселективной кристаллизации, а также
хроматографически [2].

Кристаллизация с образованием хиральных
(энантиоморфных) кристаллов возможна как для
изначально хиральных, так и для ахиральных мо-
лекул. В случае последних получаются право- и
левовращающие кристаллы с вероятностью
50 : 50. Кондепуди [3–6] показал, что при автока-
талитической кристаллизации хлората натрия
(ахиральное вещество, кристаллизующееся в
энантиоморфной пространственной группе) дан-
ное правило может быть нарушено. Чистые хи-

ральные кристаллы хлората натрия можно полу-
чить в условиях интенсивного размешивания
раствора. Эта концепция спонтанного разделе-
ния энантиоморфных кристаллов заключалась в
решающей роли вторичного зародышеобразова-
ния: растворенное вещество кристаллизуется на
поверхности существующего материнского кри-
сталла, а вновь добавленный материал принимает
хиральность поверхности.

Виедма [7] в 2005 г. предложил механизм тако-
го спонтанного нарушения симметрии при со-
провождающейся размешиванием кристаллиза-
ции: в процессе размешивания происходят разби-
ение мешальником достигшего критического
размера кристалла на более мелкие той же хи-
ральности (вторичная нуклеация) [8] и последую-
щий автокаталитический процесс Франка [9] в
сочетании с Оствальдским созреванием [10]. Ви-
едма показал, что получение чистых энантио-
морфных кристаллов возможно и при высокой
скорости первичной нуклеации как за счет созда-
ваемого стеклянными шариками “эффекта мель-
ницы” [7], так и за счет температурного градиента
при отсутствии размешивания [11]. Данный ме-
тод получения энантиоморфных кристаллов на-

УДК 544.543

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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зван “созреванием Виедмы” и успешно применен
для получения многих энантиоморфных кристал-
лов, в том числе и из растворов рацематов [12–17].

Созревание Видемы делает возможным ис-
пользование энантиоморфных кристаллов для
хирального разделения. Соаи с соавт. [18] обнару-
жили способность поверхности энантиоморфных
кристаллов ахиральных молекул к асимметриче-
скому катализу реакции диизопропилцинка с пи-
римидин-5-карбальдегидом. Одним из таких
кристаллов был гексагидрат сульфата никеля.
Для полученных группой Соаи в 2015 г. кристал-
лов α-NiSO4⋅6H2O зафиксирован круговой ди-
хроизм при 390 нм. Обнаружено, что кристаллы с
положительным круговым дихроизмом приводят
к образованию (S)-пиримидилалконола, а с отри-
цательным – (R)-пиримидилалконола.

Таким образом, кристаллы α-NiSO4⋅6H2O, по-
лученные в условиях созревания Виедмы, могут
быть применены и для разделения энантиомеров.
В настоящей работе адсорбент на основе таких
кристаллов использовали для разделения рацема-
та пентанола-2 на энантиомеры.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В качестве адсорбента использовали семивод-

ный сульфат никеля (98%, Кыштымский меде-
электролитный завод, Кыштым, Россия, CAS
10101-98-1). В качестве адсорбента-носителя кри-
сталлов α-NiSO4⋅6H2O применяли силикагель
(Chemapol, Прага, Чешская республика, размер
частиц (5–40) мкм). Для приготовления раство-
ров NiSO4⋅6H2O использовали высокоочищен-
ную воду с проводимостью 10 мкс/м, полученную
на деионизаторе воды ДВ-10UV (Цветхром, Дзер-
жинск, Россия).

Гомохиральные кристаллы α-NiSO4⋅6H2O по-
лучали по следующей методике: в насыщенный
при 40°С раствор NiSO4⋅7H2O добавляли 15 г
стеклянных шариков для создания “эффекта
мельницы”, затем включали размешивание со
скоростью 1300 об/мин. Раствор испарялся до тех
пор, пока было возможно осуществлять переме-
шивание. Осадок отфильтровывали и высушива-
ли в эксикаторе над свежепрокаленным CaCl2.

Для нанесения α-NiSO4⋅6H2O на поверхность
силикагеля последний заливали водой, нагревали
до 50°С, после чего вносили навеску α-NiSO4⋅6H2O.
Количество модификатора составляло 10% от
массы абсорбента-носителя. Суспензию разме-
шивали в течение 15 мин при 100 об/мин. Затем
температуру понижали до 40°С со скоростью
1°С/10 мин. Суспензию размешивали в течение
дня, далее раствор отфильтровывали и готовый
адсорбент высушивали в эксикаторе. После этого
адсорбент дополнительно сушили в атмосфере
азота в течение часа.

Полученным сорбентом наполняли стальную
колонку длиной 25 см и внутренним диаметром
4.6 мм. Колонку заполняли суспензией модифи-
цированного адсорбента в октаноле-1, далее че-
рез колонку элюировали ацетонитрил со скоро-
стью потока 10 мл/мин. Процедуру повторяли до
плотного заполнения всей колонки.

Исследование проводили методом высокоэф-
фективной жидкостной хроматографии в нор-
мально-фазовом режиме на хроматографе Perkin
Elmer series 200 (Perkin Elmer, США) с УФ-детек-
тором. Объем петли инжектора составлял 20 мкл,
рабочая длина волны (250–265) нм, скорость
элюирования (0.1–0.6) мл/мин. Обработка хро-
матограмм выполнялась в программе Мульти-
Хром версия 2.4 для Аквилона.

В качестве элюентов выбрали н-гептан
(>99.5%, Экос-1, Москва, Россия, CAS 142-82-5)
и хлороформ х. ч. (Экос-1, CAS 67-66-3). Элюен-
ты дополнительно очищали согласно общеприня-
тым методикам [19]. Гептан экстрагировали конц.
H2SO4 (объемное соотношение гептан–H2SO4 9 : 1).
Хлороформ встряхивали с конц. H2SO4, промыва-
ли водой до нейтральной реакции среды, сушили
над CaCl2 и перегоняли. Объемная концентрация
хлороформа в смеси гептан–хлороформ варьиро-
валась от 10 до 40%. В качестве объекта исследо-
вания использовали пентанол-2 (98%, Sigma-Al-
drich, Милуоки, США, CAS 60-32-29-7).

Для установления факта хирального разделе-
ния во время элюирования отбирали фракции,
соответствующие первому и второму пикам. Да-
лее фракции концентрировали и исследовали ме-
тодами поляриметрии и газовой хроматографии с
масс-спектрометрическим детектированием. Зна-
чения угла вращения плоскости поляризованного
света каждой из фракций анализировали на авто-
матическом поляриметре Atago AP-300 (Atago,
Япония). Использовали кювету толщиной 100 мм
и объемом 5 мл. Рабочая длина волны составляла
589 нм. Содержимое фракций анализировали на
газовом хроматографе Agilent 6890 с масс-спек-
трометрическим детектором Agilent 5973 на ко-
лонке DB-624 (длина 30 м, внутренний диаметр
0.25 мм). Использовали следующий режим про-
граммирования температуры: 50°C в течение
3 мин; подъем температуры со скоростью
10°C/мин до 100°C; подъем температуры со ско-
ростью 30°C/мин до 220°C, далее изотерма в тече-
ние 3 мин. Температура испарителя 250°C, переход-
ной линии 260°C, постоянное давление 58.513 кПа,
деление потока 1 : 80. Режим масс-спектрометра:
электронная ионизация, 70 эВ, сканирование в
диапазоне (29–350) а. е., 5 скан/с. Образец
(0.2 мкл) вводили микрошприцом.

Из экспериментальных хроматограмм рассчи-
тывали времена удерживания, коэффициенты се-
лективности и критерии разделения.
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Коэффициент селективности энантиомеров
рассчитывали по формуле:

(1)

Здесь и ниже слабее удерживающийся энантио-
мер обозначен как R-энантиомер, сильнее удер-
живающийся – как S-энантиомер.

Для расчета критерия разделения R по причи-
не неполного разделения пиков использовали
критерий разделения K2:

(2)
где h1 и h2 – высоты первого и второго пиков со-
ответственно, hmin – минимум на кривой элюиро-
вания между пиками. В этом случае критерий раз-
деления R рассчитывали из следующего соотно-
шения:

(3)

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
При исследовании адсорбции пентанола-2 на

неподвижной фазе, модифицированной
α-NiSO4⋅6H2O, происходит разделение рацемата
на два пика. Газохроматографический с масс-
спектрометрическим детектированием анализ
показал, что помимо элюента в обеих пробах со-
держится только одно вещество (рис. 1). Расшиф-

S R/ .g gV Vα =

2 1 2 min( )/ ,K h h h= +

24
2 .e RK =

ровка масс-спектров по характеристическим
ионам как для первой, так и для второй фракции
показала, что данным веществом является пента-
нол-2. Поляриметрический анализ показал, что
для фракции, соответствующей первому пику на
хроматограмме, угол вращения плоскости поля-
ризованного света составил +0.11°, а в случае вто-
рой фракции –0.11°. Таким образом, очевидно,
что два пика на хроматограмме иллюстрируют
разделение энантиомеров пентанола-2, причем
первый пик на хроматограмме соответствует R-
пентанолу, а второй – S-пентанолу.

В табл. 1 приведены параметры разделения
пентанола-2 элюированием смесью гептан–хло-
роформ в соотношении 80 : 20. Как видно, при ва-
рьировании скорости потока от 0.1 до 0.6 мл/мин
фактор селективности меняется от 1.29 до 1.32.
Следовательно, скорость потока не влияет на се-
лективность разделения. Хроматограммы разде-
ления приведены на рис. 2, 3.

Изучена зависимость коэффициента селек-
тивности и критерия разделения от концентра-
ции рацемата (табл. 2). Показано, что данные ве-
личины растут с увеличением концентрации пен-
танола-2. При концентрации 3 мг/мл и ниже
селективность пропадает и разделения не проис-
ходит. При концентрации 11.3 мг/мл наблюдается
разделение с высоким коэффициентом селектив-
ности (α = 1.36), однако уменьшение площадей

Рис. 1. Масс-спектры фрагментов, соответствующих пикам 1 (а) и 2 (б).
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пиков по сравнению с таковыми при концентра-
ции 10 мг/мл свидетельствует о частичной необ-
ратимой адсорбции пентанола-2 на поверхности
неподвижной фазы. Это явление подтверждает
появление при увеличении элюирующей силы
растворителя (увеличение объемной доли хлоро-
форма с 20 до 30%) пиков адсорбировавшегося
пентанола-2 при анализе холостой пробы. При
объемном соотношении гептан–хлороформ
(80 : 20) в области концентраций от 3 до 10 мг/мл
параметры удерживания, а также все характери-
стики разделения воспроизводятся.

Отсутствие разделения рацемата при концен-
трациях 3 мг/мл и ниже обусловлено механизмом
хирального разделения. Применяемые энантио-
морфные кристаллы состоят из ахиральных соеди-
нений. Хиральность таких кристаллов проявляется
на надмолекулярном уровне. Механизм хирального
разделения на кристаллах α-NiSO4⋅6H2O изучен
нами ранее [20]. При хиральном разделении на

поверхности с надмолекулярной хиральностью
распознавание возникает только при формирова-
нии адсорбированного слоя энантиомеров, что
происходит только при достаточно больших кон-
центрациях разделяемых веществ. При низких
концентрациях аналитов молекулы адсорбируют-
ся на достаточно большом расстоянии друг от
друга, что делает латеральные взаимодействия
невозможными. Поверхность с надмолекулярной
хиральностью неспособна распознавать отдель-
ные молекулы энантиомеров. Это объясняет
то, что при разделении рацемата пентанола-2 за-
фиксирована нижняя граница энантиоселектив-
ности.

Изучены параметры разделения при различ-
ных объемных соотношениях гептан–хлоро-
форм. Скорость потока и концентрация пентано-
ла-2 составляли 0.5 мл/мин и 10 мг/мл соответ-
ственно. Из табл. 3 видно, что при увеличении
объемной доли хлороформа параметры разделе-

Таблица 1. Значения времен удерживания tR энантио-
меров пентанола-2, а также критериев разделения K2,
R и коэффициентов селективности α на изучаемом ад-
сорбенте при различных скоростях элюирования (с =
= 10 мг/мл, объемное соотношение гептан–хлоро-
форм 80 : 20)

Скорость 
потока, 
мл/мин

tR, мин
α K2 R

R S

0.1 53.51 69.25 1.29 3.29 0.55
0.15 36.01 46.32 1.29 3.48 0.56
0.2 27.04 35.66 1.32 4.5 0.61
0.3 18.18 23.63 1.30 3.14 0.53
0.4 13.69 17.76 1.30 3.66 0.57
0.5 11.24 14.64 1.30 3.81 0.58
0.6 7.82 10.35 1.32 2.7 0.50

Рис. 2. Разделение пентанола-2. Концентрация 10 мг/мл, элюент гептан–хлороформ в соотношении 80 : 20, скорость
потока 0.2 мл/мин (α = 1.32, R = 0.61).
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Таблица 2. Значения времен удерживания tR энантио-
меров пентанола-2, а также критериев разделения K2,
R и коэффициентов селективности α на изучаемом ад-
сорбенте при различных концентрациях рацемата
(cкорость потока 0.5 мл/мин, объемное соотношение
гептан–хлороформ 80 : 20)

Концентра-
ция, мг/мл

tR, мин
α K2 R

R S

3 9.08 – – – –

4 9.54 11.8 1.09 2.66 0.49

5 10.2 12.96 1.28 2.72 0.50

10 11.33 14.75 1.30 2.79 0.51

11.3 13.65 18.63 1.36 4.48 0.61
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ния ухудшаются. Так, при объемном соотноше-
нии 80 : 20 α = 1.30, R = 0.60, а при объемном со-
отношении 60 : 40 коэффициент селективности α
и критерий разделения R снижаются до 1.19 и 0.44
соответственно. При этом уменьшается и про-
должительность анализа за счет возрастания элю-
ирующей силы растворителя. Эффективность
разделения варьировалась от 350 до 2000 тт/м.

Достигнутая энантиоселективность близка к
таковой на другой полученной на основе созрева-
ния Виедмы неподвижной фазе для ВЭЖХ на ос-
нове 3,4,9,10-перилентетракарбоновой кислоты
[21]. Полученные критерии разделения также от-
личаются незначительно. Однако преимуще-
ством предлагаемой неподвижной фазы является
возможность разделения больших концентраций
рацемата в идентичных условиях.

Таким образом, на новой хиральной непо-
движной фазе на основе энантиоморфных кри-
сталлов α-NiSO4⋅6H2O достигнуто разделение ра-
цемата пентанола-2 с максимальным фактором
селективности 1.32. Разделение выполнено в об-

ласти высоких концентраций (от 4 до 10 мг/мл),
что позволит в дальнейшем применять данную
хиральную неподвижную фазу для полупрепара-
тивного разделения рацематов.

Работа выполнена за счет гранта Российского
научного фонда (проект № 19-73-10079).
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Таблица 3. Значения времен удерживания tR энантио-
меров пентанола-2, а также критериев разделения R и
коэффициентов селективности α на изучаемом адсор-
бенте при различных объемных соотношениях гептан–
хлороформ (cкорость потока 0.5 мл/мин, с = 10 мг/мл)

Соотношение 
гептан–

хлороформ

tR, мин
α K2 R

R S

80 : 20 11.33 14.75 1.30 3.81 0.58

70 : 30 10.2 12.96 1.22 2.31 0.46

60 : 40 6.26 7.45 1.19 2.07 0.46
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Изучение свойств и состава природных наночастиц является важной проблемой аналитической хи-
мии. В настоящее время стандартные образцы природных наночастиц отсутствуют, что осложняет
изучение роли наночастиц в тех или иных процессах, в том числе геохимических, а также делает
практически невозможным сопоставление результатов, полученных разными исследователями.
В данной работе наночастицы каолинита, монтмориллонита и мусковита изучены как потенциаль-
ные стандартные образцы природных наночастиц. Для выделения и характеризации минеральных
наночастиц предложен комплекс аналитических методов, включающий проточное фракциониро-
вание частиц во вращающейся спиральной колонке, лазерную дифракцию, сканирующую элек-
тронную микроскопию, атомно-эмиссионную спектрометрию с индуктивно связанной плазмой.
Показано, что согласно данным лазерной дифракции 93–98% выделенных частиц имеют размер от
40 до 300 нм, 2–7% частиц имеют размер до 830 нм. Размеры выделенных частиц подтверждены ме-
тодом сканирующей электронной микроскопии. Исходя из содержания алюминия, оценена кон-
центрация минеральных наночастиц в выделенных суспензиях. Изучена агрегационная устойчи-
вость наночастиц в 5 мМ фосфатных буферных растворах при pH 6, 7 и 8. Показано, что наночасти-
цы мусковита устойчивы при pH 7 и 8 в течение как минимум четырех недель, тогда как
наночастицы монтмориллонита обладают схожей устойчивостью только при pH 8. Для наночастиц
каолинита наблюдалась существенная агрегация при всех изучаемых значениях pH буферных рас-
творов. Полученные экспериментальные результаты позволили уточнить проблемы и оценить пер-
спективы разработки стандартных образцов природных наночастиц.

Ключевые слова: природные наночастицы, стандартные образцы, проточное фракционирование,
вращающаяся спиральная колонка, агрегационная устойчивость.
DOI: 10.31857/S0044450221090048

Проблема исследования микрочастиц (частиц
размером от 1 до 100 мкм) в наземных, воздушных и
водных экосистемах давно привлекает внимание
ученых [1], однако наночастицы размером 1–100 нм
остаются малоизученными [2], что обусловлено ря-
дом методологических сложностей, связанных с их
идентификацией, выделением, характеризацией
и анализом. При этом в силу уникальных свойств
наночастиц, в том числе развитой поверхности,
высокой реакционной способности, высокой
проникающей способности в живые организмы и
подвижности в окружающей среде, их поведение
может существенно отличаться от поведения
микрочастиц и заметно влиять на живые организ-
мы, кинетику геохимических реакций и биогео-
химические циклы в целом [3].

Наночастицы окружающей среды в зависимо-
сти от источника происхождения делят на три
группы: синтетические (engineered nanoparticles),
случайные (incidental nanoparticles) и природные
(natural nanoparticles) [4–6]. Природные наноча-
стицы образуются в результате естественных про-
цессов, таких как вулканические извержения,
процессы выветривания, пожары. Случайные
(техногенные) наночастицы являются побочным
продуктом жизнедеятельности человека; к ним,
прежде всего, относят наночастицы выбросов
промышленных предприятий и автомобилей.
Стремительное развитие нанотехнологий неиз-
бежно приводит к попаданию в окружающую
среду синтетических наночастиц, намеренно со-
зданных человеком для тех или иных целей. Вод-
ные системы и почвы являются основными ре-
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зервуарами для синтетических наночастиц, попа-
дающих в окружающую среду с бытовыми и
технологическими стоками, а также атмосферны-
ми осадками.

Для оценки потенциального воздействия при-
родных, случайных и синтетических наночастиц
на окружающую среду можно сравнить их потоки
в окружающей среде [5]. По оценкам, ежегодное
поступление синтетических наночастиц в окру-
жающую среду составляет порядка 0.3 млн тонн
[7]. Ежегодный выброс случайных наночастиц в
атмосферу оценивается примерно в 1–10 млн
тонн [5]. Казалось бы, количества синтетических
и случайных наночастиц, выбрасываемых в окру-
жающую среду, весьма внушительны, однако эти
значения значительно меньше по сравнению с
вкладом природных наночастиц. Например, еже-
годный вклад пылевых бурь и извержений вулка-
нов в общее количество природных наночастиц
составляет порядка 320 и 22 млн тонн соответ-
ственно [5, 6]. Наибольший вклад в общий поток
природных наночастиц в окружающей среде
вносят процессы выветривания почв. Глины
считаются основным резервуаром природных
наноматериалов, на их долю приходится поряд-
ка 107–108 млн тонн наночастиц [5, 6]. Основны-
ми переносчиками силикатных наночастиц в
окружающей среде являются грунтовые воды,
реки, ледники, ветер и океанские течения. Реки
ежегодно переносят порядка 103–104 млн тонн
природных наночастиц в Мировой океан [5, 6].

Таким образом, с одной стороны, рассматри-
ваемая научная проблема носит фундаменталь-
ный биогеохимический характер с точки зрения,
например, изучения транспорта химических эле-
ментов и веществ, связанных с наночастицами,
как на региональном, так и глобальном уровне.
С другой стороны, характеризация и анализ при-
родных наночастиц является важной проблемой
аналитической химии, обусловленной сложно-
стью их выделения для последующего исследова-
ния [2]. В настоящее время в большей степени
изучены поведение и транспорт в окружающей
среде именно синтетических наночастиц, тогда
как природные наночастицы незаслуженно оста-
ются малоизученными. Одной из основных при-
чин этого является отсутствие стандартных об-
разцов природных наночастиц, что значительно
осложняет процесс их изучения. Отсутствие стан-
дартных образцов природных наночастиц также
делает практически невозможным сопоставление
результатов, полученных разными исследовате-
лями, и оценку их правильности.

В общем, можно выделить следующие основ-
ные этапы разработки стандартных образцов
природных наночастиц:

– выбор и отбор природного образца;

– пробоподготовка и выделение наночастиц
из полидисперсного природного образца;

– оценка агрегационной и химической устой-
чивости наночастиц;

– характеризация наночастиц.
В первую очередь, выбор стандартных образ-

цов природных наночастиц должен основываться
на потребностях исследователей в моделирова-
нии и изучении тех или иных природных процес-
сов на наноразмерном уровне. Особый интерес
представляют наночастицы, которых больше все-
го в окружающей среде. Таким образом, силикат-
ные наночастицы, которые наиболее широко
распространены в окружающей среде, могут в
первую очередь рассматриваться как потенциаль-
ные стандартные образцы природных наноча-
стиц. Как уже упомянуто выше, глины считаются
основным резервуаром природных наночастиц
[5]. Глинистые минералы являются одним из ос-
новных компонентов почв и широко распростра-
нены в водных экосистемах. Значительную часть
поверхности суши Земли занимают пустыни, а
пылевые бури являются основным источником
природных наночастиц в окружающей среде [4].
Основным компонентом песка пустыни является
кварц, поэтому пустыни можно рассматривать
как резервуар природных наночастиц кварца.

Стандартные образцы природных наночастиц
могут быть двух типов. Первый тип – наночасти-
цы конкретных минералов, например каолинита,
монтмориллонита, кварца. Такие наночастицы
однородны с точки зрения их элементного состава
и структуры. Второй тип – наночастицы сложных
гетерогенных образцов (например, пустынные
пески, вулканический пепел), которые содержат
наночастицы различных минералов. Изучение и
разработка стандартных образцов второго типа
значительно сложнее, но также возможны. На-
пример, ранее наночастицы вулканического пеп-
ла были успешно выделены, охарактеризованы и
количественно проанализированы [8]. Кроме то-
го, показано, что наночастицы вулканического
пепла обладают высокой устойчивостью в водной
среде [9].

Природные наночастицы нельзя синтезиро-
вать в лаборатории, поэтому важнейшим этапом
разработки стандартных образцов природных на-
ночастиц является их выделение из природных
образцов. Выделение наночастиц осложняется их
низким содержанием в полидисперсных природ-
ных образцах (порядка 10–2% или менее) [10, 11].
Следовательно, методы разделения должны поз-
волять работать с достаточно большим количе-
ством полидисперсного природного образца.
Следует отметить, что эффективность разделения
также играет важную роль. Показано, что метод
проточного фракционирования частиц во враща-
ющейся спиральной колонке (ВСК) имеет пре-
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имущества с точки зрения эффективности разде-
ления по сравнению с мембранной фильтрацией
и седиментацией [12]. Кроме того, показана воз-
можность масштабирования процесса разделе-
ния в ВСК без снижения его эффективности [13],
что очень важно для приготовления больших объ-
емов суспензий наночастиц.

Самая важная проблема при разработке стан-
дартных образцов (размера и состава) природных
наночастиц – это их агрегационная и химическая
устойчивость при хранении. Поскольку разделе-
ние наночастиц осуществляют в жидкой среде,
получаемый продукт разделения представляет со-
бой суспензию. Хранение наночастиц в сухом ви-
де – более предпочтительный способ, исключаю-
щий воздействие дисперсионной среды на нано-
частицы. Возможно высушивание (например,
лиофилизация) суспензии наночастиц, при этом
важным аспектом является возвращение суспен-
зии в исходное состояния после повторного дис-
пергирования. Также частицы должны быть до-
статочно устойчивы после повторного дисперги-
рования для проведения исследований. В этом
случае ключевую роль играет агрегационная
устойчивость наночастиц. Агрегация наночастиц
сильно зависит от pH и ионной силы дисперсион-
ной среды. Важно, чтобы стандартные образцы
природных наночастиц хранились в условиях,
близких к природным, например, без стабилиза-
ции сильными органическими поверхностно-ак-
тивными веществами. После такой стабилизации
изучать поведение наночастиц в условиях, близких
к природным, не имеет смысла. Наночастицы –
это метастабильные объекты, способные к различ-
ным химическим превращениям, в том числе к
растворению. Таким образом, постоянство хими-
ческого состава наночастиц также является важ-
нейшим аспектом проблемы.

Характеризацию и анализ природных наноча-
стиц необходимо проводить с использованием
взаимодополняющих аналитических методов.
В настоящее время существуют различные мето-
ды характеризации и анализа наночастиц: скани-
рующая/просвечивающая электронная микро-
скопия, динамическое светорассеяние, лазерная
дифракция (или статическое светорассеяние),
методы проточного фракционирования в попе-
речном силовом поле, атомно-эмиссионная и
масс-спектрометрия с индуктивно связанной
плазмой. В целом характеризация и анализ при-
родных наночастиц не является проблемой при
условии получения устойчивых суспензий с до-
статочной концентрацией наночастиц.

Таким образом, разработка стандартных об-
разцов природных наночастиц является насущ-
ной задачей аналитической химии. Цель настоя-
щей работы – выделение минеральных наноча-
стиц методом проточного фракционирования

частиц в ВСК, характеризация их размера и мор-
фологии, а также оценка устойчивости наноча-
стиц в водных средах. Исследование проведено
на примере частиц каолинита, монтмориллонита
и мусковита.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Образцы и реагенты. Для выделения наноча-

стиц использовали готовые порошки каолинита
(КЛТ), монтмориллонита (ММТ) и мусковита
(МСТ) из коллекции минералов Почвенного ин-
ститута им. В.В. Докучаева. Для приготовления
фосфатных буферных растворов использовали
следующие реактивы: NaH2PO4 (≥99.0%) и
Na2HPO4·12H2O (≥99.0%). Деионизированную во-
ду (18.2 МOм см, Millipore, Франция) использова-
ли на всех этапах исследования.

Выделение минеральных наночастиц из поли-
дисперсных образцов. Наночастицы выделяли из
полидисперсных порошков минералов методом
проточного фракционирования частиц в ВСК
[10, 11]. Перед процедурой разделения готовили
суспензии минералов, содержащие 0.1 г минерала
и 10 мл фосфатного буферного раствора (5 мМ).
Для каждого образца минерала готовили три сус-
пензии при pH 6.0, 7.0 и 8.0. После этого приго-
товленные суспензии обрабатывали в ультразву-
ковой ванне Bandelin Sonorex DT 52 в течение
10 мин.

Суспензии вводили в ВСК, предварительно
заполненную жидкостью-носителем. В качестве
жидкости-носителя использовали фосфатный
буферный раствор со значением pH, соответству-
ющим pH разделяемой суспензии. Выделение на-
ночастиц проводили при скорости вращения
800 об/мин и скорости потока жидкости-носите-
ля 0.3 мл/мин. Элюирование частиц контролиро-
вали на выходе из ВСК при помощи спектрофо-
тометра Thermo Scientific GENESYS 10S UV-Vis
при длине волны 254 нм. В ходе фракционирова-
ния выделяли 20 мл суспензии минеральных на-
ночастиц.

Оценка размера и морфологии минеральных на-
ночастиц. Распределение минеральных наноча-
стиц по размерам в суспензиях изучали методом
лазерной дифракцией (ЛД) на приборе Shimadzu
SALD-7500nano сразу после фракционирования,
чтобы избежать агрегирования. Размер и морфо-
логию выделенных наночастиц также изучали ме-
тодом сканирующей электронной микроскопии
(СЭМ, Tescan Mira LMU).

Оценку агрегационной устойчивости минераль-
ных наночастиц осуществляли путем измерения
их размерного распределения методом ЛД в тече-
ние 28 дней. В ходе оценки долгосрочной агрега-
ционной устойчивости наночастиц суспензии
хранили в темноте при 4°C. Перед каждым изме-
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рением суспензии обрабатывали в ультразвуко-
вой ванне в течение 10 мин.

Оценка концентрации минеральных наночастиц
в суспензиях. Для оценки концентрации мине-
ральных наночастиц в выделенных суспензиях
определяли алюминий методом атомно-эмисси-
онной спектрометрии с индуктивно связанной
плазмы (АЭС-ИСП, Thermo Scientific iCAP 6500
Duo) после кислотного разложения суспензий.
Подробно процедура разложения и анализа мине-
ральных частиц описана в работе [14].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Размерное распределение минеральных наноча-

стиц. Размерные распределения наночастиц
КЛТ, ММТ и МСТ представлены на рис. 1. Нано-
частицы КЛТ имеют бимодальное размерное рас-
пределение с максимумами при 160 и 550 нм.
Первая популяция частиц имеет размер в диапа-
зоне от 45 до 300 нм, а вторая – от 460 до 830 нм.
Необходимо отметить, что содержание частиц во
второй популяции незначительно и варьируется в
диапазоне от 1.5 до 6.3%. Выявлено влияние pH
на размерное распределение наночастиц КЛТ.
Согласно данным ЛД, содержание частиц во вто-
рой популяции (460–830 нм) уменьшается с уве-
личением pH. Кроме того, с увеличением pH уве-
личивается содержание частиц размером <100 нм.
Наблюдаемый эффект можно объяснить стаби-
лизацией наночастиц КЛТ при повышении pH.
Однако данный эффект незначителен и может
быть также отнесен к погрешностям измерений.

Наночастицы ММТ имеют бимодальное раз-
мерное распределение, которое включает две по-
пуляции частиц размером 40–300 и 460–830 нм.
Содержание частиц во второй популяции варьи-
руется в диапазоне от 2.8 до 6.5%. Следует отме-
тить, что при pH 7 профиль распределения пер-
вой популяции (40–300 нм) имеет плечо на пра-
вом склоне, что можно отнести к погрешностям
измерений. В целом существенного влияния pH
на размерное распределение наночастиц ММТ не
выявлено.

Согласно данным ЛД, размерное распределение
наночастиц МСТ имеет диапазон от 60 до 300 нм с
максимумом порядка 90–110 нм (в зависимости
от pH). Необходимо отметить, что при pH 6 и 8
также наблюдали вторую популяцию частиц
МСТ размером 520–660 нм, однако содержание
этих частиц незначительно и составляет всего
0.02% при pH 6 и 0.44% при pH 8.

Таким образом, показано, что размерные рас-
пределения наночастиц КЛТ, ММТ и МСТ схожи
и главным образом (не менее чем на 93.5%) состо-
ят из частиц размером <300 нм. Частицы разме-
ром >300 нм также присутствуют в выделенных
суспензиях минеральных наночастиц при раз-

личных pH, однако их содержание, как правило,
невелико (менее 6.5%), а в случае МСТ и вовсе
незначительно (менее 0.44%). Значительного
влияния pH на размерное распределение выде-
ленных минеральных наночастиц не выявлено.
Важно отметить, что в основе метода ЛД лежит
допущение о сферичности измеряемых частиц.
Природные наночастицы редко имеют сфериче-
скую форму, поэтому возможны погрешности из-
мерения размеров. Следовательно, необходима
характеризация морфологии выделяемых нано-
частиц методом сканирующей электронной мик-
роскопии.

Морфология минеральных наночастиц. Микро-
фотографии наночастиц каолинита, монтморил-
лонита и мусковита представлены на рис. 2. Как
видно, большинство наночастиц КЛТ имеют раз-
мер порядка 100–300 нм, при этом также присут-
ствуют частицы размером около 50 и 500 нм. На-
ночастицы ММТ имеют размер в диапазоне от 60
до 200 нм; кроме того, обнаружены частицы
ММТ размером порядка 500 нм. Размер наноча-
стиц МСТ варьируется приблизительно от 50 до
300 нм, при этом большинство наночастиц МСТ
имеют размер около 100 нм. В целом микрофото-
графии наночастиц минералов хорошо согласу-
ются с соответствующими распределениями по
размерам. Что касается морфологии наночастиц,
наночастицы КЛТ имеют пластинчатую форму.
Напротив, наночастицы ММТ и МСТ имеют
псевдосферическую форму.

Агрегационная устойчивость минеральных нано-
частиц. Устойчивость минеральных наночастиц
изучали в приближенных к естественным услови-
ях, а именно, при pH и ионной силе дисперсион-
ной среды, соответствующим поверхностным во-
дам. Как правило, pH поверхностных вод колеб-
лется в диапазоне от 6.0 до 8.5, а ионная сила
составляет порядка 1–5 мМ. Агрегационную
устойчивость минеральных наночастиц оценива-
ли в 5 мМ фосфатных буферных растворах при pH
6.0, 7.0 и 8.0.

Устойчивость минеральных наночастиц оце-
нивали путем измерения размерного распределе-
ния методом ЛД в течение четырех недель. Для
упрощения и удобства сравнения результатов
гранулометрического анализа суспензий наноча-
стиц размерные распределения были преобразо-
ваны, а именно разделены на три размерных диа-
пазона (<0.3, 0.3–1.0 и >1 мкм). Таким образом,
сравнивали содержания минеральных наноча-
стиц в каждом размерном диапазоне. Преобразо-
ванные (разделенные на три размерных диапазо-
на) размерные распределения наночастиц КЛТ,
ММТ и МСТ представлены на рис. 3. Показано,
что наночастицы КЛТ агрегируют при хранении,
при этом агрегация значительно зависит от pH
фосфатного буферного раствора (рис. 3а). Уста-
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новлено, что агрегационная устойчивость нано-
частиц КЛТ увеличивается с увеличением pH
дисперсионной среды. При pH 8 за четыре недели
хранения суспензии содержание наночастиц
КЛТ размером <0.3 мкм снизилось примерно на
10%, при этом содержание частиц (агрегатов) раз-
мером >1 мкм увеличилось также на 10%; измене-
ние содержания частиц размером 0.3–1.0 мкм в
течение хранения было незначительным. При
pH 7 содержание наночастиц КЛТ (<0.3 мкм)
снизилось за четыре недели хранения приблизи-
тельно на 18–27%, при этом содержание микрон-

ных агрегатов (>1 мкм) увеличилось приблизи-
тельно на 19–25%. Также наблюдалось незначи-
тельное увеличение содержания частиц размером
0.3–1.0 мкм. Продемонстрировано, что наноча-
стицы КЛТ неустойчивы в 5 мМ фосфатном бу-
ферном растворе при pH 6. После четырех недель
хранения содержание наночастиц КЛТ (<0.3 мкм)
снизилось с 99 до 8%, а содержание частиц КЛТ
размером 0.3–1.0 мкм увеличилась с 1.5 до 15%.
Содержание микронных агрегатов (>1 мкм)
при этом после четырех недель хранения состави-
ло 77%.

Рис. 1. Размерное распределение наночастиц каолинита, монтмориллонита и мусковита, выделенных методом про-
точного фракционирования частиц во вращающейся спиральной колонке.
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Наночастицы ММТ и МСТ продемонстриро-
вали схожую агрегационную устойчивость при
долгосрочном хранении. Показано, что устойчи-
вость частиц ММТ и МСТ увеличивается с увели-
чением pH дисперсионной среды (рис. 3б, 3в).
При pH 6 после четырех недель хранения содер-
жание наночастиц (<0.3 мкм) в суспензиях сни-
зилось с 93 до 71% для ММТ и со 100 до 42% для
МСТ. Содержание субмикронных частиц (0.3–
1.0 мкм) при этом изменилось незначительно;
хранение в основном приводило к образованию

агрегатов микронного размера. При pH 7 наблю-
дали незначительную агрегацию наночастиц
ММТ; агрегаты микронного размера (6.5%) по-
явились после четырех недель хранения. Уста-
новлено, что при pH 8 наночастицы ММТ обла-
дают высокой агрегационной устойчивостью, в
то время как наночастицы МСТ устойчивы при
pH 7 и 8. Продемонстрировано, что размерное
распределение наночастиц ММТ (pH 8) и МСТ
(pH 7 и 8) сохранялось в течение четырех недель
хранения суспензий. Наблюдаемые незначитель-

Рис. 2. Микрофотографии наночастиц каолинита (а), монтмориллонита (б) и мусковита (в), выделенных методом
проточного фракционирования частиц во вращающейся спиральной колонке.
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ные колебания доли субмикронных частиц (0.3–
1.0 мкм) вероятнее всего вызваны погрешностя-
ми измерений методом ЛД.

Таким образом, показано, что агрегационная
устойчивость наночастиц КЛТ, ММТ и МСТ за-
висит от pH дисперсионной среды. Устойчивость

наночастиц повышается с увеличением pH. На-
ночастицы МСТ при pH 7 и 8, а также наночасти-
цы ММТ при pH 8 продемонстрировали высокую
агрегационную устойчивость и оставались ста-
бильными в течение как минимум четырех не-
дель. Агрегационная устойчивость исследуемых

Рис. 3. Преобразованные размерные распределения наночастиц каолинита (а), монтмориллонита (б) и мусковита (в),
полученные в течение четырех недель хранения суспензий.
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минеральных наночастиц возрастает в следую-
щем порядке: каолинит < монтмориллонит < му-
сковит.

Концентрация наночастиц в выделенных суспен-
зиях. Концентрацию наночастиц КЛТ, ММТ и
МСТ в анализируемых суспензиях можно оце-
нить по концентрации алюминия. Установлено,
что содержание алюминия в выделенных суспензи-
ях КЛТ, ММТ и МСТ составило 7.3 ± 0.1, 66.3 ± 1.7,
11.3 ± 0.4 мг/л соответственно. Согласно мине-
ральному составу, содержание алюминия в КЛТ,
ММТ и МСТ составляет около 20%, поэтому кон-
центрация минеральных наночастиц в разделен-
ных суспензиях может составлять около 37, 332 и
57 мг/л соответственно. Следует отметить, что
концентрацию наночастиц можно увеличить за
счет увеличения массы разделяемого образца.
В данной работе наночастицы выделяли из 0.1 г
полидисперсных образцов минералов. Масса раз-
деляемого образца для аналитической ВСК (объ-
емом 20–25 мл) может быть увеличена до 1 г, что
позволит получить более концентрированные
суспензии. Необходимо отметить, что увеличе-
ние концентрации частиц также может повлиять
на их устойчивость.

* * *
Создание стандартных образцов природных

наночастиц является насущной потребностью со-
временной аналитической химии окружающей
среды. В настоящей работе наночастицы каоли-
нита, монтмориллонита и мусковита изучены в
качестве потенциальных стандартных образцов
природных наночастиц. Минеральные наноча-
стицы успешно выделены, охарактеризованы и
проанализированы. Особое внимание уделено аг-
регационной устойчивости наночастиц, посколь-
ку хранение стандартных образцов природных
наночастиц является важной проблемой. Показа-
но, что наночастицы мусковита устойчивы в
5 мМ фосфатном буферном растворе при pH 7 и 8
в течение как минимум четырех недель. Для на-
ночастиц монтмориллонита такая же устойчи-
вость наблюдается только при pH 8. Выявлено,
что наночастицы каолинита в значительной сте-
пени агрегируют при pH 6, 7 и 8. В целом устойчи-
вость наночастиц монтмориллонита и мусковита в
течение четырех недель является многообещаю-
щим результатом. Однако оценка устойчивости в
течение более длительного периода (например, в
течение нескольких месяцев) требует дополни-
тельных исследований. Кроме этого, важное зна-
чение имеет изучение возможности высушива-
ния суспензий природных наночастиц и повтор-
ного диспергирования с сохранением исходных
свойств частиц (например, размерного распреде-
ления). Исследования в этой области будут в
дальнейшем продолжены.

Исследование выполнено при поддержке Россий-
ского научного фонда (проект № 20-73-00299). Ав-
торы искренне благодарны Ольге Борисовне Роговой
(Почвенный институт им. В.В. Докучаева, Москва)
за предоставление образцов минералов, а также Ва-
силию Константиновичу Карандашеву (Институт
проблем технологии микроэлектроники и особочи-
стых материалов РАН, Черноголовка) за разложение
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Изучено влияние рН на эффективность извлечения органических оснований и линдана из водных
растворов экстракционным вымораживанием в ацетонитрил в условиях центрифугирования. Про-
демонстрированы технологические возможности и преимущества такого способа пробоподготовки
при определении органических веществ в водосодержащих средах. В комбинации с газовой хрома-
тографией одностадийное экстракционное вымораживание в режиме центрифугирования пробы
обеспечивает минимальные пределы обнаружения в 10 мл питьевой воды, мг/л: анилина 0.1, дифе-
ниламина 0.05, кофеина 0.015 и линдана 0.001. Разработанная технология экстракции проста и вы-
полняется в одну стадию. Продолжительность пробоподготовки не превышает 30 мин, расход экс-
трагента менее 1 мл.

Ключевые слова: анилин, дифениламин, линдан, экстракционное вымораживание, одностадийная
пробоподготовка, криоэкстрактор, водные и биологические объекты.
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Несмотря на очевидный прогресс в развитии
инструментальных методов анализа, определение
растворенных органических соединений в вод-
ных средах часто связано с необходимостью ис-
пользования предварительной сепарации и кон-
центрирования. Это особенно актуально в случае
низких концентраций растворенных полярных
ионогенных веществ. Традиционные жидкост-
ная, твердофазная и газовая экстракция, а также
их различные варианты [1–4] основаны на прин-
ципе извлечения целевых веществ из одной фазы
в другую через границу раздела. Все перечислен-
ные выше способы экстракции предполагают
контакт несмешивающихся водной фазы и экс-
трагента, в качестве которого могут быть исполь-
зованы нерастворимая в воде органическая жид-
кость, сорбент или газ. Предложенный в 2005 г.
метод экстракционного вымораживания (ЭВ) ос-
нован на другом подходе [5, 6]. В данном способе
экстракция сочетается с вымораживанием: проис-
ходит низкотемпературное извлечение целевых
компонентов за счет распределения растворенных
веществ между жидкой фазой (предварительно до-

бавленный незамерзающий водорастворимый
растворитель) и образующейся во время замора-
живания твердой фазой льда. Граница раздела фаз
появляется в исходно гомогенной смеси экстра-
гента с водным раствором в результате охлажде-
ния, когда образуется лед. Экстракционное вымо-
раживание в режиме воздействия поля центробеж-
ных сил (ЭВЦ) позволяет значительно увеличить
степень концентрирования аналитов в экстракте,
упростить процедуру, сократить продолжитель-
ность этапа пробоподготовки и материальные за-
траты [7–9].

Способ ЭВЦ позволяет применять гидрофиль-
ные, водорастворимые экстрагенты без дополни-
тельной химической модификации пробы (без
высаливания). В отличие от твердофазной и жид-
костной экстракции, он дает возможность напря-
мую без каких-либо дополнительных операций
(без фильтрования) извлекать целевые вещества
из сильно загрязненных дисперсных систем. По-
лучаемые экстракты практически не содержат во-
ды и могут быть сразу проанализированы мето-
дом газовой хроматографии. За счет значительно-
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го снижения химического фона эндогенных
соэкстрагирующихся веществ при ЭВЦ-подго-
товке биологических проб улучшаются условия
газохроматографической (ГХ) с масс-спектро-
метрическим детектированием идентификации и
уменьшается загрязнение МС-детектора. Метод
способствует улучшению условий труда, так как
наряду с минимизацией количества реактивов
значительно уменьшается летучесть растворите-
лей и аналитов. Достоинства способа ЭВЦ иллю-
стрируют разработанные схемы анализа и мето-
дики определения ряда органических соединений
в биологических и иных объектах [5–16].

К настоящему времени на основе эксперимен-
тальных результатов созданы теоретические ос-
новы метода. Предложенная модель базируется
на подобии процессов ЭВ и адсорбции [6, 10].
Предполагается, что при охлаждении смеси вод-
ного раствора с экстрагентом молекулы аналита
выталкиваются на поверхность образующихся
кристаллов воды и десорбируются в объем неза-
мерзающей органической жидкой фазы экстра-
гента. Одновременно протекает и обратный про-
цесс: молекулы аналита сорбируются поверхно-
стью кристаллов льда.

Линейная зависимость концентрации аналита
сорг в экстракте от величины mo/Vэкстр, где mo –
масса аналита в исходной пробе, а Vэкстр – объем
экстрагента, которую предполагает модель экс-
тракции с ЭВ, подтверждена большим массивом
экспериментальных результатов [6, 9, 10, 14, 16].
Угловой коэффициент *Kравн этой зависимости
фактически является индивидуальным адсорбци-
онным параметром аналита, зависящим от его
физико-химических свойств и природы экстра-
гента. Величина *Kравн характеризует эффектив-
ность извлечения аналита и по сути является ко-
эффициентом распределения аналита между не-
замерзающим экстрагентом (жидкая фаза) и
поверхностью льда (твердая фаза), поскольку про-
порционален константе адсорбционно-десорбци-
онного равновесия Kравн. Эту величину используют
для характеристики эффективности ЭВЦ.

Установлено, например, что в гомологическом
ряду одноосновных карбоновых кислот С2–С8
коэффициент распределения *Kравн растет с уве-
личением длины молекулы кислоты [9, 16] и с
увеличением гидрофобности аналита подобно
известной для них зависимости Ганча–Лео. Су-
щественному возрастанию *Kравн, а следователь-
но, и повышению эффективности экстракции
способствует также проведение процесса в усло-
виях действия поля центробежных сил [7–9]. По-
казано, что при использовании ацетонитрила в
качестве экстрагента величина *Kравн практиче-
ски равна степени извлечения R (R = mэкстр/mo,
где mэкстр – это масса аналита в экстракте), по-

скольку содержание воды в экстракте не превы-
шает 4% [9, 14, 17]. Одноосновные карбоновые
кислоты С4–С8 извлекаются из водного раствора
полностью даже при соотношении объемов воды
и ацетонитрила 10 : 0.4 [9].

Управление избирательностью (селективно-
стью) метода ЭВ основано на выборе экстрагента
[16] и условий осуществления процедуры, напри-
мер рН [14, 16].

В настоящей работе изучено влияние рН на
эффективность ЭВ некоторых органических ос-
нований, а также линдана, из водных растворов в
режиме действия центробежных сил (ЭВЦ). Ис-
следование корреляций и установление законо-
мерностей экстракции актуально для выявления
возможностей технологии и оптимизации проце-
дуры пробоподготовки. Это важно также для про-
гнозирования поведения экстракционных систем
расчетными методами.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реагенты. Использовали анилин (ХромЛаб,

Россия), дифениламин (ЛенРеактив, Россия),
линдан (гамма-1,2,3,4,5,6-гексахлорциклогек-
сан) (ОПТИМУМ, Россия), ацетонитрил марки
“Сорт 0” (ООО “НПК Криохром”, Россия). Все
применяемые реактивы были аналитической чи-
стоты.

Аппаратура. Для приготовления модельных и
стандартных растворов органических веществ,
определения массы получаемого экстракта ис-
пользовали аналитические весы ЛВ-210-А (ЗАО
“Сартогосм”, С.-Петербург, Россия) с погрешно-
стью взвешивания, не превышающей 0.5 мг. Полу-
чаемые экстракты и стандартные смеси исследова-
ли методом газовой хроматографии на хромато-
графах “Кристаллюкс-4000М” с термоионным
(ГХ-ТИД), пламенно-ионизационным (ГХ-ПИД)
и электронно-захватным (ГХ-ЭЗД) детекторами
отечественного производства и капиллярной ко-
лонкой ZB-5 длиной 30 м, внутренним диаметром
0.32 мм (Phenomenex, США).

Методика эксперимента. Процедура проведе-
ния экстракционного вымораживания в условиях
одновременного центрифугирования детально
описана в работах [7–9]. Исследуемые образцы
модельных водных растворов аналитов готовили
добавлением к определенному объему воды в
стеклянной виале емк. 12 мл при заданном значе-
нии рН необходимого количества стандартного
раствора аналита в ацетонитриле. Затем добавля-
ли требуемое количество ацетонитрила, исполь-
зуемого в качестве экстрагента. Объем раствори-
теля, вносимый со стандартным раствором
аналита, учитывали в расчетах при обработке ре-
зультатов ЭВЦ. Регулировали рН добавлением
растворов серной кислоты и гидроксида натрия.
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Флакон герметично закрывали завинчивающей-
ся пробкой. Перемешивали и помещали в ротор
криоэкстрактора ЭВЦ-2 (ООО “НПФ “Мета-
хром”, Россия) для вымораживания водной части
образца. Условия проведения процедуры ЭВЦ:
температура минус 29 ± 2°С, скорость вращения
ротора 4000 об/мин (центробежное ускорение
1650 g), продолжительность процедуры 25 мин.
После этапа ЭВЦ верхний, жидкий ацетонит-
рильный слой отделяли декантацией, взвешивали
и подвергали ГХ-анализу.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Ранее на примере одноосновных карбоновых
кислот С2–С8 установлено, что эффективность
экстракции падает при переходе от кислой среды
к щелочной. Например, при изменении рН от 3
до 10–12 степень концентрирования уксусной
кислоты сорг/сo во время ЭВ снижается в 150 раз
[16]. Данный факт можно объяснить с позиции
роста степени ионизации карбоновых кислот при
смещении в щелочную область, что согласно мо-
дели приводит к увеличению их сорбции на по-
верхности кристаллов льда из жидкой органиче-
ской фазы (экстракт). Лед выступает в роли по-
лярного сорбента в соответствии с физико-
химическими свойствами молекулы воды. Этот
результат вполне закономерен как с точки зрения
теории адсорбции, так и по аналогии с жидкост-
ной хроматографией на полярных сорбентах [18].
Кроме того, в данном случае в процессе ЭВ по-
верхность льда дополнительно модифицирована
щелочью.

Как видно из рис. 1, 2, при ЭВЦ органических
оснований, аминов ситуация выглядит иным об-
разом. Углы наклона линейных графиков, т.е.
коэффициенты распределения *Kравн анилина и
дифениламина между объемом жидкой фазы
экстракта и поверхностью образующегося в ре-
зультате ЭВЦ льда, при переходе из кислой сре-
ды в щелочную постепенно растут. Следова-
тельно, увеличивается и эффективность экс-
тракции. Аналогично анилин и дифениламин
ведут себя и при жидкостной экстракции из воды
[19]. Это согласуется с представлениями о зако-
номерностях экстракции органических основа-
ний из водных сред [20].

Вместе с тем, если при рН 10 анилин и дифе-
ниламин с учетом погрешности эксперимента
имеют практически одинаковые значения *Kравн,
то эффективность их извлечения ацетонитрилом
из кислой среды заметно отличается. Коэффици-
ент распределения из кислой среды дифенилами-
на равен 0.44, что значительно больше, чем для
анилина. Следовательно, в этом случае при рН 2
дифениламин лучше экстрагируется из воды, чем
анилин, значение *Kравн которого достигает лишь
0.12. Данный факт можно объяснить с точки зре-
ния общей тенденции роста эффективности ЭВЦ
органических соединений с ростом гидрофобно-
сти [6, 9]. Действительно, более гидрофобным в
этом случае является дифениламин, поскольку
его параметр lgPо-в составляет 3.4 и существенно
больше, чем в случае анилина 0.9 [21]. На мень-

Рис. 1. Зависимость концентрации анилина в экс-
тракте сорг от его исходной массы mo в воде и объема
ацетонитрила Vэкстр в результате экстракционного
вымораживания в режиме воздействия поля центро-
бежных сил при разных значениях рН. Мольная доля
ацетонитрила в воде 0.027.
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Рис. 2. Зависимость концентрации дифениламина в
экстракте сорг от его исходной массы mo в воде и объ-
ема ацетонитрила Vэкстр в результате экстракционно-
го вымораживания в режиме воздействия поля цен-
тробежных сил при разных значениях рН. Мольная
доля ацетонитрила в воде 0.027.
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шую гидрофобность аналина также указывает его
более высокая растворимость в воде [21].

Величина рН может влиять на эффективность
экстракции аналита из воды в процессе ЭВ не на-
прямую в зависимости от степени ионизации его
молекулы, а за счет изменения структуры льда.
Такой вывод сделан на основании изучения зако-
номерности ЭВЦ кофеина из водных растворов.
Кофеин обладает основными свойствами, хотя и
менее выраженными, чем анилин и дифенил-
амин, поскольку имеет в молекуле три аминных
атома азота. Установлено, что, коэффициент рас-
пределения кофеина *Kравн достигает максималь-
ного значения при рН 7 [14]. Из щелочной и кис-
лой сред при прочих равных условиях методом
ЭВЦ кофеин извлекался хуже, чем из нейтраль-
ной. Иными словами, сорбционные свойства по-
верхности льда, полученного в нейтральной среде
(рН 7) выражены слабее. Данный эффект не зави-
сит от исходного соотношения объемов экстра-
гента ацетонитрила и водного раствора.

Дополнительным аргументом в пользу спра-
ведливости сделанного вывода могут быть резуль-
таты аналогичного исследования эффективности
ЭВЦ линдана (гамма-гексахлорциклогексан) из
воды. Его молекула не имеет ионогенных групп,
поэтому можно было ожидать отсутствия влия-
ния рН на эффективность его ЭВЦ из воды в аце-
тонитрил. Однако, как следует из сравнения за-
висимостей сорг от mo/Vэкстр (рис. 3), максималь-
ная эффективность ЭВЦ линдана из воды в
ацетонитрил достигается при рН 7 подобно кофе-
ину.

Обращает на себя внимание еще один инте-
ресный экспериментальный факт. Как видно из
рис. 3, коэффициенты распределения линдана
*Kравн (углы наклона линейных зависимостей), в
отличие от всех других протестированных анали-
тов, в кислой и щелочной средах практически
совпадают. По-видимому, это обусловлено его
молекулярным строением, а именно, отсутствием
кислотных и основных свойств.

Ранее показано [14], что величина *Kравн ≥ 1
свидетельствует о полном извлечении аналита в
процессе ЭВЦ из воды в ацетонитрил и заметной
его поверхностной активности на границе разде-
ла воздух–экстракт. В таком случае можно сде-
лать вывод, что линдан при рН 7, а также анилин
и дифениламин при рН 10 полностью извлекают-
ся в процессе ЭВЦ из воды уже при соотношении
объемов воды и экстрагента 9.72 : 0.78 (мольная
доля ацетонитрила в воде 0.027).

В табл. 1 представлены данные о пределах
определения изученных аналитов в водопровод-
ной воде в результате одноразовой процедуры
ЭВЦ в качестве метода пробоподготовки. Из таб-
лицы следует, что метод ЭВЦ обеспечивает быст-
рое (время пробоподготовки не превышает
25 мин) определение указанных аналитов в воде
на уровне предельных норм, действующих в Рос-
сийской Федерации на настоящий момент. Для
исследования требуется малое количество образ-
ца (не более 10 мл) и экстрагента (0.5–0.8 мл).
Кроме того, одностадийная пробоподготовка без
каких-либо дополнительных манипуляций с экс-
трактом снижает погрешность определения ана-
литов. После 25 мин ЭВЦ-пробоподготовки оста-
ется только лишь декантировать экстракт с по-
верхности льда. С учетом перечисленных выше
достоинств рассматриваемого способа экстрак-
ции есть все основания полагать, что он в бли-
жайшее время будет востребован в качестве мето-
да пробоподготовки при контроле различных орга-
нических веществ в воде, почве, донных
отложениях и биологических объектах. На рис. 4
представлены фотографии, сделанные при пробо-
подготовке различных объектов анализа.

Важно также, что, в отличие от жидкостно-
жидкостной экстракции, при анализе водных
растворов на этапе пробоподготовки методом
ЭВЦ с использованием ацетонитрила не требует-
ся тщательного перемешивания смеси водного
раствора и экстрагента, поскольку ацетонитрил
неограниченно растворим в воде при комнатной
температуре.

Экспериментально установленные пределы
определения аналитов в воде (табл. 1) в случае не-
обходимости можно дополнительно снизить пу-
тем выполнения процедуры ЭВЦ-пробоподго-
товки одновременно нескольких проб исследуе-
мого объекта (в роторе криоэкстрактора ЭВЦ-2

Рис. 3. Зависимость концентрации линдана в экс-
тракте сорг от его исходной массы mo в воде и объема
ацетонитрила Vэкстр в результате экстракционного
вымораживания в режиме воздействия поля центро-
бежных сил при разных значениях рН. Мольная доля
ацетонитрила в воде 0.027.
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восемь посадочных мест). После процедуры про-
боподготовки следует объединить полученные
экстракты, при этом контролируя их массу взве-
шиванием, и сконцентрировать путем упарива-
ния. Продолжительность анализа существенно не
возрастет, поскольку объем экстракта (масса) со-
ставляет менее 1 мл (см. табл. 1).

* * *
Таким образом, на примере нескольких орга-

нических оснований и линдана получены новые
данные об экстракционном вымораживании ор-
ганических веществ из водных растворов в усло-
виях центрифугирования образца. Подтвержде-
но, что предложенный новый метод экстракции
обладает высокой эффективностью извлечения.
Показано, что изменение рН среды влияет на эф-
фективность экстракционного вымораживания.
В целом для относительно сильных оснований
эффективность экстракции изменяется в соот-
ветствии с известной для жидкостной экстракции
и сорбции закономерностью, возрастая при пере-

ходе в щелочную среду. Вместе с тем эксперимен-
тально установлено, что в случае неионогенных
аналитов, таких как линдан, и слабых оснований
на эффективность экстракции могут влиять осо-
бенности формирования твердой фазы льда. За-
кономерности экстракционного вымораживания
из водных растворов кофеина и линдана объясне-
ны в рамках выдвинутой ранее теоретической мо-
дели. Благодаря высокой эффективности экс-
тракции, сокращению числа стадий и затрат вре-
мени, количества реагентов, метод ЭВЦ
перспективен для внедрения в качестве предва-
рительного этапа подготовки пробы в химиче-
ском анализе. Кроме того, компактность создан-
ного на его основе криоэкстрактора ЭВЦ-2 и ма-
лый расход экстрагента позволят применять
такой аппарат в передвижных мобильных лабора-
ториях при мониторинге загрязнения окружаю-
щей среды.

Часть исследований проведена с использованием
научного оборудования ЦКП “Эколого-аналитиче-
ский центр” Кубанского госуниверситета.

Таблица 1. Определение аналитов в водных растворах методом экстракционного вымораживания в условиях
центрифугирования образца (ЭВЦ) в комбинации с газовой хроматографией

Аналит Метод 
детектирования

Соотношение 
вода : ацетонитрил 

(по объему)

Масса
экстракта, г

Предел 
определения 

в воде cн вод, мг/л

ПДК в воде, 
мг/л [22]

Анилин ГХ-ТИД 10 : 0.4 (рН 10) 0.024 ± 0.003 0.1 0.1

Дифениламин ГХ-ПИД 10 : 0.5 (рН 10) 0.052 ± 0.004 0.05 0.05

Кофеин ГХ-ТИД 9.72 : 0.78 (рН 7) 0.07 ± 0.01 0.015 –

Линдан ГХ-ЭЗД 9.72 : 0.78 (рН 7) 0.058 ± 0.005 0.001 0.02

Рис. 4. Фотографии анализируемых образцов после этапа экстракционного вымораживания в режиме воздействия по-
ля центробежных сил.

Питьевая вода Красное вино Донные отложения Измельченный
чайный лист



864

ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 76  № 9  2021

БЕХТЕРЕВ

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Koning S., Janssen H.-G., Brinkman U.A.Th. Modern

methods of sample preparation for GC analysis //
Chromatographia Supplement. 2009. V. 69. P. 33.

2. Raynie D.E. Modern extraction techniques // Anal.
Chem. 2010. V. 82. № 12. P. 4911.

3. Ballesteros-Gomez A., Rubio S. Recent advances in en-
vironmental analysis // Anal. Chem. 2011. V. 83.
P. 4579.

4. Цизин Г.И. Развитие методов концентрирования
микрокомпонентов в России (1991–2010 гг.) //
Журн. аналит. химии. 2011. Т. 66. № 11. С. 1135.
(Tsysin G.I. Method of the preconcentration of trace
components: Development in Russia (1991–2010) //
J. Anal. Chem. 2011. V. 66. № 11. P. 1020.)

5. Бехтерев В.Н. Способ извлечения органических
веществ из водных сред экстракцией в сочетании с
вымораживанием. Патент на изобретение
№ 2303476 РФ // Б. и. 2007. № 21. Приоритет
27.04.2005.

6. Bekhterev V.N. Extractive freezing-out in the analysis of
organic compounds in the aqueous media // Mende-
leev Commun. 2007. V. 17. P. 241.

7. Бехтерев В.Н. Способ извлечения органических
веществ из водных сред экстракционным вымора-
живанием в поле центробежных сил. Патент на
изобретение № 2564999 РФ // Б. и. 2015. № 28.
Приоритет 14.04.2014.

8. Bekhterev V.N. A method of recovery of organic sub-
stances from aqueous media by freeze-out extraction
under the action of a centrifugal force. Patent
EP3357873 // European Patent Bulletin. 2019. № 45.
P. 940. Priority date 28.09.2015.

9. Бехтерев В.Н. Экстракционное вымораживание
одноосновных карбоновых кислот из воды в аце-
тонитрил в условиях действия центробежных сил //
Журн. физ. химии. 2016. Т. 90. С. 1558. (Bekhterev V.N.
Freeze-out extraction of monocarboxylic acids from
water into acetonitrile under the action of centrifugal
forces // Russ. J. Phys. Chem. A. 2016. V. 90. P. 2055.)

10. Бехтерев В.Н. Выделение фенолов из воды экс-
тракционным вымораживанием // Журн. аналит.
химии. 2008. Т. 63. № 10. С. 1045. (Bekhterev V.N. Re-
covery of phenols from water by extraction freezing //
J. Anal. Chem. 2008. V. 63. № 10. P. 950.)

11. Бехтерев В.Н., Гаврилова С.Н., Кошкарева Е.В.,
Шипанов И.Н. Газохроматографическое определе-
ние пировалерона в моче методом экстракционно-
го вымораживания в сочетании с центрифугирова-
нием // Судебно-медицинская экспертиза. 2017.
Т. 60. № 3. С. 27.

12. Бехтерев В.Н., Гаврилова С.Н., Шипанов И.Н. При-
менение экстракционного вымораживания на эта-
пе предварительной подготовки биопроб в ГХ−МС
химико-токсикологическом анализе // Судебно-
медицинская экспертиза. 2019. Т. 62. № 6. С. 53.

(Bekhterev V.N., Gavrilova S.N., Shipanov I.N. The use
of extractive freezing-out at the stage of preliminary
preparation of bioprobes in GC−MS chemico-toxico-
logical analysis // Sudebno-Meditsinskaya Ekspertisa.
2019. V. 62. № 6. P. 53.)

13. Bekhterev V.N., Malyarovskaya V.I. Rapid HPLC meth-
od of scopoletine determination in Weigela leaves based
on one-step sample preparation by extractive freezing-
out // Mendeleev Commun. 2019. V. 29. P. 592.

14. Бехтерев В.Н. Экстракционное вымораживание
кофеина из водных растворов в условиях действия
поля центробежных сил // Журн. аналит. химии.
2020. Т. 75. № 9. С. 771. (Bekhterev V.N. Extractive
freezing-out of caffeine from aqueous solutions in a
centrifugal force field // J. Anal. Chem. 2020. V. 75.
№ 9. P. 1103.)

15. Темердашев З.А., Червонная Т.А., Мусорина Т.Н.,
Бехтерев В.Н. Пробоподготовка почв и донных от-
ложений с использованием техники экстракцион-
ного вымораживания при хроматомасс-спектромет-
рическом определении ПАУ // Аналитика и кон-
троль. 2020. Т. 24. № 4. С. 287. (Temerdashev Z.A.,
Chervonnaya T.A., Musorina T.N., Bekhterev V.N. Sam-
ple preparation of soils and bottom sediments for gas
chromatography–mass spectrometry determination of
PAHs // Analitika i kontrol’ [Analytics and Control].
2020. V. 24. P. 287.)

16. Бехтерев В.Н. Закономерности поведения раство-
ренных органических веществ в условиях экстрак-
ционного вымораживания // Журн. аналит. хи-
мии. 2011. Т. 66. № 6. С. 608. (Bekhterev V.N. Trends
in the behavior of dissolved organic substances under
the conditions of freeze extraction // J. Anal. Chem.
2011. V. 66. № 6. P. 591.)

17. Schneider G.M. Aqueous solutions at pressures up to
2 GPa: gas–gas equilibria, closed loops, high-pressure
immiscibility, salt effects and related phenomena //
Phys. Chem. Chem. Phys. 2002. V. 4. P. 845.

18. Dmitrienko S.G., Zolotov Yu.A. Polyurethane foams in
chemical analysis: Sorption of various substances and
its analytical applications // Russ. Chem. Rev. 2002.
V. 71. № 2. P. 159.

19. Wenshuai C., Xinyan Z., Wei L., Weidong Z., Zhiyong Z.,
Zhongqi R. Extraction of aniline from wastewater: Equi-
libria, model, and fitting of apparent extraction equilib-
rium constants // RSC Adv. 2016. V. 6. P. 6125.

20. Коренман И.М. Экстракция в анализе органиче-
ских веществ. М.: Химия. 1977. 200 с.

21. Berthod A., Carda-Broch S. Determination of liquid–
liquid partition coefficients by separation methods //
J. Chromatogr. A. 2004. V. 1037. P. 3.

22. Предельно допустимые концентрации (ПДК) хи-
мических веществ в воде водных объектов хозяй-
ственно-питьевого и культурно-бытового водо-
пользования. Гигиенические нормативы ГН
2.1.5.1315-03.


