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Сформированы покрытия внутренних стенок кварцевого капилляра на основе катионного высо-
комолекулярного хитозана со степенью деацетилирования 95%. Изучена зависимость скорости 
электроосмотического потока от  рН фонового электролита, и  проведена оценка стабильности 
покрытия при воздействии различных растворителей. Результаты сопоставлены с другим кати-
онным покрытием на основе поли(диаллилдиметиламмоний хлорида) (ПДАДМАХ). Показано, 
что при разделении аминокислот, катехоламинов и  органических кислот сформированные по-
крытия на основе хитозана незначительно уступают в эффективности покрытиям из ПДАДМАХ, 
но  обеспечивают более высокое разрешение исследуемых биологически активных аналитов. 
Установлено, что хитозан на  внутренних стенках кварцевого капилляра способствует повыше-
нию энантиоселективности при разделении энантиомеров β-блокаторов (карведилола, пропра-
нолола, соталола) при наличии в фоновом электролите (2-гидроксипропил)-β-циклодекстрина, 
а также нестероидных противовоспалительных веществ (кетопрофена и кеторалака) с использо-
ванием в качестве второго хирального селектора ванкомицина.
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Эволюция метода капиллярного электрофо-
реза (КЭ) в  значительной степени обусловлена 
поиском и применением эффективных модифи-
каторов электрофоретических систем, обеспе-
чивающих реализацию различных режимов КЭ 
и  позволяющих регулировать эффективность 
и селективность разделения аналитов различной 
природы [1–3].

Основное ограничение метода КЭ, связан-
ное с сорбцией на стенках кварцевого капилляра 
оснóвных аналитов (катехоламинов, аминокис-
лот, аминоспиртов, белков), устраняется форми-
рованием различных типов покрытий кварцево-
го капилляра: ковалентных [4, 5], динамических 
и физически (статически) адсорбированных [6]. 
Последние представляют особый интерес [7], 
поскольку их формирование отличается про-
стотой и осуществляется непосредственно перед 
проведением электрофоретических анализов, 
при этом в ряде случаев не требуется присутствие 

модификатора в  составе фонового электролита 
(ФЭ) для обеспечения стабильности покрытия. 
Востребованными материалами для формиро-
вания подобных покрытий в  настоящее время 
являются катионные полимеры [8–13], способ-
ствующие формированию стабильных покры-
тий, обращению электроосмотического потока 
(ЭОП) и  значительному сокращению времени 
миграции анионных аналитов. Такие покрытия 
совместимы с масс-спектрометрическим детек-
тированием [14–16].

Хитозан представляет собой деацетилиро-
ванную форму хитина (схема 1), одного из наи-
более распространенных природных биопо-
лимеров, обладает высокой адсорбционной 
способностью и  адгезией к  стенкам кварцево-
го капилляра [17, 18]. Его физико-химические 
свойства существенно зависят от  степени де-
ацетилирования [19], от  распределения аце-
тильных групп и молекулярной массы. Хитозан 
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применяли в качестве покрытия капилляров при 
анализе белков [20], однако отмечен узкий рабо-
чий диапазон pH, в котором данные капилляры 
можно эффективно использовать. Немодифи-
цированный хитозан растворим только в кислых 
водных растворах за счет протонирования ами-
ногрупп (pKb ~ 6.3) [21], поэтому для разделения 
биологически активных соединений, в  первую 
очередь в качестве модификаторов поверхности 
капилляров, используют производные хитозана 
[22–24], в  том числе и  в составе полислойных 
покрытий [25, 26].

Несмотря на  некоторые обнаруженные 
ограничения применения хитозана в  КЭ при 
создании покрытий, его аналитические воз-
можности изучены недостаточно, учитывая, 
что наличие многочисленных хиральных цен-
тров может обеспечить ему функции хираль-
ного селектора аналогично другим углеводам 
[27, 28] при разделении энантиомеров био-
логически активных соединений. Так, низ-
комолекулярный водорастворимый хитозан 
использован в составе ФЭ совместно с (2-гид
роксипропил)-β-циклодекстрином [29] и эре-
момицином [30] для электрофоретического 
энантиоразделения ряда ароматических кис-
лот и профенов.

Цель настоящего исследования – получение 
физически адсорбированного покрытия на  ос-
нове высокомолекулярного хитозана со  сте-
пенью деацетилирования 95 %, выявление его 
аналитических возможностей при определении 
аналитов различной природы, а  также сопо-
ставление полученных электрофоретических 
параметров разделения с  покрытием на  основе 
широко используемого катионного полиэлек-
тролита поли(диаллилдиметиламмоний хлори-
да) (ПДАДМАХ) [31–34], активно применяемо-
го при создании многослойных покрытий в КЭ 
[34–41].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Оборудование. Измерения проводили 
на  приборе для капиллярного электрофореза 
КАПЕЛЬ®-105M (Люмэкс®, Россия) со спек-
трофотометрическим детектированием (дей-
териевая лампа; спектральный диапазон от 190 
до  380 нм) с  возможностью гидродинамиче-
ского и  электрокинетического ввода пробы. 
Использовали кварцевые капилляры общей 
длиной 60  см и  эффективной длиной 50 см, 
внутренним диаметром 50 мкм, с внешним по-

лиимидным покрытием. Результаты электро-
форетических экспериментов обрабатывали 
с  использованием программного обеспечения 
Эльфоран (Люмэкс, Россия).

Снимки внутренней поверхности кварце-
вых капилляров получали методом сканирую-
щей электронной микроскопии (СЭМ) с помо-
щью системы Zeiss Merlin (Германия).

Средства измерения и  дополнительное обо-
рудование: аналитические весы Shimadzu AUW 
(Shimadzu, Япония), деионизатор АКВИЛОН 
Д 301 (Аквилон, Россия), рН-метр HI 2210-2216 
(Hanna, Италия), ультразвуковая ванна Сапфир 
ТТЦ (РМД) (Россия), центрифуга Eppendorf 
5430 (Германия), мульти-вортекс V32 (Biosan, 
Латвия), механические микродозаторы пере-
менного объема емк. 1–20, 20–100 и 100–1000, 
500–5000 мкл (Sartorius, Германия)

Реагенты. Гидроксид натрия ч. д. а. (Реахим, 
Россия), соляная кислота ос. ч. (Реахим, Рос-
сия), борная кислота ос. ч. (Реахим, Россия), це-
тилтриметиламмоний бромид (ЦТАБ) (Sigma-
Aldrich, США), метанол для градиентной 
ВЭЖХ (Химмед, Россия), ацетонитрил для гра-
диентной ВЭЖХ (Химмед, Россия), диметил-
сульфоксид (Sigma-Aldrich, США), бензойная 
кислота (БК) ч. д. а. (Sigma-Aldrich, Германия), 
двунатриевая соль этилендиаминтетрауксусной 

Схема 1. Структура хитина/хитозана. n – количество повторяющихся единиц глюкозамина, m – количество повто-
ряющихся единиц ацетилглюкозамина, n + m – степень полимеризации, n/(m + n) – степень деацетилирования. 
Когда n превышает 50% от общего количества звеньев, полимер называется хитозаном [17].
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кислоты (Na2ЭДТА) (Sigma-Aldrich, США), ди-
гидрофосфат натрия двуводный х. ч. (Реахим, 
Россия), диэтаноламин (ДЭА) (Biochem, Фран-
ция), хлорид натрия (Sigma-Aldrich, США), 
трис(гидроксиметил)аминометан (ТРИС) 
(Sigma-Aldrich, США), фосфорная кислота 
х. ч. (Реахим, Россия), уксусная кислота х. ч. 
(Реахим, Россия), (2-гидроксипропил)-β-ци-
клодекстрин (ГП-β-ЦД) с Mr = 1396 (TCI, Япо-
ния), β-циклодекстрин (β-ЦД) (Sigma-Aldrich, 
США), ванкомицина гидрохлорид (Sigma-
Aldrich, США).

Модификацию внутренней поверхности 
кварцевых капилляров осуществляли с  исполь-
зованием ПДАДМАХ с  Mw 200 000–350 000, 
20 мас. % в воде (Sigma, США); высокомолеку-
лярного хитозана со  степенью деацетилирова-
ния 95% (кат. № BD120608) (BLD pharm, Герма-
ния).

Стандарты, использованные для приготов-
ления модельных смесей. Карбоновые кислоты: 
щавелевая, муравьиная, винная, яблочная, ли-
монная, янтарная, молочная, уксусная, пропио-
новая, масляная х. ч. (Реахим, Россия).

Аминокислоты (Sigma-Aldrich, США): L-фе-
нилаланин (Phe), >98% ВЭЖХ; D,L-тирозин 
(Tyr), >98% ВЭЖХ; D,L-триптофан (Trp), >98% 
ВЭЖХ; 3,4-дигидроксифенилаланин (DOPA), 
>98% ТСХ.

Катехоламины (Sigma-Aldrich, США): дофа-
мина гидрохлорид (DA), >97% ВЭЖХ; эпинеф-
рина гидрохлорид (Е), >98%; норэпинефрина 
гидрохлорид (NE), >97% ВЭЖХ; норметанефри-
на гидрохлорид (NMN), >98%; 3-метокситира-
мин (3-MT), >97%.

Лекарственные вещества (Sigma-Aldrich, 
США): (±)-пропранолола гидрохлорид, >99%; 
(±)-соталола гидрохлорид, >98%; (±)-карве-
дилол, >98% ВЭЖХ; (±)-ибупрофен, >99%; 
(±)-кетопрофен, >98%; S-кетопрофен, >98%; 
(±)-кеторолак, >98%.

Приготовление растворов. Концентрированные 
растворы карбоновых кислот (10  мг/мл щавеле-
вой, муравьиной, винной, яблочной, лимонной, 
янтарной, молочной, уксусной, пропионовой, 
масляной) готовили путем растворения точных 
навесок в  деионизованной воде в  пластиковых 
пробирках типа Эппендорф емк. 1.5 мл, затем 
тщательно перемешивали до полного растворе-
ния.

Концентрированные растворы аминокислот 
(10 мг/мл Phe, Tyr, Trp. DOPA), катехоламинов 
(2 мг/мл DA, E, NE, NMN, 3-MT) и  β-блока-
торов (2 мг/мл карведилола, пропранолола, со-
талола) готовили следующим образом: точные 
навески вносили в пластиковые пробирки типа 
Эппендорф емк. 1.5 мл, растворяли в 0.1 М соля-
ной кислоте, перемешивали до полного раство-
рения.

Концентрированные растворы нестероидных 
противовоспалительных средств (2  мг/мл ибу-
профена, кетопрофена, кеторолака) готовили 
путем растворения точных навесок в метаноле.

Подготовленные растворы хранили в  моро-
зильной камере при –20 °С.

Рабочие растворы смесей аналитов заданной 
концентрации готовили путем разбавления кон-
центрированных растворов в  требуемое коли-
чество раз деионизованной водой. Их хранили 
в холодильнике при +4 °С в течение недели.

Приготовление растворов модификаторов. 
Рабочий раствор хитозана с  концентрацией 
0.1 мас. % готовили в  пластиковой пробирке 
типа Эппендорф емк. 1.5 мл путем растворе-
ния точной навески хитозана в требуемом объ-
еме 1 %-ной уксусной кислоты. Выдерживали 
в  УЗ-бане в  течение 5 мин и  перемешивали 
с  помощью системы вортекс 3 мин до  полно-
го растворения полимера. Приготовленный 
раствор хитозана оказался достаточно вязким, 
поэтому его разбавляли в два раза 1 %-ной ук-
сусной кислотой и использовали далее для мо-
дификации внутренних стенок кварцевого ка-
пилляра.

Рабочий раствор ПДАДМАХ с массовой долей 
0.2 мас.  % готовили в  мерной колбе емк. 5 мл 
путем разбавления точных навесок следующих 
компонентов: 0.0500 г 20 %-ного (по массе) рас-
твора ПДАДМАХ, 0.0121 г ТРИС, 0.0434 г NaCl 
в 0.5 мл 0.1 М HCl. Полученный раствор доводи-
ли до метки деионизованной водой.

Приготовление растворов фоновых электро-
литов. Для исследования зависимости скоро-
сти ЭОП на хитозановом покрытии в диапазоне 
рН 2.0–7.0 ФЭ готовили фосфатные растворы 
следующим образом: в мерных колбах емк. 50 мл 
растворяли точные навески дигидрофосфата на-
трия в 35 мл деионизованой воды и доводили рН 
до требуемого значения 1 M H3PO4 или 1 М рас-
твором NaOH. Таким образом готовили концен-
трированные фосфатные растворы следующих 
концентраций: 0.2 М с  рН 2.0; 0.6 М с  рН 4.1; 
0.5 М с рН 5.6; 0.1 М с рН 7.0. Фоновые электро-
литы получали путем разбавления концентри-
рованных растворов с  заданным значением рН 
деионизованной водой в  требуемое количество 
раз так, чтобы значение тока было сопоставимо 
(32–34 мкА). Маркер ЭОП – 0.05% (по объему) 
диметилсульфоксида (ДМСО).

Электрофоретические подвижности ЭОП 
(µЭОП) рассчитывали по формуле:

	 µι= эфф общ

ЭОП

l l

t U

×
×

,	 (1)

где lэфф  – длина капилляра до  ячейки детекти-
рования, см; lобщ – общая длина капилляра, см; 
tЭОП  – время миграции ЭОП, с; U  – напряже-
ние, В.
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Для разделения карбоновых кислот на непо-
крытом капилляре использовали ФЭ следующе-
го состава: 10 мМ БК, 1 мМ ЭДТА, 10 мМ ДЭА, 
0.5 мМ ЦТАБ и 0.2 об. % метанола. На модифи-
цированных капиллярах разделение проводи-
ли в  ФЭ, содержащем 10  мМ БК, 1 мМ ЭДТА, 
10 мМ ДЭА и 0.2 об. % метанола [39].

Для разделения аминокислот и  катехолами-
нов использовали 10 мМ фосфатный буферный 
раствор с рН 2 (доведенный 1 M H3PO4).

Для разделения энантиомеров лекарствен-
ных веществ применяли фосфатные буферные 
растворы с концентрациями 10–50 мМ с рН 2.0, 
4.2, 6.4, 7.0, 7.4. или ацетатно-аммиачный буфер-
ный раствор с рН 4.3. В состав ФЭ вводили хито-
зан в концентрации 0.01 мас. %, а также второй 
хиральный селектор (ГП-β-ЦД, β-ЦД, ванкоми-
цин) в диапазоне концентраций 0.25–5 мМ. Для 
изменения гидрофобно-гидрофильного балан-
са в состав ФЭ вводили метанол и ацетонитрил 
в концентрации 5–20 об. %.

Условия формирования физически адсорбиро-
ванных покрытий стенок кварцевого капилляра. 
Подготовка капилляра к  работе. Новый квар-
цевый капилляр последовательно промывали 
ацетонитрилом (10 мин, 1000 мбар), деиони-
зованной водой (10 мин, 1000 мбар), 0.1 М HCl 
(10 мин, 1000 мбар), деионизованной водой 
(5 мин, 1000  мбар), 0.5 М раствором NaOH 
(30 мин, 2000 мбар) и  снова деионизованной 
водой (10  мин, 1000 мбар). Контролировали 
скорость ЭОП с использованием в качестве ФЭ 
10  мМ боратный буферный раствор с  рН 9.3 
и промывали капилляр в течение 10 мин деиони-
зованной водой.

Покрытие на основе хитозана. Капилляр мо-
дифицировали по  схеме, описанной в  работах 
[20, 22], с  некоторыми изменениями: капилляр 
промывали раствором хитозана в течение 15 мин 
и оставляли в контакте с ним на 10 мин. Затем 
промывали деионизованной водой в  течение 
10 мин. Покрытие стабилизировали в  10 мМ 
фосфатном растворе (рН 2.0) при напряже-
нии +10 кВ в  течение 10 мин. Затем измеряли 
µЭОП в  фоновом электролите того же состава 
при – 20 кВ.

Покрытие на  основе ПДАДМАХ. Капилляр 
модифицировали согласно разработанной ра-
нее схеме [38]: перед модификацией раствор 
ПДАДМАХ выдерживали в  УЗ-бане в  течение 
5 мин и перемешивали с помощью системы вор-
текс 5 мин. Далее подготовленным раствором 
промывали капилляр в  течение 60 мин, затем 
промывали 10  мин деионизованной водой для 
удаления излишков полимера. Стабилизацию 
покрытия и измерение ЭОП проводили в усло-
виях, аналогичных приведенным для хитозана.

Оценка стабильности покрытий при воз-
действии различных растворов и  органических 

растворителей. Модифицированные капилляры 
последовательно промывали в  течение 15 мин 
различными растворителями в  следующей по-
следовательности: ацетонитрил  – метанол  – 
ДМСО – 0.1 М раствор NaOH – 0.1 M HCl. Фик-
сировали время миграции ЭОП до  промывки 
растворителями и после.

Степень изменения ЭОП (%) рассчитывали 
по формуле:

	 � �
�� �

�
% %изменения

ЭОП после ЭОП до

ЭОП до
=

−
×

t t

t
100 ,	 (2)

где tЭОП до – время миграции ЭОП до обработки, 
мин; а tЭОП после – время миграции ЭОП после об-
работки соответствующим растворителем, мин.

Условия проведения электрофоретических 
экспериментов. Модельные смеси аминокис-
лот, катехоламинов и  лекарственных веществ 
на  непокрытом капилляре разделяли при на-
пряжении +20 кВ; на  модифицированных ка-
пиллярах – при напряжении –20 кВ; разделение 
смеси карбоновых кислот также при напряже-
нии –20 кВ. Температура термостатирования – 
20°C; длина волны детектирования для всех 
аналитов  –  230 нм; время гидродинамического 
ввода пробы варьировали в  диапазоне 2–50 с; 
давление ввода пробы – 30–100 мбар.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Исходя из структуры хитозана, модификация 
поверхности капилляра при разделении анали-
тов в условиях КЭ могла бы обеспечить следую-
щие эффекты:

–	 за счет протонирования аминогрупп 
в кислой среде и высокой молекулярной массы 
молекулы хитозана сформированное покрытие 
на поверхности капилляра должно генерировать 
обращенный (анодный) ЭОП, что, в  свою оче-
редь, предотвращает сорбцию основных анали-
тов и способствует росту эффективности разде-
ления;

–	 наличие множества функциональных 
групп (амино- и  гидрокси-) в  составе хитозана 
может способствовать увеличению селективно-
сти разделения определяемых соединений по-
средством различных взаимодействий с  анали-
тами;

–	 хитозан, в  составе молекулы которого 
имеется много хиральных центров, может высту-
пить в качестве хирального селектора при разде-
лении энантиомеров лекарственных веществ.

На основании перечисленных выше ожи-
даемых эффектов исследование аналитических 
характеристик монослойного хитозанового по-
крытия и сопоставление с покрытием на основе 
ПДАДМАХ включало несколько этапов:

–	 построение зависимости ЭОП от рН фо-
нового электролита и  контроль стабильности 
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сформированных покрытий при обработке раз-
личными растворами и  органическими раство-
рителями;

–	 сопоставление эффективности и  селек-
тивности разделения оснóвных и  кислотных 
аналитов на сформированных покрытиях;

–	 выявление возможностей хитозана в ка-
честве хирального селектора, в том числе и в со-
ставе двойных хиральных систем (расширение 
хирального окна) при разделении энантиомеров 
лекарственных веществ.

Зависимости ЭОП от  рН на  сформирован-
ных покрытиях на основе хитозана и контроль их 
стабильности. Формирование покрытия на  ос-
нове катионного полиэлектролита должно со-
провождаться изменением поверхностного за-
ряда кварцевого капилляра и, следовательно, 
величины и  направления электроосмотическо-
го потока (на немодифицированном капилляре 
регистрируется катодный ЭОП). На величину 
ЭОП влияют плотность покрытия и  pH фоно-
вого электролита, а  воспроизводимость ЭОП 
от анализа к анализу в ФЭ, не содержащим мо-
дификатор, является показателем стабильности 
покрытия. На капиллярах, модифицированных 
хитозаном, выявили зависимость скорости ЭОП 
от  pH фонового электролита (рис. 1): при уве-
личении рН скорость ЭОП уменьшается. По-
скольку хитозан при рН > 6 (рKb ~ 6.3) не может 
обеспечить отрицательный заряд, то  наличие 
нормального (катодного) ЭОП при рН 7 дости-
гается благодаря диссоциации остаточных си-
ланольных групп на  поверхности капилляра. 

А на покрытии на основе ПДАДМАХ изменение 
заряда поверхности капилляра в  диапазоне рН 
от  2 до  10 не  наблюдается вовсе, что указывает 
на  формирование плотного слоя модификато-
ра, максимально экранирующего силанольные 
группы поверхности капилляра [39].

Наличие слоя хитозана после модификации 
независимо подтвердили методом сканирующей 
электронной микроскопии (рис. 2). Установи-
ли, что толщина покрытия составляет 45–70 нм 
(рис. 2б), а  покрытия на  основе ПДАДМАХ  – 
15–20 нм (рис. 2в).

Оценили стабильность покрытий в  течение 
дня (n = 10), при длительном использовании 
и  при воздействии различных органических 
растворителей. В  качестве критерия использо-
вали относительное стандартное отклонение (sr) 
времени миграции и  степень изменения ЭОП. 
Ниже приведены значения sr (%) времен ми-
граций ЭОП на  покрытиях на  основе хитозана 
и ПДАДМАХ (P = 0.95):

Хитозан n = 10; 1.9 % n = 47; 7.6 % n = 8; 4.3 %*

ПДАДМАХ n = 10; 0.29 % n = 53; 1.5 % 
[39]

n = 6; 3.8 % 
[39]*

*sr от капилляра к капилляру.

В табл. 1 приведены значения степени из-
менения ЭОП на  покрытиях на  основе хито-
зана и ПДАДМАХ. Изменение скорости ЭОП 
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Рис. 1. Зависимости электрофоретической подвижности ЭОП (µЭОП) от рН фонового электролита: 1 – непокрытый 
капилляр; 2 – капилляр, модифицированный ПДАДМАХ [39]; 3 – капилляр с покрытием на основе хитозана.



	 ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ	 том 80	 № 1	 2025

86	 КОЛОБОВА и др.

может свидетельствовать как о  разрушении 
покрытия, так и  в случае полимерных моди-
фикаторов об  изменении конформации или 
толщины слоя полимера на стенках капилляра. 
Следует отметить, что оба покрытия являются 
достаточно стабильными, поскольку времена 
миграции ЭОП практически не меняются при 
длительном использовании (табл. 1). Устано-
вили, что покрытие на  основе хитозана явля-
ется более устойчивым по  отношению к  дей-
ствию различных растворителей и  позволяет 
проводить анализы в  фоновых электролитах 
с  их высоким содержанием, что важно при 
контроле гидрофильно-гидрофобного баланса 
в системе.

Применение сформированных монослойных 
покрытий для разделения органических кислот, 
аминокислот и  катехоламинов. Ранее [39] ис-
пытаны физически адсорбированные покры-
тия на  основе ПДАДМАХ при разделении ор-
ганических кислот, поэтому на  примере этих 
аналитов в первую очередь исследовали анали-
тические возможности покрытия на основе хи-
тозана.

При разделении органических кислот эф-
фективность на двух разных покрытиях сопоста-
вима (рис. 3, табл. 2), в то время как разрешение 
Rs аналитов на хитозановом покрытии примерно 
в два раза выше, чем на ПДАДМАХ. Такой эф-
фект может наблюдаться из-за того, что при оди-
наковом значении рН генерируемый хитозаном 
ЭОП слабее: времена миграции органических 
кислот увеличиваются и селективность разделе-
ния растет. По значениям пределов обнаруже-
ния (ПО) кислот покрытие на  основе хитозана 
незначительно уступает ПДАДМАХ (табл. 2).

Определение яблочной (малат) и  лимонной 
(цитрат) кислот на сформированных покрытиях 
затруднено наложением системного пика.

Эффективность экранирования остаточных 
силанольных групп на  поверхности капилляра 
можно оценить при разделении основных ана-
литов в  кислой среде. Так, при рН  2 фонового 
электролита на немодифицированном капилля-
ре для катехоламинов и  аминокислот значения 
эффективности и  селективности разделения 
существенно ниже, чем полученные на  обоих 
сформированных покрытиях (рис. 4, табл. 3).

Таблица 1. Значения степени изменения электроосмотического потока на покрытиях на основе хитозана 
и ПДАДМАХ

Растворитель
Хитозан ПДАДМАХ

tЭОП до, мин tЭОП после, мин изменение, % tЭОП до, мин tЭОП после, мин изменение, %

Ацетонитрил 6.78 6.77 –0.2 7.00 7.05 0.7

Метанол 6.77 6.80 0.4 7.05 6.99 –0.9

ДМСО 6.80 6.86 0.9 6.99 6.39 –8.6

1 M раствор 
NaOH 6.86 6.89 0.5 6.39 6.65 4.1

0.1 M HCl 6.89 7.03 2.1 6.65 6.63 –0.4

Рис. 2. СЭМ-снимки поперечного среза капилляра с покрытием (а), (б) на основе хитозана и (в) ПДАДМАХ, полу-
ченные при различном увеличении с масштабной риской: (а) 2 мкм; (б), (в) 200 нм. Прибор: Zeiss Merlin, изображе-
ние во вторичных электронах.
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Рис. 3. Электрофореграммы модельной смеси органических кислот: (а) капилляр, модифицированный ПДАДМАХ; 
(б) капилляр, модифицированный хитозаном. Фоновый электролит: 10 мМ бензойная кислота, 1 мМ ЭДТА, 10 мМ 
ДЭА. Модельная смесь карбоновых кислот 25 мкг/мл: 1 – щавелевая, 2 – муравьиная, 3 – винная, 4 – лимонная, 
5 – яблочная, 6 – молочная, 7 – янтарная, 8 – уксусная, 9 – пропионовая, 10 – масляная.
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Рис. 4. Электрофореграммы модельной смеси аминокислот и катехоламинов (50 мкг/мл): (а) немодифицирован-
ный капилляр; (б) капилляр, модифицированный хитозаном; (в) капилляр, модифицированный ПДАДМАХ. Фо-
новый электролит: 10 мМ фосфатный буферный раствор с рН 2.0. Аналиты: 1 – DOPA, 2 – Tyr, 3 – Phe, 4 – Trp, 
5 – E, 6 – NMN, 7 – NE, 8 – 3-MT, 9 – DA.

Таблица 2. Значения эффективности (N), разрешения (Rs) и пределов обнаружения карбоновых кислот, 
достигнутых на исследуемых покрытиях

Аналит N, тыс. т. т. Rs ПО, мкг/мл
ПДАДМАХ хитозан ПДАДМАХ хитозан ПДАДМАХ хитозан

Щавелевая 117 42 2.5 6.1 0.74 0.96
Муравьиная 163 236 1.9 4.4 1.27 1.50
Винная 205 97 – – 0.82 0.63
Молочная 450 477 2.6 6.8 0.79 1.02
Янтарная 492 427 7.8 16.0 0.43 0.60
Уксусная 231 325 7.2 13.4 0.61 0.77
Пропионовая 193 218 0.9 1.9 0.72 0.88
Масляная 182 225 – – 0.74 0.91
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Как и следовало ожидать, покрытие на осно-
ве ПДАДМАХ (рис. 4в), содержащее в структуре 
аммонийные катионы, обеспечило эффектив-
ность примерно в 1.5 раза выше, чем хитозано-
вое покрытие с протонированными аминогруп-
пами (рис. 4б).

Таким образом, покрытие на  основе хито-
зана при разделении аминокислот, катехолами-
нов и органических кислот незначительно усту-
пает в  эффективности, при этом разрешение, 
как правило, выше по  сравнению с  покрытием 
на основе ПДАДМАХ. Это указывает на допол-
нительные взаимодействия между аналитами 
и поверхностью модифицированного хитозаном 
капилляра, которые приводят к увеличению се-
лективности разделения.

Возможности хитозана в  качестве хирально-
го селектора. В отличие от ПДАДМАХ, хитозан 
обладает множеством хиральных центров и мо-
жет выступать в качестве хирального селектора. 
Серия экспериментов включала выявление воз-
можностей энантиомерного разделения:

–	 на модифицированных хитозаном ка-
пиллярах;

–	 с использованием хитозана в составе ФЭ;
–	 применение физически адсорбирован-

ных покрытий на  основе хитозана в  сочетании 
с  другим хиральным селектором в  фоновом 
электролите (двойные хиральные системы).

В качестве аналитов выбрали рацематы ле-
карственных веществ: β-блокаторы (пропра-
нолол, соталол и  карведилол) и  нестероидные 
противовоспалительные средства (кетопрофен 
и кеторолак, ибупрофен).

Выбор рН ФЭ является важнейшей задачей 
при разделении энантиомеров биологически 

активных веществ. При рН < 6 покрытие на осно-
ве хитозана заряжено положительно, β-блокато-
ры также находятся в катионной форме, следова-
тельно, взаимодействие с хиральными центрами 
ограничено электростатическим отталкивани-
ем. В  случае кислотных аналитов  – профенов, 
наоборот, может наблюдаться сильная сорбция 
на  поверхности модифицированного капил-
ляра. По этой причине поиск условий хираль-
ного разделения проводили в ФЭ со значением 
рН, близким к нейтральному. В этом случае, как 
показано выше, наблюдается слабый катодный 
ЭОП и аналиты мигрируют практически за счет 
собственных электрофоретических подвижно-
стей.

На капиллярах, модифицированных хи-
тозаном, в  указанных условиях не  достигнуто 
разделение энантимеров β-блокаторов и  про-
фенов, поэтому для увеличения количества ак-
тивных центров хитозан независимо вводили 
в  состав фонового электролита с  различным 
рН (0.01 мас.  %). При этом селективность раз-
деления кеторолака и ибупрофена (рН 6.4) воз-
росла, однако наличие хитозана в ФЭ не приве-
ло к разделению энантиомеров этих соединений 
(рис. 5б, 6б).

Последний этап исследования включал изу-
чение покрытий на  основе хитозана в  двойных 
хиральных системах с участием ГП-β-ЦД, β-ЦД 
и  ванкомицина в  составе ФЭ. При разделении 
β-блокаторов в  качестве второго хирального 
селектора использовали ГП-β-ЦД [42–44], ко-
торый вводили в состав ФЭ. На немодифициро-
ванном капилляре с ГП-β-ЦД в ФЭ наблюдается 
частичное разделение энантиомеров пропрано-
лола и  карведилола, и  полностью отсутствует 

Таблица 3. Значения эффективности (N) и разрешения (Rs) аминокислот и катехоламинов, достигнутые 
на различных капиллярах

Аналит
N, тыс. т. т. Rs

немодифицированный ПДАДМАХ хитозан немодифицированный ПДАДМАХ хитозан

DOPA 63 228 193 1.7 0.8 0.9

Tyr + Phe 53 140 162 4.0 1.3 2.1

Trp 68 183 187 33.2 22.4 30.2

E 64 138 95 1.4 2.1 2.0

NMN 96 126 98 1.2 2.1 1.8

NE 115 134 113 2.1 3.9 3.5

3-MT 80 148 84 1.2 2.7 2.5

DA 85 114 85 – – –
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разделение энантиомеров соталола (рис. 5д). По-
скольку ПДАДМАХ и хитозан генерируют обра-
щенный ЭОП, происходит изменение порядка 
миграции энантиомеров, что является большим 
преимуществом при определении примесей ме-
нее активных R-изомеров на фоне высоких кон-
центраций S-изомера. Установили, что хитозан 
в составе двойной хиральной системы обеспечи-
вает наибольшие значения селективности раз-
деления энантиомеров пропранолола (α = 1.04) 
и карведилола (α = 1.05). При этом наблюдалось 
также частичное разделение энантиомеров сота-
лола (α = 1.02), которое не достигалось в других 
вариантах: на немодифицированном капилляре 
и на капилляре, покрытом ПДАДМАХ (рис. 5). 
Энантиомеры идентифицировали методом 
стандартной добавки.

При разделении энантиомеров нестероид-
ных противовоспалительных средств в качестве 
второго хирального селектора ранее [45] вы-
явлены возможности β-ЦД, ГП-β-ЦД и  ван-
комицина, наиболее часто используемых для 
данной цели. Нами установлено, что при рН 6.4 
фонового электролита наблюдается разделе-
ние энантиомеров кетопрофена в  присутствии 
β-ЦД (рис. 6). β-ЦД из  выбранных хираль-
ных селекторов наиболее гидрофобен, поэто-
му с  его участием образуются более прочные 

комплексы  – аналит-хиральный селектор, что 
приводит к разделению энантиомеров кетопро-
фена.

Ванкомицин благодаря наличию в его струк-
туре как амино-, так и карбоксильных групп мо-
жет использоваться в виде незаряженного или за-
ряженного хирального селектора в зависимости 
от значения рН фонового электролита. По этой 
причине разделение энантиомеров профенов 
независимо проводили также при рН ~ 4. Когда 
покрытие на основе хитозана заряжено положи-
тельно, ванкомицин также имеет положитель-
ный заряд, в результате возможны конкурентные 
взаимодействия с  отрицательно заряженными 
аналитами (рКа ~ 3.5–3.8). В  эксперименте ва-
рьировали природу ФЭ (ацетатно-аммиачный 
буферный раствор с рН 4.3; фосфатный буфер-
ный раствор с  рН 4.2), его концентрацию (10–
50 мМ), а также добавку в ФЭ органических рас-
творителей (ацетонитрил, метанол; 5–20 об. %).

Проведенные электрофоретические экс-
перименты показали, что в  фосфатном буфер-
ном растворе происходит частичное разделе-
ние энантиомеров кеторолака, в  то время как 
в  ацетатно-аммиачном буферном растворе они 
мигрируют совместно. Построили графические 
зависимости разрешения энантиомеров профе-
нов от  состава фонового электролита (рис. 7).  
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Рис. 7. Зависимости разрешения (Rs) энантиомеров (1) кеторолака и (2) кетопрофена от состава фонового электро-
лита. Условия: капилляр, модифицированный хитозаном; фоновый электролит: (а) 10–25 мМ ФБР с рН 4.2, 1 мМ 
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Селективность разделения энантиомеров ана-
литов увеличивается при повышении кон-
центрации буферного раствора и  содержания 
ванкомицина в ФЭ. Такая зависимость обуслов-
лена снижением скорости ЭОПа в первом случае 
и  увеличением количества хиральных центров 
для дискриминации энантиомеров – во втором. 
Среди испытанных органических растворителей 
в составе ФЭ метанол в большей степени влияет 
на  электрофоретические параметры миграции 
энантиомеров, а  максимальные значения эф-
фективности и  селективности разделения до-
стигнуты при его концентрации в ФЭ 10 об. %. 
Наибольшее разрешение энантиомеров кето-
профена (Rs = 3.0) и кеторолака (Rs = 3.0) наблю-
далось в следующих условиях: 25 мМ фосфатный 
буферный раствор с рН 4.2, 2.5 мМ ванкомицин, 
10 об. % метанола (рис. 6д).

Для выявления роли покрытия на основе хи-
тозана при хиральном разделении энантиомеров 
нестероидных противовоспалительных средств 
сопоставили миграционные характеристики 
аналитов, полученные на  покрытом хитозаном 
капилляре и  немодифицированном капилляре, 
с  использованием ванкомицина в  составе ФЭ. 
Установили, что ванкомицин в  последнем слу-
чае обеспечивает в аналогичных условиях разде-
ление энантиомеров кеторолака и кетопрофена 
с разрешением 1.3 и 1.4 соответственно (рис. 6д).

* * *

Таким образом, хитозан образует равно-
мерное стабильное покрытие на  поверхности 
кварцевого капилляра. При разделении амино-
кислот, катехоламинов и  органических кислот 
сформированные покрытия на основе хитозана 
незначительно уступают в  эффективности по-
крытиям из ПДАДМАХ, но обеспечивают более 
высокое разрешение исследуемых биологически 
активных аналитов. Хитозан вносит значитель-
ный вклад в  разделение энантиомеров лекар-
ственных веществ (профенов и  β-блокаторов) 
в  присутствии в  составе фонового электролита 
второго хирального селектора (ванкомицина 
и ГП-β-ЦД соответственно).
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PHYSICALLY ADSORBED COATINGS BASED ON CHITOSAN  
FOR ELECTROPHORETIC SEPARATION  
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Abstract. Coatings of the inner walls of a quartz capillary based on cationic high-molecular chitosan with a 
deacetylation degree of 95% were formed. The dependence of the electroosmotic flow rate on the pH of the 
background electrolyte was studied, and the stability of the coating under the influence of various solvents was 
assessed. The results were compared with another cationic coating based on poly(diallyldimethylammonium 
chloride) (PDADMAC). It was shown that when separating amino acids, catecholamines, and organic acids, 
the formed coatings based on chitosan are slightly inferior in efficiency to coatings made of PDADMAC, 
but provide a higher resolution of the studied biologically active analytes. It was found that chitosan on the 
inner walls of a quartz capillary promotes an increase in enantioselectivity in the separation of β-blocker 
enantiomers (carvedilol, propranolol, sotalol) in the presence of (2-hydroxypropyl)-β-cyclodextrin in the 
background electrolyte, as well as non-steroidal anti-inflammatory drugs (ketoprofen and ketorolac) using 
vancomycin as the second chiral selector.

Keywords: capillary electrophoresis, physically adsorbed coatings of quartz capillary walls, chitosan, chiral 
separation.
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