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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность работы. Высокоэффективная жидкостная хроматогра-
фия (ВЭЖХ) – это один из основных методов исследования смесей веществ. 
В настоящее время одним из направлений развития метода ВЭЖХ является 
поиск новых сорбентов для хроматографических колонок. Технология при-
готовления большинства колонок для ВЭЖХ основана на упаковке трубки 
или капилляра частицами сорбента с функционализированной поверхно-
стью (насадочные колонки). Такие колонки имеют ряд недостатков: отсут-
ствие фиксации частиц сорбента, что приводит к перераспределению частиц 
внутри колонки; низкая гидродинамическая проницаемость и наличие не-
желательных тепловых градиентов, возникающих из-за трения частиц 
между собой и со стенками колонки. 

Другим подходом к созданию колонок для ВЭЖХ является технология 
монолитных колонок. Они позволяют преодолеть отмеченные выше огра-
ничения традиционных насадочных колонок и рассматриваются как даль-
нейшее развитие колонок для ВЭЖХ. Следует отметить, что монолитные 
колонки для ВЭЖХ могут быть приготовлены на основе либо диоксида 
кремния, либо органических полимеров. В отличие от монолитов на основе 
диоксида кремния, органические монолиты проявляют химическую устой-
чивость в широком диапазоне рН. Чаще всего для приготовления монолит-
ных колонок используют сополимеры дивинилбензола и стирола, акрила-
тов, ароматических мономеров с различными функциональными группами, 
мономеров с гетероатомами или смешанных прекурсоров, в которых при-
сутствуют различные типы мономеров. 

Разнообразие органических монолитов и интерес к ним связан с тем, 
что химическая природа неподвижной фазы может оказывать существенное 
влияние на селективность разделения. Помимо селективности в достаточно 
широких пределах можно изменять текстурные характеристики монолит-
ных сорбентов (удельную площадь поверхности, средний диаметр пор). Это 
позволяет создавать колонки под задачи разделения молекул определенного 
размера. При этом существует ряд ограничений, которые не позволяют ор-
ганическим монолитам получить широкое распространение. Большинство 
монолитных колонок в настоящее время получают в капиллярном формате. 
Такие колонки относительно просты в приготовлении, однако имеют малую 
загрузочную емкость. Это не позволяет вводить в колонку пробу большого 
объема, что накладывает ограничение на определение микропримесей. Дру-
гая проблема приготовления органических монолитных колонок заключа-
ется в отсутствии единой методики синтеза сорбентов. Так, для каждой но-
вой композиции мономеров необходимо индивидуально подбирать условия 
синтеза (порообразующий растворитель, время, температуру полимериза-
ции и др.). Поэтому одним из актуальных направлений развития метода вы-
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сокоэффективной жидкостной хроматографии является возможность созда-
ния новых монолитных органических колонок с заданными химическими и 
текстурными характеристиками по единой методике. 

Степень разработанности темы исследования. Монолитные ко-
лонки для ВЭЖХ на основе органических полимеров достаточно широко 
изучены и описаны в большом количестве публикаций. Большинство моно-
литных сорбентов, описанных в литературе, синтезированы внутри тонких 
капилляров. Данные колонки обладают крайне низкой загрузочной емко-
стью. Это не позволяет вводить пробы большого объема, что, в свою оче-
редь, является неотъемлемой частью определения микропримесей. Слож-
ность синтеза монолита большого диаметра связана с затрудненным отво-
дом тепла из середины колонки во время полимеризации. При этом возни-
кает температурный градиент по радиальному сечению колонки, что приво-
дит к различию свойств сорбента в разных его частях и к возможности ме-
ханической деструкции. В научной литературе не встречается описание 
синтеза монолитов, в котором единая методика приготовления монолитов 
подразумевает получение неподвижных фаз с одинаковой морфологией, но 
различной хроматографической селективностью. При синтезе новой непо-
движной фазы необходимо подробно описать основные характеристики 
хроматографической колонки. Однако комплексные исследования, включа-
ющие в себя описание всех хроматографических и текстурных свойств мо-
нолитных колонок, в литературе встречаются крайне редко. Так, например, 
оценка загрузочной емкости практически отсутствует, несмотря на то, что 
она является одной из основных эксплуатационных характеристик хрома-
тографической колонки, которая позволяет корректно оценить эффектив-
ность и селективность колонки. 

Целью данной работы является разработка методов приготовления и 
исследование свойств новых хроматографических монолитных колонок на 
основе дивинилбензола и стирола для ВЭЖХ. 

Для достижения этой цели решались следующие задачи: 
— разработка методики синтеза монолитных колонок на основе сопо-

лимера стирола, дивинилбензола и одного из следующих функциональных 
мономеров: 1-винилимидазол, 4-винилпиридин, 1-винил-2-пирролидон, 1-
винил-1,2,4-триазол, 4-винилбензилхлорид; 

— разработка методики in situ модифицирования поверхностных хлор-
метильных групп монолитного сорбента на основе 4-винилбензилхлорида 
следующими функциональными реагентами: 1-метилимидазол, 2-метили-
мидазол, 2-метилпиридин и 4-метилпиридин; 

— исследование химического состава, текстурных и хроматографиче-
ских свойств приготовленных колонок (удельная площадь поверхности, 
средний диаметр пор, гидродинамическая проницаемость, эффективность, 
селективность, загрузочная емкость); 

— исследование влияния относительного содержания дивинилбензола 
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в сорбенте, а также природы порообразующего растворителя на текстурные 
и хроматографические свойства монолитных колонок; 

— исследование разделительных свойств приготовленных колонок по 
отношению к веществам различных химических классов. 

Научная новизна. Впервые приготовлены монолитные колонки для 
ВЭЖХ, в которых неподвижной фазой являлся пористый полимер на основе 
стирола, дивинилбензола и гетероциклического азотсодержащего моно-
мера, в качестве которого выступали: 1-винилимидазол, 4-винилпиридин, 1-
винил-2-пирролидон, 1-винил-1,2,4-триазол. Исследован химический со-
став приготовленных сорбентов. Изучены хроматографические свойства 
синтезированных колонок: эффективность, селективность, загрузочная ем-
кость, а также их гидродинамические характеристики. Изучена пористая 
структура приготовленных монолитных сорбентов. 

Впервые описан способ in situ изменения селективности монолитной 
хроматографической колонки с органическим сорбентом на основе стирола, 
дивинилбензола и 4-винилбензилхлорида, содержащим реакционноспособ-
ные хлорметильные группы. Для придания сорбенту новых свойств прово-
дили его модифицирование в колонке производными имидазола и пиридина 
(1-метилимидазолом, 2-метилимидазолом, 2-метилпиридином и 4-метилпи-
ридином). Обработка данными реагентами приводит к образованию ионных 
пар на поверхности сорбента, состоящих из катиона имидазолия или пири-
диния и аниона хлора. Исследованы хроматографические свойства приго-
товленных колонок. 

Практическая значимость. Приготовленные монолитные колонки на ос-
нове органических полимеров могут быть использованы для решения задач 
разделения как малых молекул, так и макромолекул, в том числе белков. Дан-
ная особенность является преимуществом полученных колонок по сравнению 
с единственной существующей коммерческой монолитной колонкой с сорбен-
том на основе стирола и дивинилбензола. Результаты комплексных исследова-
ний полученных монолитных материалов могут быть использованы для приго-
товления колонок на основе других функциональных мономеров. Полученные 
экспериментальные данные позволили выявить преимущество монолитных ко-
лонок на основе дивинилбензола и стирола по сравнению с насадочными по 
величине гидродинамической проницаемости. Установлено, что приготовлен-
ные монолитные колонки способны разделять как крупные макромолекулы, 
так и молекулы малого размера, что является преимуществом по сравнению с 
единственной существующей монолитной коммерческой колонкой ProSwift 
RP-3U (Thermo Fisher Scientific), способной c удовлетворительной эффективно-
стью разделять только крупные молекулы. 

Методология и методы диссертационного исследования. Методоло-
гия исследования включает в себя: разработку синтеза монолитного сор-
бента внутри стеклянной трубки, а также физико-химическую характериза-
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цию полученных сорбентов. Для достоверного описания свойств получен-
ных сорбентов использовался набор методов – сканирующая электронная 
микроскопия, низкотемпературная адсорбция азота, CHN-анализ, хромато-
графические методы анализа. 

На защиту выносятся: 
— процесс приготовления монолитных колонок на основе сополиме-

ров стирола, дивинилбензола и одного из функциональных мономеров:  
1-винилимидазол, 4-винилпиридин, 1-винил-2-пирролидон, 1-винил-1,2,4-
триазол, 4-винилбензилхлорид, который включает в себя подбор концентра-
ций компонентов полимеризационной смеси и условий проведения синтеза 
методом свободнорадикальной термически инициированной полимериза-
ции в стеклянных трубках внутренним диаметром 2 мм; 

— установленные корреляции между природой и концентраций функ-
ционального мономера в исходной полимеризационной смеси и хромато-
графическими характеристиками приготовленных монолитных колонок 
(селективность, эффективность, загрузочная емкость, зависимость парамет-
ров удерживания от состава подвижной фазы); 

— новые данные о текстурных характеристиках приготовленных сор-
бентов (удельная площадь поверхности, средний размер и объем пор, гид-
родинамическая проницаемость) и их химическом составе (элементный со-
став); 

— способ изменения свойств монолитной неподвижной фазы путем 
модифицирования in situ колонки, приготовленной на основе 4-винилбен-
зилхлорида, производными имидазола и пиридина: 1-метилимидазол, 2-ме-
тилимидазол, 2-метилпиридин, 4-метилпиридин; 

— данные о хроматографических характеристиках модифицированных 
монолитных колонок. 

Личный вклад автора. Поиск, изучение, анализ и обобщение литера-
турных данных. Синтезированы все описанные в работе монолитные сор-
бенты и осуществлены хроматографические эксперименты. Постановка 
цели и задач диссертационной работы проводилась совместно с научным 
руководителем. Обработка экспериментальных данных, их анализ и интер-
претация результатов проводились совместно с научным руководителем. 
Материалы к публикации подготовлены совместно с соавторами. Вклад со-
искателя признан всеми соавторами. 

Степень достоверности результатов исследования. Достоверность 
результатов работы обеспечивается согласованностью экспериментальных 
данных, полученных комплексом современных физико-химических мето-
дов исследования. Признание результатов работы подтверждается публика-
циями их в рецензируемых международных и российских журналах и высо-
кой оценкой на всероссийских конференциях. 

Апробация работы. Основные результаты работы были представлены 
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и обсуждались на Х Всероссийской научной конференции с международ-
ным участием «Аналитика Сибири и Дальнего Востока» (Барнаул, 2016), 
XXVI Менделеевской конференции молодых ученых (Самара, 2016), V Все-
российском симпозиуме с международным участием «Кинетика и динамика 
обменных процессов» (Сочи, 2016), 55-й международной научной студен-
ческой конференции МНСК-2017 (Новосибирск, 2017), VI, VII, VIII  Все-
российских симпозиумах «Кинетика и динамика обменных процессов» 
(Сочи, 2017; Сочи, 2018; Москва, 2019), 3-ей Всероссийской конференции 
«Методы исследования состава и структуры функциональных материалов» 
(Новосибирск, 2020). 

Публикации по теме диссертации. Результаты исследований опубли-
кованы в 8 статьях в научных журналах, из которых 7 входят в перечень 
ведущих рецензируемых научных журналов и изданий, рекомендуемых 
ВАК РФ. 6 публикаций из 8 входят в международные базы научного цити-
рования Web of Science и Scopus. Опубликовано 12 тезисов докладов на 
международных и российских конференциях. 

Соответствие специальности 02.00.02 – аналитическая химия. Дис-
сертационная работа соответствует пункту 2 «Методы химического анализа 
(химические, физико-химические, атомная и молекулярная спектроскопия, 
хроматография, рентгеновская спектроскопия, масс-спектрометрия, 
ядерно-физические методы и др.)», пункту 10 «Анализ органических ве-
ществ и материалов», пункту 15 «Анализ лекарственных препаратов», 
пункту 13 «Анализ пищевых продуктов» паспорта специальности 02.00.02 
– аналитическая химия. 

Структура и объем работы. Диссертация изложена на 156 страницах, 
содержит 74 рисунка и 10 таблиц, список литературы содержит 367 источ-
ников. Работа состоит из введения, обзора литературы (глава 1), экспери-
ментальной части (глава 2), результатов и их обсуждения (глава 3), заклю-
чения, выводов, списка литературы. 
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ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ ДИССЕРТАЦИИ 

Во введении показана актуальность выбранной темы диссертацион-
ного исследования, степень ее разработанности, сформулированы цели  
и задачи данной работы, представлены научная новизна, практическая  
значимость работы, и изложены положения, выносимые на защиту. 

Первая глава представляет собой обзор литературы в области  
приготовления и исследования свойств монолитных колонок для ВЭЖХ. 

В начале литературного обзора описаны особенности монолитных и 
насадочных неподвижных фаз. Во второй части рассмотрена классифика-
ция монолитных колонок по геометрической форме, химической природе 
матрицы и химической функциональности. Описаны сорбенты с различ-
ными свойствами: гидрофобные, гидрофильные, с заряженными группами, 
аффинные, хиральные и со смешанным механизмом удерживания и спо-
собы оценки селективности хроматографических колонок. В третьей части 
изложены основные способы приготовления монолитных материалов: сво-
боднорадикальная термически инициированная, фотоинициируемая и ради-
ационная полимеризации. На примере свободнорадикальной полимериза-
ции рассмотрены факторы, влияющие на свойства монолитных материалов: 
температура и время полимеризации, природа и концентрация сшивающего 
агента, порообразующего растворителя и инициатора. В четвертой части 
кратко изложены способы модификации монолитных сорбентов с целью по-
лучения материалов с различной селективностью. Представлено заключе-
ние литературного обзора, в котором поясняются поставленные задачи дис-
сертационной работы и объекты исследования. 

Вторая глава содержит описание методики получения монолитных 
органических колонок на основе сополимера стирола, дивинилбензола и 
функциональных мономеров (1-винилимидазол, 4-винилпиридин, 1-винил-
2-пирролидон, 1-винил-1,2,4-триазол, 4-винилбензилхлорид) внутри стек-
лянной трубки с внутренним диаметром 2 мм методом свободнорадикаль-
ной термически инициируемой полимеризации. Описан состав полимериза-
ционных смесей, в которых варьировали содержание функционального мо-
номера, а на примере колонок с 1-винил-2-пирролидоном варьировали со-
держание дивинилбензола и природу порообразующего растворителя. Из-
ложена методика функционализации монолитных колонок на основе 4-ви-
нилбензилхлорида модифицирующими реагентами (производными пири-
дина и имидазола). Приводится описание применяемых методов физико-хи-
мической характеризации: метод сканирующей электронной микроскопии, 
низкотемпературная адсорбция азота, анализ на элементный CHN-состав, 
хроматографические методы исследования. 

В третьей главе представлено описание результатов экспериментов и 
их обсуждение. 
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3.1. Обоснование выбора основных объектов исследования. 

Приготовили 28 типов новых монолитных колонок. Далее название ко-
лонки будет обозначаться аббревиатурой в соответствии с используемым 
функциональным мономером и числом, равным его содержанию (об. %) в 
исходной полимеризационной смеси: 1-винилимидазол (ВИ), 4-винилпири-
дин (ВП), 1-винил-1,2,4-триазол (ВТр), 1-винил-2-пирролидон (ВПр), 4-ви-
нилбензилхлорид (ВБХ). Для сравнения была приготовлена колонка на ос-
нове дивинилбензола и стирола (ДВБ-Ст). Полученные колонки устанавли-
вали в стандартные фитинги (рис. 1). В работе использовали колонки дли-
ной 50–110 мм. 

 
Рис. 1. Внешний вид приготовленных колонок. 

 
Каждую монолитную колонку тестировали на пригодность к дальней-

шим исследованиям путем хроматографирования тестовой смеси, состоя-
щей из полярного аналита – фенола и неполярного – бензола. Установлено, 
что ряд приготовленных колонок имеют неудовлетворительную эффектив-
ность, в связи с чем, они были исключены из дальнейшего исследования. 
Полученные данные по факторам удерживания тестовых веществ позво-
лили установить, что с увеличением доли функционального мономера в по-
лимеризационной смеси удерживание фенола увеличивается, а бензола 
уменьшается. 

3.2. Определение текстурных характеристик  
хроматографических колонок. 

Сканирующая электронная микроскопия. Для всех монолитов наблю-
дается картина, типичная для классических пористых полимеров на основе 
дивинилбензола и стирола. Монолитный материал представляет собой ас-
социаты из глобул диаметром около 2 мкм, образующие каркас, пронизан-
ный транспортными порами (на примере ВП30, рис. 2а). Установлено, что 
колонка ВТр40 отличается от остальных колонок внешним видом глобул: 
они имеют неправильную форму и шероховатую поверхность (рис. 2б).  
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Рис. 2. Микрофотографии монолитных сорбентов: ВП30 (а), ВТр40 (б). 

 
На примере колонок с 1-винил-2-пирролидоном (30 об. %) продемон-

стрировано, что природа порообразующего растворителя существенно вли-
яет на макроструктуру сорбента. Определено, что наиболее подходящими 
порообразователями являются: полипропиленгликоль с М = 2025 г/моль и 
триблоксополимер Pluronic 10R5.  

Низкотемпературная адсорбция азота. Установлено, что полимеры, 
приготовленные на основе 1-винилимидазола и 4-винилпиридина относятся 
к макропористым и имеют низкие величины удельной площади поверхно-
сти, не превышающие 6 м2/г. Монолитная колонка ВТр40 имеет достаточно 
высокую удельную площадь поверхности, равную около 200 м2/г. Исследо-
вали влияние содержания дивинилбензола (ДВБ), которое варьировали в 
диапазоне 30–70 об. % с шагом 10 об. %, на свойства колонок с 1-винил-2-
пирролидоном (30 об. %). Известно, что бифункциональный сомономер 
влияет на число поперечных сшивок в полимере, и увеличение его содержа-
ния приводит к увеличению площади поверхности полимера. Установлено, 
что для монолитов с содержанием дивинилбензола 30 и 40 об. % характерна 
малая удельная площадь поверхности (1–3 м2/г). При доле дивинилбензола 
50, 60 и 70 об. % удельная площадь поверхности полимеров значительно 
выше (рис. 3). 

 
Рис. 3. Зависимость удельной площади поверхности монолитного сорбента с 1-винил-2-

пирролидоном (30 об. %) от содержания дивинилбензола в исходной полимеризационной 
смеси. ППГ2025 – полипропиленгликоль с М = 2025 г/моль. 
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CHN-анализ. С помощью CHNS/O-анализатора определяли элемент-
ный состав сорбентов (ВИ25, ВП40, ВТр40, ВПр30 (ДБВ 50 об. %)) для того, 
чтобы оценить степень конверсии используемых функциональных мономе-
ров. Были получены данные, представляющие собой процентные массовые 
содержания основных элементов (углерод, водород и азот). С учетом коли-
чества атомов азота в молекулах функциональных мономеров рассчитывали 
массовое процентное содержание соответствующего мономера в готовой 
монолитной колонке. Для колонок ВИ25 и ВПр30 установлено, что содер-
жание функциональных мономеров составляет около 5 %, для колонки 
ВТр40 – 20 %, для колонки ВП40 – 40 %. 

  

3.3. Исследование хроматографических свойств  
приготовленных колонок. 

Гидродинамические свойства. Высокая гидродинамическая проницае-
мость монолитных колонок – одно из наиболее существенных их преиму-
ществ по сравнению с насадочными. 

Для оценки этого параметра через 
колонки пропускали ацетонитрил с раз-
личными скоростями потока и фиксиро-
вали перепад давления на них. По полу-
ченным данным строили зависимости 
перепада давления от объемной скоро-
сти потока. Линейный характер получен-
ных зависимостей говорит о механиче-
ской устойчивости приготовленных ко-
лонок (отсутствие деформации монолит-
ного сорбента). По данным зависимо-
стям рассчитывали коэффициенты гид-
родинамической проницаемости (В0). 
Проводили сравнение с коммерческой 
насадочной колонкой Диасфер-250-Ст с 
органическим сорбентом (75×2 мм, раз-
мер гранул 5 мкм). Установлено, что ко-
эффициенты проницаемости для моно-
литных колонок примерно на порядок 
выше, чем для насадочной (табл. 1). 

Зависимость эффективности ко-
лонки от скорости потока подвижной 
фазы (ПФ). Для оценки эффективности 
колонок определяли зависимость вы-
соты, эквивалентной теоретической тарелке (ВЭТТ), от скорости потока по-
движной фазы по тестовому веществу (бензол). При этом были получены 
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зависимости, типичные для жидкостной хроматографии. Значение высоты, 
эквивалентной теоретической тарелке, составляет от 40 до 60 мкм, что со-
поставимо с эффективностью коммерческой насадочной колонки Диасфер-
250-Ст (табл. 1). Исключением является колонка ВИ40, для которой харак-
терна аномально низкая эффективность. 

Определение загрузочной емкости. Состояние пористой системы поли-
мерного сорбента зависит от растворителя, в который он помещен. Так, в 
«хорошем» растворителе полимер способен набухать, а в «плохом» раство-
рителе – сжиматься. При этом может изменяться степень доступности ад-
сорбционных пор внутри сорбента для молекул сорбата. Поскольку загру-
зочная емкость хроматографической колонки зависит от удельной площади 
поверхности и объема пор сорбента, то уменьшение доступности пор в 
«плохом» растворителе должно приводить к уменьшению загрузочной ем-
кости колонки. Рассмотрим, как меняется величина загрузки в условиях, ко-
гда подвижная фаза хорошо смачивает неподвижную фазу (ацетонит-
рил/вода = 60/40 об. %) и сравним полученный результат с тем случаем, ко-
гда ПФ плохо смачивает сорбент (ацетонитрил/вода = 20/80 об. %). Загру-
зочная емкость колонок – это максимальное количество вводимого аналита, 
не вызывающее значительную потерю эффективности. Чтобы оценить этот 
параметр вводили в колонки нитропропан в количестве от 1 до 160 мкг. Для 
каждого количества введенной пробы рассчитывали эффективность (число 
теоретических тарелок). Из представленных зависимостей видно, что загру-
зочная емкость в элюенте, обогащенном органическим растворителем (рис. 
4а), составляет около 100 мкг для монолитных колонок и около 30 мкг для 
насадочной колонки Диасфер-250-Ст. В элюенте, обогащенном водой, за-
грузочная емкость монолитных колонок примерно в 3 раза меньше и сопо-
ставима по величине с емкостью насадочной колонки Диасфер-250-Ст. Это 
можно объяснить тем, что органические сорбенты могут менять свою пори-
стость в зависимости от растворителя, в котором они находятся. Таким об-
разом, исследование загрузочных свойств приготовленных монолитных ко-
лонок и коммерческой насадочной колонки показало, что текстурные харак-
теристики (площадь поверхности, объем и размеры пор), полученные для 
сухого образца, не всегда коррелируют с величиной загрузки. Загрузочные 
свойства колонок с исследованными монолитными материалами зависят от 
состава подвижной фазы, используемой при хроматографировании. 
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Рис. 4. Зависимости относительной эффективности от величины пробы при составе 
элюента: ацетонитрил/вода = 60/40 об. % (а), ацетонитрил/вода = 20/80 об. % (б). 

 
Исследование хроматографической селективности приготовленных 

колонок. Поскольку приготовленные колонки представляют собой неполяр-
ную матрицу ДВБ-Ст с введенными в нее полярными группами в виде азот-
содержащих гетероциклов, можно сделать предположение, что данные ко-
лонки будут способны удерживать вещества по смешанному механизму 
(обращенно-фазовый/гидрофильный). Для того чтобы оценить вклад того 
или иного механизма удерживания, исследовали зависимость логарифма 
фактора удерживания (k) неполярного (бензол) и полярного (фенол) тесто-
вых веществ от состава подвижной фазы (ацетонитрил/вода). Относитель-
ное содержание ацетонитрил/вода меняли в диапазоне от 40/60 до  
95/5 об. %. Сравнение проводили с обращенно-фазовой колонкой ProntoSIL 
120-5-C18, в которой неподвижной фазой является силикагелевый сорбент 
с химически привитыми к поверхности алкильными радикалами C18. Из-
вестно, что для обращенно-фазовых колонок такие зависимости должны 
иметь линейный характер во всем диапазоне составов элюента. И мы 
наблюдаем такие зависимости как для неполярного (рис. 5а), так и для по-
лярного тестовых веществ (см. рис. 5б). Для монолитных колонок с поляр-
ными функциональными группами наблюдается совершенно другая кар-
тина для фенола (см. рис. 5б). Установлено наличие минимума для данных 
зависимостей. Такая форма графиков показывает, что колонка может рабо-
тать как в режиме обращенно-фазовой хроматографии (когда k возрастает с 
увеличением доли воды в ПФ), так и в режиме гидрофильной хроматогра-
фии (когда k увеличивается с уменьшением доли воды в ПФ). В точке ми-
нимума данной зависимости происходит смена преимущественных меха-
низмов удерживания (5–10 % воды в подвижной фазе). 



14 
 

 
Рис. 5. Зависимости логарифма фактора удерживания от состава элюента для бензола (а) и 

фенола (б). fН2О – доля воды в подвижной фазе. 

Поскольку приготовленные колонки способны проявлять смешанный 
механизм удерживания, были исследованы зависимости логарифма фактора 
удерживания от состава элюента для веществ с различной полярностью 
(бензойная и ацетилсалициловая кислоты и парацетамол) (рис. 6). Установ-
лено, что данные аналиты лучше всего удерживаются на колонке ВП30. Па-
рацетамол меньше всего удерживается на колонке ВИ25, а кислоты на ко-
лонке ВПр30. 

 
Рис. 6. Зависимости логарифма фактора удерживания от состава ПФ для ацетилсалицило-

вой кислоты (а), бензойной кислоты (б), парацетамола (в). (□) – ВИ25,  
(○) – ВПр30_ДВБ50_П, (Δ) – ВП30, (☆) – ВТр40. 
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Данные зависимости являются удобным инструментом для определения 
состава ПФ, при котором можно удовлетворительно разделить вещества. На 
примере компонентов лекарственного препарата «Аскофен-П»: ацетилсали-
циловая кислота, парацетамол, кофеин и салициловая кислота, было уста-
новлено, что данную смесь можно разделить в гидрофильном режиме при 
составе ПФ ацетонитрил/0.3 об. % водный раствор фосфорной кислоты в 
соотношении 98/2 об. % (рис. 7). 

 
Рис. 7. Зависимости времени удерживания от состава подвижной фазы для колонки ВТр40: 
кофеин (1), парацетамол (2), ацетилсалициловая кислота (3), салициловая кислота (4). По-

движная фаза: ацетонитрил/ 0.3 об. % H3PO4. Скорость потока 200 мкл/мин. 
 

Модель линейных отношений энергий сольватации (ЛОЭС) в настоящее 
время является одним из наиболее информативных методов оценки селек-
тивности хроматографических колонок с точки зрения типов межмолеку-
лярных взаимодействий. Согласно данной модели, хроматографическое 
удерживание описывается линейной зависимостью между параметром 
удерживания SP (время удерживания или фактор удерживания) и парамет-
рами, характеризующими тестовое вещество (дескрипторы) по уравнению:  

= + + + + + +SP c eE sS aA bB vV  
Параметры E, S, A, B, V, называемые дескрипторами (литературные дан-

ные), являются коэффициентами, учитывающими вклад в межмолекуляр-
ные взаимодействия со стороны аналитов, а коэффициенты e, s, a, b, v – па-
раметры, которые описывают вклад в межмолекулярные взаимодействия со 
стороны неподвижной фазы. Хроматографирование 35 тестовых веществ с 
различными химическими свойствами проводили при составе элюента аце-
тонитрил/вода = 60/40 об. %. С помощью множественной линейной регрес-
сии рассчитывали параметры e, s, a, b, v, значения которых представлены в 
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виде гистограмм на рис. 8.  
 

 
Рис. 8. Гистограммы параметров модели ЛОЭС для приготовленных колонок. Элюент: ацето-

нитрил/вода (60/40). 
 

Видно, что основной вклад в удерживание вносят коэффициенты v и e. 
Это говорит о том, что удерживание аналитов на данных неподвижных фа-
зах определятся в основном гидрофобными взаимодействиями и способно-
стью к π-π и n-π взаимодействиям этих неподвижных фаз. Это может быть 
связано с тем, что основными компонентами для всех сорбентов являются 
стирол и дивинилбензол, составляющие основу полимерного материала, и, 
скорее всего, именно эти фрагменты монолита определяют его способность 
к n-π взаимодействиям. Отрицательные значения коэффициентов s показы-
вают, что данные неподвижные фазы слабо удерживают вещества по ди-
поль-дипольному механизму. Коэффициент b, отвечающий за кислотность 
неподвижной фазы, имеет отрицательные и большие по модулю значения 
для всех колонок. Это говорит о том, что аналиты, обладающие протонно-
акцепторной способностью, хуже удерживаются на данных неподвижных 
фазах, чем вещества, не проявляющие основных свойств. Коэффициент a 
характеризует монолиты как акцепторы протонов. Для колонок ДВБ-Ст, 
ВТр40 и ВПр30 значения данного коэффициента отрицательные, что гово-
рит о слабых акцепторных свойствах данных монолитов. Положительные 
значения для колонок ВИ25 и ВП30 указывают на то, что вещества с кис-
лотными свойствами будут удерживаться на этих колонках лучше, чем на 
колонках ДВБ-Ст, ВТр40, ВПр30.  
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3.4. Модифицирование монолитных колонок. 

Одним из путей изменения селективности колонок для ВЭЖХ является 
постмодификация поверхности хроматографического сорбента. Для орга-
нических монолитов, состоящих из полимера на основе дивинилбензола и 
стирола, такая модификация возможна в случае введения в монолит реак-
ционных функциональных групп на стадии синтеза полимера. В данной ра-
боте в качестве источника функциональных групп был выбран 4-винилбен-
зилхлорид, содержащий хлорметильную группу. Содержание 4-винилбен-
зилхлорила в исходной полимеризационной смеси составляло 40 об. % 
(ДВБ = 50 об. %, Ст =10 об. %), поэтому далее данную колонку будем назы-
вать исходной ВБХ40.  
Исходные колонки ВБХ40 были обработаны растворами производных 

имидазола и пиридина: 1-метилимидазолом (1МИ), 2-метилимидазолом 
(2МИ), 2-метилпиридином (2МП) и 4-метилпиридином (4МП). Реакцию 
проводили в запаянной трубке в течение 15 ч в воздушном термостате при 
температуре 80 °С. 

Установлено, что приготовленные колонки способны работать в ре-
жиме смешанного механизма удерживания. Для того чтобы сравнить при-
готовленные колонки по селективности, хроматографировали тестовую 
смесь, состоящую из урацила, кофеина, толуола и фенола в режиме обра-
щенно-фазовой или гидрофильной хроматографии. Наиболее показатель-
ные отличия колонок наблюдаются в гидрофильном режиме при 93 об. % 
ацетонитрила в смеси с водой (рис. 9). 

 

 
Рис. 9. Хроматограммы тестовой смеси на модифицированных колонках. 

Состав смеси: 1 – кофеин, 2 – толуол, 3 – фенол, 4 – урацил. Элюент: ацетонитрил/вода =  
93/7 об. %. Скорость потока ПФ 100 мкл/мин. Длина колонок 60 мм, диаметр 2 мм. 

 
Исследование эффективности и загрузочной емкости модифицирован-

ных колонок показало, что на данные параметры природа модифицирую-
щего реагента существенного влияния не оказывает. 
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3.5. Примеры разделения на приготовленных колонках. 

Предыдущие разделы настоящей работы были посвящены приготовле-
нию и исследованию свойств монолитных колонок для ВЭЖХ. Полученные 
результаты показали, что данные колонки имеют хороший потенциал для 
решения задач разделения веществ различных химических классов методом 
ВЭЖХ. В зависимости от объекта исследования колонки устанавливали в 
хроматограф Милихром А-02 со спектрофотометрическим детектором (для 
детектирования соединений, поглощающих в УФ-диапазоне) или в хрома-
тограф DIONEX UltiMate 3000 (Thermo scientific, США) с детектором заря-
женных аэрозолей Corona ultra RS (для детектирования нелетучих соедине-
ний, не поглощающих в УФ-диапазоне). 

Прежде всего приготовленные колонки необходимо было сравнить с 
единственной существующей коммерческой колонкой ProSwift RP-3U 
50×4.6мм с сорбентом ДВБ/Ст. Сравнение проводили на примерах разделе-
ний белковых макромолекул (см. рис. 10а, б) и тестовой смеси малых моле-
кул (рис 10в, г). Хроматографирование белков проводилось в градиентном 
режиме. Подвижная фаза имела следующий состав: элюент А: ацетонитрил 
(5 об. %)/0.1 об. % раствор трифторуксусной кислоты в воде (95 об. %); 
элюент Б: ацетонитрил (80 об. %)/0.1 об. % раствор трифторуксусной кис-
лоты в воде (20 об. %). Из представленных на рис. 10а, б хроматограмм 
видно, что на колонке ВИ25 при удовлетворительном разделении время 
хроматографирования составляет менее 4 мин при скорости потока 300 
мкл/мин. В то время, как на коммерческой колонке время разделения со-
ставляет около 7 минут при объемной скорости потока ПФ 1 мл/мин. Таким 
образом, монолитная колонка ВИ25 позволяет разделять данные белки в два 
раза быстрее. При этом расход подвижной фазы на один анализ примерно в 
6 раз меньше, чем на колонке RP-3U. Преимуществом колонки ВИ25 явля-
ется то, что она, помимо белковых макромолекул, позволяет проводить раз-
деление молекул малого размера (см. рис. 10в). При этом на колонке RP-3U 
не удается удовлетворительно разделить тестовую смесь малых молекул 
(см. рис.10г). 

Пример разделения натурального коровьего молока представлен на 
рис. 11а. Подготовленную пробу анализировали на колонке ВПр30 в гради-
ентном режиме. В качестве элюента А использовали смесь ацетонитрила и 
0.1 об. % раствора трифторуксусной кислоты в соотношении 5/95 об. % со-
ответственно, элюента Б – смесь тех же компонентов в соотношении 95/5 
об. % соответственно. 

К полярным гидрофильным веществам относятся молекулы природ-
ных моно- и дисахаридов. На рисунке 11б представлен пример разделения 
смеси углеводов. Хроматографирование проводили на колонке ВТр40 дли-
ной 105 мм. В качестве ПФ использовали смесь ацетона и воды в соотноше-
нии 96/4 об. % (гидрофильный режим). Скорость потока ПФ составляла 300 
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мкл/мин. Было установлено, что данная колонка способна разделять ано-
меры глюкозы, фруктозы и мальтозы.  

 

 
Рис. 10. Пример разделения белковых молекул: 1 – лактальбумин, 2 – лизоцим, 3 – оваль-

бумин, 4 – бычий сывороточный альбумин. Элюент A – ацетонитрил/0.1 об. % раствор трифто-
руксусной кислоты в воде (5/95 об. %); элюент Б – ацетонитрил/0.1 об. % раствор трифторук-
сусной кислоты в воде (95/5 об. %). (а) – на колонке ВИ25 длиной 90 мм. Детектор – УФ-
спектрометр, длина волны – 280 нм. Градиентное элюирование: 0 – 1.5 мин (16 об. % Б), 1.5 – 
2.5 мин (80 об. % Б), 2.5 – 5.0 мин (80 об. % Б). Скорость потока 300 мкл/мин. (б) – на моно-
литной коммерческой колонке RP-3U 50×4.6мм с сорбентом ДВБ/Ст. Детектор заряженных 
аэрозолей. Градиентное элюирование: 15 – 80 % Б за 12 мин. Скорость потока 1 мл/мин.  

Пример разделения тестовой смеси малых молекул: 1 – KBr, 2 – фенол, 3 – бензол, 4 – 
толуол. Элюент – ацетонитрил/вода (70/30 об. %). Детектор – УФ-спектрометр, длина волны 
254 нм. (в) – на колонке ВИ25 длиной 90 мм.  Скорость потока 100 мкл/мин. (г) – на колонке 
RP-3U. Скорость потока 1 мл/мин.  



20 
 

 
Рис. 11. (а) – пример разделения натурального молока на колонке ВПр30_ДВБ30 длиной 77 
мм. Элюент А – ацетонитрил/0.1 об. % раствор трифторуксусной кислоты в воде (5/95 об. %), 
элюент Б –  ацетонитрил/0.1 об. % раствор трифторуксусной кислоты в воде (95/5 об. %). Гра-
диент: 0 – 3 мин (15 об. % Б), 3 – 15 мин (70 об. % Б), 17 – 20 мин (70 об. % Б). Скорость по-
тока 100 мкл/мин. Детектор – УФ-спектрометр, длина волны 280 нм. 1 – не идентифициро-
ванный компонент(-ы), 2 – бычий сывороточный альбумин, 3 – α-лактальбумин, 4 – β-лакто-

глобулин В, 5 – β-лактоглобулин А. 
(б) – пример разделения смеси углеводов на колонке ВТр40 длиной 105 мм. Подвижная фаза: 
ацетон/вода (96/4 об. %). Скорость потока 300 мкл/мин. Детектор заряженных аэрозолей. 1, 2 

– аномеры фруктозы, 3 – β-D-глюкоза, 4 – α-D-глюкоза, 5 – сахароза, 6, 7 – аномеры маль-
тозы. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Проведенные исследования показали, что органические монолитные 
материалы на основе сополимеров стирола, дивинилбензола и гетероцикли-
ческих азотсодержащих сомономеров являются достойной альтернативой 
единственной существующей коммерческой монолитной колонке Thermo 
RP-3U. Так, приготовленные колонки способны разделять как малые моле-
кулы различной полярности, так и макромолекулы, в том числе, белки. Ва-
рьирование природы и количества функционального гетероциклического 
мономера позволило получить широкий набор колонок с различной селек-
тивностью. Исследования, посвященные определению загрузочной емкости 
и гидродинамической проницаемости, показали, что приготовленные моно-
литные колонки обладают преимуществами по сравнению к коммерче-
скими насадочными колонками аналогичных геометрических параметров. 
В данной работе продемонстрирован способ получения колонок с различ-
ной селективностью путем проведения модифицирования in situ производ-
ными имидазола и пиридина монолитных колонок на основе 4-винилбен-
зилхлорида. Важной особенностью всех приготовленных колонок с функ-
циональными группами выступает их способность проявлять разный меха-
низм удерживания в зависимости от состава подвижной фазы (обращенно-
фазовый или гидрофильный). Благодаря этому расширяются границы их ис-
пользования в разделении смесей различных составов. 
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ОСНОВНЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ И ВЫВОДЫ 

1. Впервые приготовлены монолитные колонки на основе сополимеров 
стирола, дивинилбензола и одного из функциональных мономеров:  
1-винилимидазол, 4-винилпиридин, 1-винил-2-пирролидон, 1-винил-
1,2,4-триазол, 4-винилбензилхлорид. Всего было получено 28 типов мо-
нолитных колонок по единой методике синтеза. 

2. Установлено, что в зависимости от состава подвижной фазы (вода/аце-
тонитрил) удерживание на приготовленных колонках происходит по об-
ращенно-фазовому (менее 80 об. % ацетонитрила) или гидрофильному 
(более 80 об. % ацетонитрила) механизму. Определено, что эффектив-
ность приготовленных колонок варьируется в диапазоне ВЭТТ от 40 до 
60 мкм. Установлено, что коэффициент гидродинамической проницае-
мости для приготовленных монолитных колонок на порядок выше, чем 
для коммерческих насадочных колонок с размером гранул 5 мкм. Уста-
новлено, что загрузочная емкость при соотношении ацетонитрил/вода = 
60/40 составляет 100 мкг для всех колонок, а при соотношении ацетони-
трил/вода = 20/80 – 30 мкг. 

3. Определено, что удельная площадь поверхности для монолитных коло-
нок на основе 1-винилимидазола и 4-винилпиридина составляет 2–6 м2/г, 
для колонки с 1-винил-1,2,4-триазолом – 200 м2/г. Установлено, что по-
рообразователи полипропиленгликоль с молекулярной массой 2025 
г/моль и триблоксополимер Pluronic 10R5 с молекулярной массой 2000 
г/моль позволяют получать колонки с максимальной эффективностью. 
Исследование влияния количества дивинилбензола в монолите с 1-ви-
нил-2-пирролидоном показало, что при доле дивинилбензола 30 и 40 об. 
% величина удельной площади поверхности составляет около 3 м2/г. При 
доле дивинилбензола 50, 60 и 70 об. % удельная площадь поверхности 
составляет 400, 460 и 520 м2/г соответственно (Pluronic 10R5 в качестве 
порообразователя) и 110, 400, 500 м2/г соответственно (полипропи-
ленгликоль с М = 2025 г/моль в качестве порообразователя). 

4. Путем in situ модифицирования исходной колонки на основе 4-ви-
нилбензилхлорида 1-метилимидазолом, 2-метилимидазолом, 2-метил-
пиридином, 4-метилпиридином получены монолитные колонки с селек-
тивностью разделения, отличной как от исходной колонки, так и друг от 
друга. 

5. Установлено, что на in situ модифицированных колонках реализуется 
смешанный механизм удерживания (обращенно-фазовый/гидрофиль-
ный). Загрузочная емкость модифицированных колонок составляет 11–
17 мкг. Эффективность варьируется в диапазоне ВЭТТ от 43 до 57 мкм 
в обращенно-фазовом режиме и от 27 до 52 мкм в гидрофильном  
режиме. 
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