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Новые гидрофильные ионные полимерные наночастицы на основе N-алкилированного сверх-
сшитого поли-4-винилпиридина (наногубки – НГ)  имеют пористую структуру, несут рН-независимый 
положительный заряд и содержат ароматические звенья, что позволяет предполагать возможность 
формирования покрытий стенок кварцевого капилляра на их основе для разделения анионных 
и катионных аналитов. В рамках исследования впервые предложены подходы к формированию 
покрытий на основе наногубок с молекулярной массой 400 и 10  кДа. Показано, что для обеспечения 
стабильности таких покрытий необходимо введение НГ в состав фонового электролита (ФЭ). Определен 
рабочий диапазон рН ФЭ (4-9) для последующих электрофоретических экспериментов. Результаты 
сопоставлены с полученными нами ранее экспериментальными данными по формированию покрытий 
на основе наноразмерных частиц (НЧ) сшитого полистирола, функционализированных четвертичными 
аммонийными группами. Для выявления перспектив покрытия на основе НГ с молекулярной массой 
400 кДа рассмотрен широкий спектр аналитов: карбоновые кислоты, аминокислоты, антибиотики 
фторхинолонового ряда, биогенные амины, белки. Разделение карбоновых кислот на таких 
капиллярах характеризуется иной селективностью по сравнению с капиллярами, покрытыми НЧ, 
функционализированными четвертичными аммонийными группами. При разделении аминокислот НГ 
влияют на селективность разделения за счет взаимодействия с аналитами, а в случае антибиотиков 
НГ выступают только в роли агента, обращающего электроосмотический поток (ЭОП). Установлено, 
что модификация стенок капилляра НГ с молекулярной массой 400 кДа позволяет предотвращать 
сорбцию основных аналитов (биогенные амины, белок лизоцим) в процессе их электрофоретического 
разделения.
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Novel hydrophilic ionic polymer nanoparticles based on the N-alkylated hypercrosslinked poly-
4-vinylpyridine (nanosponges ‒ NS) have porous structure, pH-independent positive charge and contain the 
aromatic rings. These nanosponges have not yet been studied in the capillary electrophoresis mode, but their 
characteristics suggest the possibility of creating the fused silica capillary walls coating for the separation 
of anionic and cationic analytes. In the current research, the authors, for the first time, have proposed the 
approaches to the formation of coatings based on the nanosponges with a molecular weight of 400 and 10 
kDa. It was established that the stability of such coatings could be achieved by the introduction of NS into 
the background electrolyte. The pH range of background electrolytes for the subsequent electrophoretic 
experiments was determined to be from 4 to 9. The NS-based coatings were compared with the previously 
investigated coatings based on the crosslinked polystyrene nanoparticles (NPs), functionalized with the 
quaternary ammonium groups. Capillaries modified with NS (400 kDa) were tested for the electrophoretic 
separations of wide range of analytes: carboxylic acids, aminoacids, fluoroquinoline antibiotics, biogenic 
amines, and proteins. The separation selectivity of carboxylic acids on the NS-modified capillaries was 
different from the separation selectivity on the capillaries modified with NPs, functionalized with quaternary 
ammonium groups. NS affect the separation selectivity of aminoacids by interacting with these analytes, 
while for fluoroquinoline antibiotics NS act as an agent generating the reversed electroosmotic flow (EOF). 
The modification of fused silica capillary walls by NS with molecular mass of 400 kDa prevented the sorption 
of biogeniс amines and lysozyme protein during their electrophoretic separation.

Keywords: capillary electrophoresis, nanoparticles, coatings of fused silica capillary walls

ВВЕДЕНИЕ
Капиллярный электрофорез (КЭ) – экспрессный, 

эффективный, простой в исполнении метод, не 
требующий дорогостоящего оборудования [1]. Главные 
трудности, связанные с его применением – высокие 
пределы обнаружения и сорбция основных аналитов 
на стенках кварцевого капилляра, приводящая к 
невоспроизводимости результатов разделения. Одно 
из решений такой проблемы – модификация стенок 
капилляра, позволяющая предотвратить сорбцию 
основных аналитов. Модификаторы могут выполнять 
функции и стационарных фаз с реализацией режима 
капиллярной электрохроматографии (КЭХ) [2]. 

Предложены различные модификаторы для 
решения проблем сорбции белков и/или биогенных 
аминов в КЭ [3-8], различающиеся молекулярной 
массой, природой функциональных групп, зарядом: 
поверхностно-активные вещества (катионные ПАВ, 
ионные жидкости [3]), водорастворимые полимеры 
[4, 5]. В [6] исследованы аналитические возможности 
поли(диаллилдиметиламмоний) хлорида, формирую-
щего положительно заряженное покрытие на стенках 
кварцевого капилляра и обеспечивающего разделение 
белков в катионной форме. В работах [7, 8] в качестве 
динамического и ковалентного покрытий для разделе-
ния белков и катехоламинов изучены наноразмерные 
сверхразветвленные полимеры на основе полиэтиленимина 
с мальтозной оболочкой. За счет протонирования в 
кислой среде аминогрупп полиэтилениминового ядра 
такие модификаторы создают положительный заряд на 
стенках капилляра, существенно снижая сорбцию белков, 
а сочетание с внутрикапиллярным концентрированием 
обеспечило низкие пределы обнаружения, необходи-
мые для определения катехоламинов и альбумина в 
биологических жидкостях.

В последнее время наиболее перспективными 
материалами стали наноразмерные модификаторы 
[9] из-за высокой удельной поверхности и адгезии 
к стенкам капилляра, что гарантирует образование 
стабильных покрытий. Наноразмерные частицы (НЧ) 

уже нашли применение в качестве стационарных фаз в 
газовой [10] и жидкостной [11] хроматографии. Однако 
особый интерес вызывает применение их именно в 
капиллярном электрофорезе,  поскольку использование 
НЧ для модификации стенок кварцевого капилляра 
и фонового электролита (ФЭ) может одновременно 
решать проблему недостаточной селективности 
метода КЭ по отношению к аналитам с близкими 
электрофоретическим подвижностями [12] и влиять 
на величину и направление электросмотического 
потока (ЭОП) [9, 13]. Взаимодействие НЧ, содержащих 
положительно заряженные ионообменные группы, 
с внутренней поверхностью капилляра зачастую 
приводит к обращению ЭОП [14], что в совокупности с 
реализуемым механизмом ионного обмена позволяет 
влиять на экспрессность и селективность разделе-
ния отрицательно заряженных аналитов. Имеются 
примеры применения функционализированных 
аммонийными группами полимерных НЧ для опре-
деления и внутрикапиллярного концентрирования 
неорганических анионов [14, 15], а также анионов 
карбоновых кислот [16]. Модификация стенок 
кварцевого капилляра НЧ для предотвращения 
сорбции белков впервые реализована в [17], где в 
качестве покрытия использованы полистирольные 
НЧ, функционализированные аминогруппами. За счет 
высокой удельной поверхности НЧ могут не только 
экранировать силанольные группы стенок капилляра, 
но и выступать в качестве стационарной фазы [18].  
Позднее для разделения белков и катехоламинов 
предлагались НЧ диоксида титана [19] и оксидов 
металлов, функционализированных карбоксильными 
группами [20], латексные НЧ, функционализирован-
ные диольными группами [21] и др. Авторы данной 
публикации имеют опыт работы с наночастицами 
с гидрофобной полимерной матрицей на основе 
сополимера стирола и дивинилбензола, функцио-
нализированными четвертичными аммонийными 
группами (наноанионит, НИА) или же сульфогруппами 
(нанокатионит, НИК) [16]. Предложены подходы к 
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формированию и поддержанию стабильности покрытий 
на основе данных НЧ. Модифицированные НИА 
капилляры успешно использованы для разделения 
неорганических анионов и анионов карбоновых 
кислот в режиме КЭХ с высокой эффективностью, а 
капилляры, покрытые НИК позволили предотвратить 
сорбцию катехоламинов при их электрофоретическом 
разделении.  

В [22] описан синтез полимерных наночастиц 
на основе N-алкилированного 4-винилпиридина – 
поливинилпиридиниевые наногубки. Они спонтанно 
образуются при смешении растворов 4-винилпиридина 
и п-ксилилендибромида в полярном растворителе 
в результате алкилирования атомов азотов двух 
пиридиновых колец и самопроизвольной полимеризации 
винильных групп. Концентрация исходного раствора 
сомономеров определяет размеры образующихся 
наночастиц, а их очистка осуществляется перео-
саждением. Наногубки аналогично наноионитам, 
обладают положительно заряженными ионообменными 
центрами (рис. 1). При этом они более гидрофильны 
и характеризуются наличием внутримолекулярных 
полостей, потенциально доступных для проникновения 
низкомолекулярных соединений. Иная по сравнению 
с наноанионитом природа ионообменных центров, 
а также возможность взаимодействия аналитов с 
полимерной матрицей позволяют предполагать иную 
селективность разделения.  Описаны примеры стаци-
онарных фаз, содержащих пиридиновые фрагменты, 
в гидрофильной, ионной [23] и сверхкритической 
флюидной хроматографии [24], а также в условиях 
КЭХ, где гидрофильная монолитная фаза на основе 
N-алкилированного поли-4-винилипиридина с высо-
кой плотностью положительного заряда оказалась 
эффективна даже при малой длине капилляра при 
разделении смесей нейтральных органических 
соединений и слабо диссоциирующих кислот [25]. 
В [26] обсуждаются ВЭЖХ колонки с монолитными 

сорбентами на основе пористого полимера дивинил-
бензол–стирол с добавкой 4-винилпиридина. Тем не 
менее, в КЭ возможности наногубок для разделения 
аналитов различной природы ранее не изучались.

Данная работа посвящена рассмотрению 
перспектив использования модифицированных 
наногубками кварцевых капилляров для электро-
форетического разделения модельных смесей 
карбоновых кислот, аминокислот, антибиотиков 
фторхинолонового ряда, биогенных аминов, белков.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
1.1 Реагенты

Концентрированная соляная кислота («Вектон»); 
уксусная кислота («х.ч.», «Реахим»); борная кислота 
(«х.ч.», «Реахим»); гидроксид натрия («ч.д.а.», «Хим-
реактив»); диэтаноламин (ДЭА) («х.ч.», «Biochem», 
США), диметилформамид, ДМФА (СК «Гранд»), 
бензойная кислота («ч.д.а.», «Sigma», США), ацетат 
аммония, ацетат натрия («Вектон»), натриевая соль 
этилендиаминтетрауксусной кислоты («Вектон»). 
Органические кислоты: молочная, щавелевая, 
янтарная, лимонная, яблочная и винная («х.ч.», 
«Реахим»). Аминокислоты: D,L-триптофан, L-тиро-
зин, L-3,4-дигидроксифенилаланин, D,L-тирозин, 
L-фенилаланин; антибиотики: моксифлоксацин, 
спарфлоксацин, левофлоксацин; катехоламины: 
допамин (DA), эпинефрин (E), норметанефрин (NM), 
норэпинефрин (NE); белок лизоцим из куриного 
яичного белка (Lis, pI = 11.0, Mw = 14300 г/моль) фирмы 
«Sigma» (США, Германия). В качестве модификаторов 
электрофоретических систем изучались сверхсшитые 
полимерные пористые наночастицы на основе 
N-алкилированного поливинилпиридина (наногубки, 
НГ; рис. 1), синтезированные в [22]. Основные харак-
теристики наногубок представлены в табл. 1. Для 
изучения размеров наночастиц использован метод 
динамического рассеяния света (ДРС). Эксперименты 
по ДРС проводили на приборе PhotoCor Complex, 
оснащенном HeNe лазером (длина волны 633 нм, 
мощность 10 мВт).

Рис. 1. Структура поли-4-винилпиридиниевых наногубок 
[22].

Fig. 1. Structure of poly-4-vinylpyridinium nanosponges [22].

Таблица 1
Основные характеристики изучаемых поли-4-винил-
пиридиниевых наногубок по данным динамического 
светорассеяния

Table 1
Main characteristics of poly-4-vinylpyridinium nanosponges 
under the investigation according to the dynamic light 
scattering

Параметр НГ400 НГ10

Размеры частиц
(гидродинамический 

радиус)
8.2 – 8.6 нм

Более 99 %  ‒ 
3-3.6 нм и

менее 1 %  ‒ 
53-61  нм

Молекулярная масса 400 кДа 10-12 кДа
Концентрация, по 

твердой фазе, мг/мл
24 6
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1.2 Оборудование

Электрофоретические эксперименты проводили 
на системе КЭ «Капель-105М» со спектрофотометриче-
ским детектором (НПО «Люмэкс», г. Санкт-Петербург). 
Источник света – дейтериевая лампа. Диспергиру-
ющий элемент – дифракционный монохроматор 
со спектральным диапазоном работы 190-380 нм. 
Прибор снабжен кварцевым капилляром с внешним 
полиимидным покрытием (внутренний диаметр  
50 мкм, общая длина 60 см, эффективная длина 50 
см). Охлаждение капилляра – жидкостное с заданием 
и контролем температуры теплоносителя (диапазон 
от +10 оС до +50 оС). Способ ввода пробы: гидроди-
намический или электрокинетический. Обработку 
результатов проводили с помощью программного 
обеспечения «Эльфоран» («Люмэкс»).

1.3 Формирование покрытий стенок 
капилляра наногубками

Перед началом электрофоретических экспе-
риментов кварцевый капилляр промывали дистил-
лированной водой (5 минут), 0.1 М раствором HCl (10 
минут), затем опять водой (5 минут); 1 М раствором  
NaOH (60 минут) и деионизованной водой (10 минут).  
Варьировали время травления стенок кварцевого 
капилляра раствором NaOH (60 или 120 минут); способ 
формирования покрытия (статический или динамический); 
концентрацию раствора НГ400  (0.24 мкг/мл, 0.24 мг/мл 
и 2.4 мг/мл) и НГ10 (4 или 1 мг/мл) при динамической 
промывке  и время промывки (5, 10, 20 или 40 минут). 
Избыток наночастиц из капилляра удаляли деиони-
зованной водой (10 минут). Создаваемое покрытие 
контролировали по величине и направлению ЭОП 
(маркер – 2 %-й раствор ДМФА), который измеряли в  
15 мМ ацетатно-аммонийном фоновом электролите  
(рН 7.7). Детектирование: прямое,  224 нм; ввод пробы 
гидродинамический, 2 с·30 мбар; прикладываемое 
напряжение: – 20 кВ для модифицированного капилляра, 
перед модификацией ЭОП измерялся при напряжении 
+20 кВ; термостатирование капилляра при 20 оС. Для 
изучения зависимости величины ЭОП от рН фонового 
электролита (ФЭ) последовательно измеряли величину 
ЭОП в ацетатно-аммонийных ФЭ (рН 8.7; 8.5; 7.7; 6.9; 
6.1; 4.9; 3.8 и 3). Все ФЭ при работе с капилляром, 
модифицированным НГ400, содержали наночастицы  
в концентрации 12 мкг/мл, в случае НГ10 – 32 мкг/мл. 

1.4 Электрофоретическое разделение 
карбоновых кислот на капиллярах, 
модифицированных НГ400

Для разделения карбоновых кислот использованы 
ФЭ состава 10 мМ бензойной кислоты (БК), 9 мМ 
диэтаноламина (ДЭА), этилендиаминтетраацетат 
(ЭДТА) (от 0.1 до 2 мМ) и НГ400 (1.2 мкг/мл). Кон-
центрация модельной смеси карбоновых кислот 
50 мкг/мл; ввод пробы гидродинамический, 2 с· 
30 мбар; напряжение -20 кВ; детектирование косвенное, 
224 нм; термостатирование капилляра при 20 оС.

1.5 Электрофоретическое разделение 
аминокислот и антибиотиков 
фторхинолонового ряда  на капиллярах, 
модифицированных НГ400 

Для поиска условий разделения аминокислот 
(триптофана, фенилаланина, 3,4-дигидроксифенила-
ланина и тирозина) и антибиотиков фторхинолонового 
ряда (спарфлоксацин, моксифлоксацин, левофлок-
сацин) варьировали природу (ацетатно-аммонийный 
и боратный буферные растворы)  и концентрацию 
ФЭ (30 – 120 мМ). Все ФЭ содержали 12 мкг/мл 
НГ400. Концентрация модельной смеси аминокислот 
50 мкг/мл; антибиотиков – 25 мкг/мл; ввод пробы 
гидродинамический, 2 с·30 мбар; напряжение - 
20 кВ; детектирование прямое, 224 нм (аминокислоты), 
280 нм (антибиотики); термостатирование капилляра 
при 20оС.

1.6 Электрофоретическое разделение 
катехоламинов и белков на капиллярах, 
модифицированных НГ400 

При электрофоретическом разделении катехо-
ламинов (метанефрин, норметанефрин, эпинефрин, 
норэпинефрин, дофамин) на модифицированных НГ400 
капиллярах варьировали рН (4-6) и концентрацию (15 и 
50 мМ) ацетатно-аммонийного ФЭ. Все ФЭ содержали 
12 мкг/мл НГ400. Концентрация модельной смеси 
катехоламинов 25 мкг/мл, ввод пробы 2 с·30 мбар, 
напряжение -20 кВ, длина волны детектирования 
224 нм. При поиске условий определения лизоцима 
варьировали природу (ацетатно-аммонийный или 
боратный буферные растворы), рН (5-8) и концен-
трацию ФЭ. Концентрация белка в модельной смеси  
1 мг/мл, ввод пробы гидродинамический, 2 с· 
30 мбар; напряжение -20 кВ; детектирование прямое, 
214 нм; термостатирование капилляра при 20 оС.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Новые гидрофильные частицы на основе 

поли-4-винилпиридина  (наногубки – НГ) имеют 
пористую структуру, несут рН-независимый поло-
жительный заряд и содержат ароматические звенья. 
В табл. 1 представлены характеристики  изучаемых 
наногубок с молекулярной массой 400 кДа (НГ400) 
и 10 кДа (НГ10). Предполагалась способность таких 
полимеров модифицировать стенки кварцевого 
капилляра с генерацией обращенного ЭОП. Алкил-
пиридиниевые ионообменные центры в структурах 
таких полимеров могли бы обеспечить реализацию 
ионообменного механизма при разделении анионных 
аналитов на капиллярах, модифицированных НГ, 
и повышенную селективность разделения за счет 
пористой структуры НГ и наличия ароматических 
фрагментов.

Для оценки перспектив применения моди-
фицированных НГ капилляров в капиллярном 
электрофорезе выбраны карбоновые кислоты, 
аминокислоты, антибиотики фторхинолонового 
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ряда, биогенные амины, белки, различающиеся 
молекулярной массой, природой функциональных 
групп, наличием или отсутствием ароматических 
фрагментов в составе молекул, кислотно-основными 
свойствами. Такой широкий круг аналитов позволил 
бы найти область, где применение НГ наиболее 
эффективно. Однако поиску условий разделения 
модельных смесей аналитов на модифицированных 
капиллярах предшествовала предварительная 
оптимизация условий модификации капилляра НГ 
с молекулярными массами 400 и 10 кДа, а также 
оценка величины ЭОП и стабильности покрытий на 
их основе при различных значениях рН фонового 
электролита.

2.1 Формирование покрытий стенок 
кварцевого капилляра наногубками

Для подтверждения гипотезы о возможной 
модификации стенок кварцевого капилляра нано-
губками, капилляр промывали водным раствором 
НГ10 или НГ400, затем – деионизованной водой и 
далее – фоновым электролитом. О степени насыщения 
поверхности капилляра НГ судили по величине и 
направлению ЭОП. Варьировали концентрацию 
модифицирующего раствора (0.24 мкг/мл, 0.24 мг/
мл и 2.4 мг/мл) НГ400 и время промывки. Показано, 
что наиболее эффективна промывка капилляра 
раствором модификатора с высокой концентрацией 
(максимальный обращенный ЭОП всего за 10 мин 
промывки). 

На рис. 2 представлены графические зависимости 
величины ЭОП от времени промывки капилляра 
раствором модификатора (НГ10) в различных кон-
центрациях и условиях (щелочная или нейтральная 
среда). Показано, что при одном и том же времени 
более высокая концентрация модифицирующего 
раствора позволяет достичь большего по модулю 
значения ЭОП: µ(ЭОП) = -3.3· 10-8 м2/В·с для рас-
твора НГ10 с концентрацией 1 мг/мл и µ(ЭОП)=  
-4.6·10-8 м2/В·с - с концентрацией 4 мг/мл. Для достижения 
максимальной модификации в случае НГ10 требуется 
большая мольная концентрация модифицирующего 
раствора, что связано с меньшей молекулярной 
массой этих модификаторов и меньшим размером 
наночастиц. 

Найдены условия модифицирования капил-
ляров: для НГ400 – промывка (10 мин) раствором с 
концентрацией наногубок 2.4 мг/мл; создаваемая 
величина µ(ЭОП) = -4.8·10-8 м2/В·с; для НГ10 – про-
мывка (10 мин) раствором концентрацией 4 мг/мл,  
µ(ЭОП) = -4.6·10-8 м2/В·с.

Оценку стабильности сформированных покрытий 
осуществляли по воспроизводимости скорости ЭОП в 
15 мМ ацетатно-аммонийном фоновом электролите 
с рН 7.7 (табл. 2). Если в ФЭ отсутствовали частицы 
модификатора, наблюдалось постепенное снижение 
величины ЭОП, что указывало на удаление наночастиц 
с поверхности. При этом в случае НГ10 и НГ400 
требовались разные концентрации наночастиц в 

составе ФЭ: для последних ‒ более низкие (1.2 
мкг/мл), что обусловлено более прочной сорбцией 
высокомолекулярных НГ на стенках капилляра 
(табл. 2).

Величина ЭОП и ее воспроизводимость при 
разных значениях рН ФЭ позволяет делать заклю-
чения о состоянии поверхности модифицированного 
капилляра. Поскольку при отсутствии наночастиц 
в составе ФЭ воспроизводимость величины ЭОП 
недостаточна, что связано с их постепенной десор-

Рис. 2. Зависимость скорости ЭОП от времени моди-
фикации, концентрации и рН модифицирующего 
раствора. А – промывка раствором НГ10 1 мг/мл 
в деионизованной воде, В – 1 мг/мл в растворе 
0.12 мМ NaOH, рН 9, С – 4 мг/мл в деионизованной 
воде. Условия: маркер ЭОП – 2%-й раствор ДМФА; 
ацетатно-аммонийный ФЭ, 15 мМ, рН 7.7. 

Fig. 2. Dependence of EOF mobility on the modification 
time, concentration and pH of the modifying solution. 
A – rinsing with a solution of nanosponges (NS10) 
with the concentration of 1 mg/ml in deionized water, 
B – 1 mg/ml in 0.12 mM NaOH, pH 9, C – 4 mg/ml 
in deionized water. Conditions: electroosmotic flow 
(EOF) marker – 2 % dimethylformamide solution; 
background electrolyte based on the ammonium 
acetate, 15 mM, pH 7.7. 

Таблица 2
Зависимость воспроизводимости величины ЭОП от 
концентрации наногубок в составе фонового элек-
тролита (в 15 мМ ацетатно-аммонийном фоновом 
электролите с рН 7.7)

Table 2
Dependence of EOF reproducibility on the concentration of 
nanosponges in the background electrolyte (background 
electrolyte based on the ammonium acetate, 15 mM, pH 7.7)

Капилляр, модифициро-
ванный НГ400

Капилляр, модифициро-
ванный НГ10

Концентра-
ция НГ400 в 
ФЭ, мкг/мл

СКО  
(n = 10), %

Концентра-
ция НГ10 в 
ФЭ, мкг/мл

СКО  
(n = 10), %

12 0.6 32 0.4
1.2 0.8 16 2.6
0.12 5.4 4 5.2

0 6.2 0 11
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бцией, при электрофоретических анализах все ФЭ  
содержали НГ400 (12 мкг/мл) или НГ10 (32 мкг/мл). 
Процесс сорбции НЧ основан преимущественно на 
электростатических взаимодействиях. В кислой среде 
диссоциация силанольных групп подавлена, что и 
снижает стабильность сформированных покрытий 
на основе наногубок в этих условиях. Установлен 
рабочий диапазон рН фоновых электролитов: от 4 
до 9 единиц. Сопоставлены зависимости величины 
ЭОП от значения рН фонового электролита для 
капилляров, модифицированных НГ400, НГ10 и  
наночастицами анионита (рис. 3). Видно, что в случае 
НИА - сополимера стирола и дивинилбензола с 
четвертичными аммонийными группами - величина 
ЭОП снижается при увеличении рН ФЭ. Частицы НИА 
формируют на поверхности капилляра неплотный 
монослой: остаточные силанольные группы объясняют 
уменьшение скорости ЭОП при переходе от фонового 

электролита с рН = 3 к рН = 7. Для капилляров, 
модифицированных НГ400, подобного эффекта не 
наблюдалось, что является косвенным доказатель-
ством формирования плотного слоя наночастиц на 
поверхности капилляра. Для капилляра, покрытого 
НГ10, наблюдается небольшая тенденция к увеличению 
обращенного ЭОП при переходе к более низким рН 
ФЭ, что свидетельствует о некотором количестве 
остаточных силанольных групп. Поскольку покрытие 
на основе НГ400 оказалось несколько стабильнее, 
дальнейшие электрофоретические эксперименты 
проводились с его участием.

2.2 Разделение карбоновых кислот 
и аминокислот на капиллярах, 
модифицированных НГ400 

Покрытия на основе наногубок генерируют 
быстрый обращенный ЭОП, что открывает перспек-
тивы разделения анионных аналитов. Изучение 
свойств сформированных покрытий проводили с 
использованием модельной смеси карбоновых 
кислот, содержащих различное число карбокси- и 
гидрокси-групп (муравьиная, уксусная, янтарная, 
яблочная, винная, лимонная, щавелевая). Иная 
природа ионообменного центра по сравнению с НИА 
позволяла ожидать иную селективность разделения. 

Рис. 3. Зависимость скорости ЭОП от величины рН  
(P = 0.95, n = 5). А – капилляр, модифицированный 
НГ10, B – капилляр, модифицированный НГ400, C – 
капилляр, модифицированный наноанионитом (НИА). 
Условия для НГ- модифицированных капилляров: 
ацетатно-аммонийные фоновые электролиты,  
рН 8.7 (15 мМ), 8.5 (15 мМ), 7.7 (15 мМ), 6.9 (15 мМ), 
6.1 (15мМ), 4.9 (14 мМ) и 3.8 (14 мМ). Концентра-
ция НГ в составе ФЭ: НГ400 – 12 мкг/мл, НГ10 –  
32 мкг/мл. Детектирование: прямое, 220 нм. Ввод 
пробы гидродинамический, 2 с*30 мбар; -20 кВ. 
Условия для НИА – ацетатный буфер рН 2 (5 мМ), 
3 (10 мМ), 5 (20 мМ) и 7 (40 мМ). Детектирование: 
прямое, 224 нм. Ввод пробы гидродинамический 
(маркер – 2% раствор ДМФА), 5 с·30мбар; -20 кВ. 

Fig. 3. Dependence of EOF mobility on pH (P = 0.95, n = 
5). A – capillary modified with NS10, B – capillary 
modified with nanosponges400, C – capillary modi-
fied with nano-sized anion exchanger. Conditions 
for NS-modified capillaries: BGE based on the 
ammonium acetate, рН 8.7 (15 mM), 8.5 (15 mM),  
7.7 (15 mM), 6.9 (15 mM), 6.1 (15 mM), 4.9 (14 mM) 
and 3.8 (14 mM). The concentration of NS in BGE:  
12 µg/ml for NS400 and 32 µg/ml for NS10. Detection: 
direct, 220 nm. Hydrodynamic sample injection,  
2 s*30 mbar; -20 kV. Conditions for nano-sized anion 
exchanger – acetate buffer pH 2 (5 mM), 3 (10 mM), 
5 (20 mM) и 7 (40 mM). Detection: direct, 224 nm. 
Hydrodynamic sample injection (EOF marker ‒ 2 % 
dimethylformamide solution), 5 s*30 mbar; -20 kV.

Рис. 4. Электрофореграммы модельной смеси кар-
боновых кислот (концентрация 50 мкг/мл) на 
модифицированных НГ 400 (A, B) и наноанионитом 
(С) капиллярах. 1 – муравьиная, 2 – уксусная,  
3 – янтарная, 4 – щавелевая, 5 – винная, 6 – яблочная, 
7 – лимонная кислота. (А) ФЭ: 10 мМ БК, 9 мМ 
ДЭА, 1.2 мкг/мл НГ400; (В) ФЭ: 10 мМ БК, 9 мМ 
ДЭА, 2 мМ ЭДТА, 1.2 мкг/мл НГ400; (C) ФЭ: 10 
мМ БК, 9 мМ ДЭА.

Fig. 4. Electrokinetic chromatograms of the model 
mixture of carboxylic acids (concentration 50 µg/
ml) on the modified with NS400 (A, B) and nano-
sized anion exchanger (С) capillaries.  1 –- formic,  
2 – acetic, 3 – succinic, 4 – oxalic, 5 – tartaric, 6 – malic,  
7 – citric acid. (A) BGE: 10 mM benzoic acid (BA),  
9 mM diethanolamine (DEA), 1.2 µg/ml NS400; (B) BGE:  
10 mM BA, 9 mM DEA, 2 mM ethylenediaminetetraacetic 
acid natrium salt, 1.2 µg/ml NS400; (C) BGE: 10 mM 
BA, 9 mM DEA.
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Фоновый электролит на основе бензойной кислоты 
(10 мМ бензойной кислоты и 9 мМ диэтаноламина, рН 
5.2) выполнял также функцию поглощающей добавки, 
позволяя реализовать косвенное детектирование 
кислот, а диэтаноламин обеспечивал требуемый 
для ионизации аналитов рН [1].

Из модельной смеси карбоновых кислот на 
модифицированном НГ400 капилляре оказалось 
возможным определение муравьиной, уксусной и 
янтарной кислот (рис. 4, А). При таком составе ФЭ 
двухосновная янтарная кислота находится преиму-
щественно в форме однозарядного аниона (рКа2 = 
5.6), а винная, яблочная, щавелевая и лимонная 
диссоциированы полностью (рКа2 = 4.3; 5.2; 4.3; 4.8, 
соответственно). Очевидно, двухзарядные анионы 
слишком сильно удерживаются иммобилизованными 
на поверхности капилляра наногубками, тем более, 
что ионообменное взаимодействие происходит по 
всему объему этих высокопористых наночастиц. 
Это может приводить к сильному размыванию 
аналитических сигналов двухзарядных кислот при 
данном рН с невозможностью их детектирования.

Такой результат значительно отличается от 
разделения на модифицированном наноанионитом 

капилляре в аналогичных условиях (рис. 4, С), что 
может быть объяснено разной природой ионообменных 
центров наноразмерных НГ и НИА. Инвертирование 
порядка миграции уксусной и янтарной кислот на 
модифицированных НИА и НГ400 капиллярах объяс-
няется близостью значений рН ФЭ к изоэлектрической 
точке и вкладом двухзарядной формы кислоты 
во взаимодействии с ионообменными центрами 
модификатора. Введение в состав ФЭ этилендиа-
минтетрауксусной кислоты (ЭДТА) –конкурирующего 
по отношению к аналитам агента  (0.1-2 мМ) – могло 
бы повлиять на результат разделения. ЭДТА при 
рН фонового электролита (5.2) находится в виде 
двухзарядного аниона.  На рис. 4, В представлены 
электрофореграммы смеси 7 карбоновых кислот: 
яблочной, янтарной, винной, уксусной, муравьи-
ной, щавелевой, лимонной в присутствии 2 мМ 
ЭДТА в составе ФЭ. Начиная с концентрации ЭДТА  
0.1 мМ становится возможным детектирование 
всех карбоновых кислот, кроме лимонной. Порядок 
миграции аналитов на модифицированных НИА и 
НГ400 капиллярах разный. При концентрации ЭДТА 
2 мМ различие устраняется (рис. 4, В и С) за счет 

Рис. 5.  Электрофореграммы модельной смеси аминокислот (С = 50 мкг/мл) и антибиотиков (С = 25 мкг/мл) на 
немодифицированном (А, С, соответственно) и модифицированном НГ400 (B, D, соответственно) капил-
лярах. 1 – триптофан, 2 – тирозин, 3 – фенилаланин, 4 – 3,4-дигидроксифенилаланин, 5 – моксифлоксацин, 
6 – спарфлоксацин, 7 – левофлоксацин. (А, B) ФЭ: боратный буферный раствор, 60 мМ, рН 9 (A), в случае 
(B) с добавкой НГ400 12 мкг/мл. Прикладываемое напряжение (А): 20 кВ, (B): -20 кВ. (C, D) ФЭ: боратный 
буферный раствор 60 мМ рН 8.8 (C), в случае (D) с добавкой НГ400 12 мкг/мл. Прикладываемое напряжение 
(С): 20 кВ, (D): -20 кВ.

Fig. 5. Electrokinetic chromatograms of model mixtures of aminoacids (concentration 50 µg/ml) and antibiotics (con-
centration 25 µg/ml) on unmodified (A, C, respectively) and modified with NS400 (B, D, respectively) capillaries. 
1 – tryptophan, 2 – tyrosine, 3 – phenylalanine, 4 – 3,4-dihydroxyphenylalanine, 5 – moxifloxacin, 6 – sparfloxacin, 
7 – levofloxacin. (A, B) BGE: borate buffer solution, 60 mM, pH 9 (A), in the case of (B) with additive of NS400  
12 µg/ml. Applied voltage (A): 20 kV, (B): -20 kV.  (C, D) BGE: borate buffer solution, 60 mM, pH 8.8 (C), in the case 
of (D) with additive of NS400 12 µg/ml. Applied voltage (C): 20 kV, (D): -20 kV.
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подавления взаимодействий карбоксильных групп 
с ионообменными центрами наногубок.

Карбоновые кислоты помимо недиссоции-
рованной могут находиться только в анионной 
форме.  Представлялось интересным выявить 
электрофоретическое поведение на модифици-
рованном НГ капиллярах аналитов, содержащих в 
составе молекулы помимо карбоксильной группы 
еще и катионный центр, отталкивание которого от 
одноименно заряженных стенок капилляра могло бы 
привести к росту эффективности. В качестве таких 
аналитов выбраны поглощающие в УФ-области 
аминокислоты: триптофан (Trp), фенилаланин (Phe), 
3,4-дигидроксифенилаланин (DOPA) и тирозин (Tyr). 
В зависимости от рН ФЭ они могут находиться в 
анионной, катионной или цвиттерионной формах. 
При поиске условий разделения  варьировали 
концентрацию и рН боратного буферного раствора. 
Установлено, что разделение этих аналитов при рН 
ФЭ ниже 8.5 невозможно: аминокислота с наименьшей 
электрофоретической подвижностью – триптофан 
– элюируется совместно с ЭОП, что объясняется 
как собственной низкой электрофоретической 
подвижностью триптофана, так и возможным вза-
имодействием с наночастицами модификатора.  При 
увеличении рН с 8.8 до 9.2 происходит снижение 
эффективности с 600–1000 тыс.т.т./м до 30–680 
тыс.т.т./м), обусловленное возрастанием вклада 
анионной формы аналитов (рКа2 Trp – 9.4, Tyr – 9.1, 
Phe – 9.2, DOPA – 8.2). При значениях рН, ниже рКа2 
аминокислот, в ионе имеются анионный и катионный 
центры (протонированная аминогруппа): наличие 
последнего компенсирует сильное взаимодействие 
с НГ, способствуя повышению эффективности. 

Уширение пика 3,4-дигидроксифенилаланина 
(Рис. 5, B) обусловлено тем, что при данном значении 
рН (9) эта аминокислота находится в анионной 
форме. Для аминокислот, находящихся при таком 
значении рН в форме цвиттер-иона, ионообменные 
взаимодействия менее вероятны, и, следовательно, 
эффективность выше. В случае отсутствия спец-
ифических взаимодействий, аналит, для которого 
характерна наименьшая электрофоретическая 
подвижность на немодифицированном капилляре 
(Trp), на покрытом НГ400 капилляре будет мигрировать 

последним. Таким образом, должно наблюдаться 
инвертирование порядка миграции аналитов. Однако 
из электрофореграмм (рис. 5), видно, что при переходе 
к модифицированному НГ400 капилляру данная 
зависимость нарушается для Tyr и Phe. Вероятнее 
всего, это связано с различной возможностью этих 
аналитов вступать во взаимодействия с полимерной 
матрицей наногубок.

Таким образом, применение покрытий на 
основе наногубок при анализе более сложных по 
структуре аналитов, содержащих карбоксильные 
группы, для реализации ионообменного механизма 
на стенках капилляра ограничено: дополнительные 
взаимодействия аналитов с модификаторами при-
водят к уширению электрофоретической зоны без 
повышения селективности.

2.3 Разделение антибиотиков 
фторхинолонового ряда на 
модифицированных НГ400 капиллярах

Для изучения свойств покрытия на основе НГ400 
реализовано разделение антибиотиков фторхино-
лонового ряда которые, подобно аминокислотам, 
могут находиться в цвиттерионной форме, но при 
этом характеризуются более сложной структурой и 
большими размерами ионов (рис. 6) а, следовательно, 
и с меньшей вероятностью могут включаться в 
поры наногубок [27]. 

При рН 8 фонового электролита на модифи-
цированном НГ400 капилляре наименее подвижный 
аналит – моксифлоксацин – мигрирует совместно 
с ЭОП. При увеличении рН ФЭ до 8.8 собственной 
электрофоретической подвижности моксифлоксацина 
достаточно для возможности его детектирования. 
При этом значении рН эффективность для лево- и 
спарфлоксацина меньше, чем в случае моксифлок-
сацина практически на порядок (260-320 тыс.т.т./м 
против 2600 тыс.т.т./м) (рис. 5, D). Вероятнее всего, 
такие отличия объясняются различной аналитической 
формой разделяемых соединений при данном 
значении рН: меньшая эффективность характерна 
для антибиотиков, которые при рН 8.8 находятся 
в анионной форме, а наибольшая – соответствует 
аналиту в цвиттерионной форме (pKa2 моксифлокса-
цина – 9.3). По сравнению с немодифицированным 

Рис. 6. Структуры и константы диссоциации рассматриваемых аналитов – антибиотиков фторхинолонового 
ряда  [27].

Fig. 6. Structures and dissociation constants of the analytes – fluoroquinolone antibiotics [27].
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капилляром наблюдается инвертирование порядка 
миграции аналитов, что связано с обращением ЭОП. 
Селективность разделения при этом сохраняется. 
Таким образом, модификатор выполняет только 
функцию обращающего ЭОП агента.

2.4 Разделение катионных аналитов на 
капиллярах с НГ400 

На примере карбоновых кислот, аминокислот и 
антибиотиков фторхинолонового ряда рассмотрена 
возможность использования наногубок в качестве 
обращающих ЭОП агентов, способных влиять на 
эффективность и селективность разделения аналитов 
в условиях капиллярной электрохроматографии. 
Стенки капилляров, модифицированные НГ, заряжены 
положительно, что открывает перспективы повы-
шения эффективности при электрофоретическом 
разделении склонных к сорбции катионных аналитов 

− катехоламинов и белков.
При поиске условий разделения катехоламинов 

варьировали природу, рН и ионную силу фонового 
электролита. Установлено, что использование покрытых 
НГ400 капилляров позволяет предотвратить сорбцию 
катехоламинов (эпинефрин, норэпинефрин, дофамин, 
метанефрин, норметанефрин) с максимальной 
достигаемой эффективностью 300 тыс.т.т./м. Однако 
собственное поглощение полимерной матрицы 
наночастиц не обеспечивает снижения пределов 
обнаружения аналитов при использовании внутри-
капиллярного концентрирования до требуемых при 
анализе биологических жидкостей значений. Тем не 
менее, полученные для катехоламинов результаты 
разделения позволили перейти к высокомолекулярным 
соединениям – белкам. В качестве модельного выбран 

белок лизоцим – индикатор протективных свойств 
слюны при различных патологических процессах. 
Он характеризуется высокой изоэлектрической 
точкой (pI = 11.0) и во всем диапазоне стабильности 
покрытия (от 4 до 9 единиц рН) находится в катионной 
форме. Испытаны ацетатно-аммонийные и боратные 
фоновые электролиты (рис. 7). Переход от ацетатного 
к боратному ФЭ сопровождается повышением эф-
фективности пика лизоцима. Карбоксильные группы в 
составе белковых молекул могут взаимодействовать 
с ионообменными центрами модификаторов, при 
этом двухзарядный борат-анион препятствует такому 
взаимодействию более эффективно по сравнению с 
однозарядным ацетат-ионом, что приводит к лучшей 
эффективности.  Найдены следующие условия 
анализа: 90 мМ боратный буферный раствор (рН 
8.5) с добавкой в фоновый электролит НГ400 12 
мкг/мл, при которых эффективность максимальна. 
Определение лизоцима на капилляре в отсутствии 
модификатора невозможно из-за сильной сорбции 
белка на его стенках.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Рассмотрены возможности применения 

гидрофильных поли-4-винилпиридиниевых нано-
губок в качестве модификаторов стенок кварцевого 
капилляра. Предложены условия формирования и 
обеспечения стабильности покрытий на основе НГ400 
и НГ10. Предлагаемые подходы характеризуются 
экспрессностью, диапазон рабочих значений рН 
фоновых электролитов на таких капиллярах 4 - 9. 

Для выявления возможностей применения 
модифицированных наногубками капилляров 
рассмотрены особенности электрофоретического 
разделения карбоновых кислот, аминокислот и 
антибиотиков фторхинолонового ряда. Показано, 
что для таких цвиттерионных соединений как 
аминокислоты и антибиотики фторхинолонового 
ряда, эффективность выше, если определяемый 
аналит находится в цвиттерионной форме за счет 
отталкивания катионного центра от одноименно 
заряженных стенок капилляра. 

На примере биогенных аминов и белка лизоцима 
показана возможность сформированного на основе 
НГ400 покрытия препятствовать сорбции основных 
аналитов в процессе их электрофоретического 
разделения. 
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