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Ââåäåíèå
Ê âîäîðàñòâîðèìûì âèòàìèíàì îòíîñÿò ñîåäèíå-

íèÿ, èìåþùèå î÷åíü ðàçíûå ñòðîåíèå è ñâîéñòâà.
Êàê ïðàâèëî, â ýòó ãðóïïó âêëþ÷àþò àñêîðáèíîâóþ
êèñëîòó (Ñ), òèàìèí (Â1), íèêîòèíàìèä (â ðàçíûõ èñ-
òî÷íèêàõ ôèãóðèðóåò êàê ÐÐ, Â3, èëè Â5), ïèðèäîêñèí
(Â6), ïàíòîòåíîâóþ êèñëîòó (â ðàçíûõ èñòî÷íèêàõ
ôèãóðèðóåò êàê Â5 èëè Â3), ôîëèåâóþ êèñëîòó (Â9
èëè ÂÑ), öèàíîêîáîëàìèí (Â12), ðèáîôëàâèí (Â2), áèî-
òèí (Í) è èíîãäà ðóòèí (Ð) [1, 2]. Ðÿä âèòàìèíîâ, ïî-
ìèìî ïðèâåäåííûõ âûøå õèìè÷åñêèõ ñîåäèíåíèé,
ìîæåò ñóùåñòâîâàòü è â âèäå äðóãèõ âåùåñòâ (âèòà-
ìåðíûõ ôîðì). Íàïðèìåð, âèòàìèí ÐÐ ââîäèòñÿ â
âèòàìèíèçèðîâàííûå ñìåñè èëè â âèäå íèêîòèíàìèäà,
èëè â âèäå íèêîòèíîâîé êèñëîòû.

Â ðåöåïòóðó âèòàìèíèçèðîâàííûõ ñìåñåé âõîäÿò
ñðàçó íåñêîëüêî âèòàìèíîâ, è ñóùåñòâóåò íåîáõîäè-
ìîñòü îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ êàæäîãî èç íèõ, ïðè-
÷åì êàê â èñõîäíîé ñìåñè, òàê è â îáîãàùåííûõ åþ
ïðîäóêòàõ ïèòàíèÿ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ, ñîãëàñíî ìå-
òîäèêàì, ïðèâåäåííûì â äâåíàäöàòîì èçäàíèè Ãîñó-
äàðñòâåííîé ôàðìàêîïåè Ðîññèéñêîé Ôåäåðàöèè, êàæ-
äûé âèòàìèí îïðåäåëÿåòñÿ îòäåëüíî, ïðè÷åì èñïîëü-
çóåìûå ìåòîäû àíàëèçà çà÷àñòóþ ÿâëÿþòñÿ óñòàðåâ-
øèìè è òðóäîåìêèìè (òèòðîâàíèå, òîíêîñëîéíàÿ õðî-
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Èçó÷åíî âëèÿíèå ðÍ ïîäâèæíîé ôàçû è òåìïåðàòóðû íà óäåðæèâàíèå è ðàçäåëåíèå 14 âèòà-
ìèíîâ è âèòàìåðíûõ ôîðì íà ÷åòûðåõ ðàçëè÷íûõ íåïîäâèæíûõ ôàçàõ. Ïðåäëîæåíû õðîìà-
òîãðàôè÷åñêèå óñëîâèÿ, ïîçâîëÿþùèå ðàçäåëèòü 12  âîäîðàñòâîðèìûõ âèòàìèíîâ è âèòà-
ìåðíûõ ôîðì. Óñòàíîâëåíî, ÷òî íàèëó÷øåãî ðàçäåëåíèÿ âîäîðàñòâîðèìûõ âèòàìèíîâ óäàåò-
ñÿ äîñòèãíóòü ïðè ãðàäèåíòíîì ýëþèðîâàíèè. Ïîäâèæíàÿ ôàçà À – (0,6%-ÿ ôîñôîðíàÿ
êèñëîòà) ðÍ 1,5–1,8; ïîäâèæíàÿ ôàçà Á – àöåòîíèòðèë. Ïðè  ðàçäåëåíèè íèêîòèíîâîé è àñêîð-
áèíîâîé êèñëîò  áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî èñïîëüçîâàòü íåïîäâèæíûå ôàçû “Luna C18(2)” è
“Gemini C18”, à ïðè íåîáõîäèìîñòè ðàçäåëåíèÿ ðèáîôëàâèíà è ðèáîôëàâèí-5-ôîñôàòà – íå-
ïîäâèæíûå ôàçû “Synergi Hydro RP” è “Zorbax SB-C18”. Ïîäîáðàííûå óñëîâèÿ èñïîëüçî-
âàíû ïðè îïðåäåëåíèè âèòàìèíîâ â êîììåð÷åñêèõ îáðàçöàõ âèòàìèííûõ ïðåïàðàòîâ. Ïîëó-
÷åííûå ðåçóëüòàòû õîðîøî ñîãëàñóþòñÿ ñ ïàñïîðòíûìè äàííûìè.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: âîäîðàñòâîðèìûå âèòàìèíû, ÂÝÆÕ, õðîìàòîãðàôèÿ, ôàðìàöåâ-
òè÷åñêèå ïðåïàðàòû, ÁÀÄ, ïðåìèêñû.

ìàòîãðàôèÿ) [3]. Âûñîêî-ýôôåêòèâíàÿ æèäêîñòíàÿ
õðîìàòîãðàôèÿ (ÂÝÆÕ) – îäèí èç ñàìûõ ïîïóëÿðíûõ
ìåòîäîâ îïðåäåëåíèÿ âîäîðàñòâîðèìûõ âèòàìèíîâ,
áëàãîäàðÿ âîçìîæíîñòè îäíîâðåìåííîãî îïðåäåëåíèÿ
ñðàçó íåñêîëüêèõ ñîåäèíåíèé. Â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ
äëÿ îïðåäåëåíèÿ âèòàìèíîâ èñïîëüçóþò îáðàùåííî-
ôàçîâûé âàðèàíò ÂÝÆÕ [4–22]. Îäíîâðåìåííîå îïðå-
äåëåíèå âñåõ âîäîðàñòâîðèìûõ âèòàìèíîâ â èçîêðà-
òè÷åñêîì âàðèàíòå çàòðóäíèòåëüíî. Ðåøèòü äàííóþ
ïðîáëåìó ìîæíî, èñïîëüçóÿ ëèáî èîí-ïàðíûå ðåàãåí-
òû, ëèáî ãðàäèåíòíîå ýëþèðîâàíèå. Äëÿ îäíîâðåìåí-
íîãî îïðåäåëåíèÿ íåñêîëüêèõ  âèòàìèíîâ òðàäèöèîííî
èñïîëüçóåòñÿ âàðèàíò èîí-ïàðíîé õðîìàòîãðàôèè [5–
9]. Îäíàêî ÷àñòî íå óäàåòñÿ äîñòèãíóòü ïîëíîãî ðàç-
ðåøåíèÿ ïèêîâ îòäåëüíûõ âèòàìèíîâ äðóã ñ äðóãîì è
ñ ïðèñóòñòâóþùèìè â îáðàçöå êîìïîíåíòàìè ìàòðè-
öû. Èîí-ïàðíûé âàðèàíò ïðåäîñòàâëÿåò â äàííîì ñëó-
÷àå î÷åíü íåáîëüøèå âîçìîæíîñòè ïî óëó÷øåíèþ
ðàçðåøåíèÿ ñîñåäíèõ ïèêîâ.

Áîëåå ïåðñïåêòèâíî, íà íàø âçãëÿä, äëÿ ðåøåíèÿ
äàííîé çàäà÷è èñïîëüçîâàòü ãðàäèåíòíîå ýëþèðîâàíèå.
Ñóùåñòâóþò ðàáîòû ïî îïðåäåëåíèþ ãðóïï âîäîðà-
ñòâîðèìûõ âèòàìèíîâ â ðàçíûõ îáúåêòàõ ñ ïîìîùüþ
ìåòîäà ãðàäèåíòíîãî ýëþèðîâàíèÿ [10–14], îäíàêî â
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äàííîì âîïðîñå äî ñèõ ïîð ìíîãî íå äî êîíöà ÿñíûõ
ìîìåíòîâ. Â ÷àñòíîñòè, â ðàçíûõ ðàáîòàõ ïîðÿäîê
ýëþèðîâàíèÿ âèòàìèíîâ ðàçëè÷àåòñÿ äàæå â ñëó÷àå
ïðèìåíåíèÿ ñõîäíûõ ïîäâèæíûõ ôàç. Ïðè ïîäáîðå îï-
òèìàëüíûõ óñëîâèé èñïîëüçóþò çàìåòíî îòëè÷àþùèå-
ñÿ ïîäâèæíûå è íåïîäâèæíûå ôàçû, îòñóòñòâóåò åäè-
íûé ïîäõîä ê ïðîöåäóðå ïðîáîïîäãîòîâêè. Ìàëî âíè-
ìàíèÿ óäåëåíî ðàçäåëåíèþ âèòàìåðíûõ ôîðì, à òàêæå
âîïðîñó óñòîé÷èâîñòè âèòàìèíîâ è èõ ôîðì â ïðîöåñ-
ñå ïðîáîïîäãîòîâêè è ðàçäåëåíèÿ. Êðîìå òîãî, çàìåòíî
ðàçëè÷àþòñÿ óñëîâèÿ äåòåêòèðîâàíèÿ [1, 2].

Öåëü íàøåé ðàáîòû − ñîçäàíèå ñïîñîáà îïðåäåëå-
íèÿ âîäîðàñòâîðèìûõ âèòàìèíîâ ìåòîäîì ÂÝÆÕ â
ðåæèìå ãðàäèåíòíîãî ýëþèðîâàíèÿ è îïòèìèçàöèÿ óñ-
ëîâèé èõ ðàçäåëåíèÿ.

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ÷àñòü
Õðîìàòîãðàôè÷åñêàÿ ñèñòåìà. Â ðàáîòå èñ-

ïîëüçîâàëè æèäêîñòíûé õðîìàòîãðàô “Agilent 1100”
(“Agilent”, ÑØÀ), ñîñòîÿùèé èç ãðàäèåíòíîãî íàñîñà,
äåãàçàòîðà ïîäâèæíîé ôàçû, àâòîñàìïëåðà, òåðìîñòà-
òà êîëîíîê è äåòåêòîðà íà äèîäíîé ìàòðèöå. Äëÿ
ðàçäåëåíèÿ èñïîëüçîâàëè õðîìàòîãðàôè÷åñêóþ êîëîí-
êó “Synergi 4u Hydro-RP” (250×4,6 ìì)
(“Phenomenex”, ÑØÀ), “Luna C18(2) 5u”
250×4,6 ìì (“Phenomenex”, ÑØÀ), “Gemini 5u
C18” 250×4,6 ìì (“Phenomenex”, ÑØÀ), “Zorbax
SB-C18” 250×4,6 ìì (“Agilent”, ÑØÀ). Ïðè ðàáîòå
âñå êîëîíêè îñíàùàëèñü ïðåäêîëîíêàìè “Sequrity
Guard C18” (“Phenomenex”, ÑØÀ). Ïðîáû ââîäèëè
àâòîñàìïëåðîì. Îáúåì ââîäèìîé ïðîáû ñîñòàâëÿë
20 ìêë. Äëÿ ðåãèñòðàöèè õðîìàòîãðàìì èñïîëüçîâàëè
ïðîãðàììíî-àïïàðàòíûé êîìïëåêñ “Chemstation”
(“Agilent”, ÑØÀ).

Ðåàêòèâû è ðàñòâîðèòåëè. Â ðàáîòå ïðèìåíÿëè
ñëåäóþùèå ðåàêòèâû: òèàìèíà õëîðèä (“÷.ä.à.”), òè-
àìèíà ôîñôàòà õëîðèä (“÷.ä.à.”), íèêîòèíàìèä
(“÷.ä.à.”), àñêîðáèíîâóþ êèñëîòó (“÷.ä.à.”), ïèðèäîê-
ñèí (“÷.ä.à.”), ïèðèäîêñàëü (“÷.ä.à.”), ïèðèäîêñàìèí
(“÷.ä.à.”), ïàíòîòåíîâóþ êèñëîòó (“÷.ä.à.”), ôîëèå-
âóþ êèñëîòó (98%), öèàíîêîáàëàìèí (“÷.ä.à.”), ðè-
áîôëàâèí (“÷.ä.à.”), ðèáîôëàâèí-5-ôîñôàò (“÷.ä.à.”),
íèêîòèíîâóþ êèñëîòó (“÷.ä.à.”), áèîòèí (“÷.ä.à.”),
ôîñôîðíóþ êèñëîòó (85%) (“Sigma-Aldrich”, ÑØÀ),
àöåòîíèòðèë “HPLC-gradient grade” (“Panreac”,
Èñïàíèÿ), ãèäðîêàðáîíàò íàòðèÿ (“÷.ä.à.”) (“Ëàá-
òåõ”, Ðîññèÿ), äèãèäðîôîñôàò íàòðèÿ (“÷.ä.à.”)
(“Ëàáòåõ”, Ðîññèÿ), ãèäðîîêñèä íàòðèÿ (“÷.ä.à.”)
(“Ëàáòåõ”, Ðîññèÿ).

Ïðèãîòîâëåíèå ðàñòâîðîâ âèòàìèíîâ. Äëÿ âñåõ
âèòàìèíîâ, êðîìå ðèáîôëàâèíà, áèîòèíà è ôîëèåâîé

êèñëîòû, ñòàíäàðòíûå ðàñòâîðû ãîòîâèëè ñëåäóþùèì
îáðàçîì: íàâåñêó âèòàìèíà (ïðèìåðíî 0,1 ã) ïîìåùà-
ëè â ìåðíóþ êîëáó íà 100 ìë, äîáàâëÿëè 20 ìë äå-
èîíèçîâàííîé âîäû, 1 ìë ôîñôîðíîé êèñëîòû, ïåðåìå-
øèâàëè, äîáàâëÿëè 50 ìë äåèîíèçîâàííîé  âîäû è,
ïåðèîäè÷åñêè âñòðÿõèâàÿ, ïîäâåðãàëè äåéñòâèþ óëüò-
ðàçâóêà äî ïîëíîãî ðàñòâîðåíèÿ; òåìïåðàòóðà âîäû â
óëüòðàçâóêîâîé âàííå íàõîäèëàñü ïîä êîíòðîëåì è íå
ïðåâûøàëà 25°Ñ. Ïîëó÷åííûé ðàñòâîð äîâîäèëè äî
ìåòêè äåèîíèçîâàííîé âîäîé è òùàòåëüíî ïåðåìåøè-
âàëè. Äîáàâëåíèå ôîñôîðíîé êèñëîòû íåîáõîäèìî äëÿ
óëó÷øåíèÿ  ñòàáèëüíîñòè ðàñòâîðîâ âèòàìèíîâ. Äëÿ
ïðèãîòîâëåíèÿ ñòàíäàðòíûõ ðàñòâîðîâ áèîòèíà è ôî-
ëèåâîé êèñëîòû íàâåñêó âèòàìèíà ïîìåùàëè â êîëáó
100 ìë, äîáàâëÿëè 10 ìë äåèîíèçîâàííîé âîäû, 2 ìë
200 ìÌ ðàñòâîðà ãèäðîêàðáîíàòà íàòðèÿ, ïåðåìåøè-
âàëè, äîáàâëÿëè 60 ìë äåèîíèçîâàííîé âîäû è, ïåðè-
îäè÷åñêè âñòðÿõèâàÿ, ïîäâåðãàëè äåéñòâèþ óëüòðàçâó-
êà äî ïîëíîãî ðàñòâîðåíèÿ; òåìïåðàòóðà âîäû â óëü-
òðàçâóêîâîé âàííå íàõîäèëàñü ïîä êîíòðîëåì è íå
ïðåâûøàëà 25°Ñ. Ïîëó÷åííûé ðàñòâîð äîâîäèëè äî
ìåòêè äåèîíèçîâàííîé âîäîé è òùàòåëüíî ïåðåìåøè-
âàëè. Èç-çà íèçêîé ðàñòâîðèìîñòè ðèáîôëàâèíà íàâåñ-
êó ýòîãî âèòàìèíà (ïðèìåðíî 0,03 ã) ïîìåùàëè â êîë-
áó íà 1000 ìë, äîáàâëÿëè 200 ìë äåèîíèçîâàííîé
âîäû, 15 ìë ôîñôîðíîé êèñëîòû, ïåðåìåøèâàëè, äî-
áàâëÿëè 700 ìë äåèîíèçîâàííîé âîäû è, ïåðèîäè÷åñ-
êè âñòðÿõèâàÿ, ïîäâåðãàëè äåéñòâèþ óëüòðàçâóêà äî
ïîëíîãî ðàñòâîðåíèÿ, òåìïåðàòóðà âîäû â óëüòðàçâó-
êîâîé âàííå íàõîäèëàñü ïîä êîíòðîëåì è íå ïðåâûøà-
ëà 25°Ñ. Ïîëó÷åííûé ðàñòâîð äîâîäèëè äî ìåòêè äå-
èîíèçîâàííîé âîäîé è òùàòåëüíî ïåðåìåøèâàëè. Âñå
ðàñòâîðû õðàíèëè â òåìíîòå ïðè 4°Ñ. Ðàñòâîð àñêîð-
áèíîâîé êèñëîòû ñîõðàíÿåò ñòàáèëüíîñòü â òå÷åíèå
ñóòîê, ðàñòâîðû îñòàëüíûõ âèòàìèíîâ − â òå÷åíèå
äâóõ íåäåëü. Ãðàäóèðîâî÷íûå ðàñòâîðû âèòàìèíîâ
ãîòîâèëè åæåäíåâíî. Êîíöåíòðàöèþ ãðàäóèðîâî÷íûõ
ðàñòâîðîâ ïîäáèðàëè òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû êîíöåíò-
ðàöèÿ ðàçíûõ âèòàìèíîâ è èõ ñîîòíîøåíèå áûëè
áëèçêè ê êîíöåíòðàöèè è ñîîòíîøåíèþ âèòàìèíîâ â
àíàëèçèðóåìûõ îáúåêòàõ. Â ìåðíóþ êîëáó åìêîñòüþ
25 ìë ïîñëåäîâàòåëüíî âíîñèëè íåîáõîäèìîå êîëè÷å-
ñòâî ñòàíäàðòíîãî ðàñòâîðà, äîáàâëÿëè 0,1 ìë ôîñ-
ôîðíîé êèñëîòû, äîâîäèëè äî ìåòêè äåèîíèçîâàííîé
âîäîé è òùàòåëüíî ïåðåìåøèâàëè. Ãðàäóèðîâî÷íûå
ðàñòâîðû õðàíèëè ïðè 4°Ñ.

Ðåçóëüòàòû è èõ îáñóæäåíèå
Äëÿ ïîäáîðà îïòèìàëüíûõ óñëîâèé îïðåäåëåíèÿ âè-

òàìèíîâ íåîáõîäèìî èçó÷èòü âëèÿíèå íà èõ óäåðæèâà-
íèå õðîìàòîãðàôè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ. Íàèáîëåå çíà-
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÷èòåëüíî íà óäåðæèâàíèå ñîåäèíåíèé âëèÿþò ïðèðîäà
íåïîäâèæíîé ôàçû, ðÍ ïîäâèæíîé ôàçû, ñîäåðæàíèå
àöåòîíèòðèëà â ýëþåíòå è ïðîôèëü ãðàäèåíòíîãî ýëþ-
èðîâàíèÿ.

Âëèÿíèå ðÍ ïîäâèæíîé ôàçû. Ïîñêîëüêó ìíîãèå
âèòàìèíû ïî ñâîåé ïðèðîäå ÿâëÿþòñÿ êèñëîòàìè èëè
îñíîâàíèÿìè, áîëüøîå âëèÿíèå íà èõ óäåðæèâàíèå
îêàçûâàåò ðÍ ýëþåíòà. Â îáðàùåííî-ôàçîâîé ÂÝÆÕ
âåùåñòâî â íåäèññîöèèðîâàííîé ôîðìå óäåðæèâàåòñÿ
ñèëüíåå, ÷åì â äèññîöèèðîâàííîé. Çíà÷åíèÿ ðÊà è
ðÊâ âèòàìèíîâ çàìåòíî îòëè÷àþòñÿ äðóã îò äðóãà,
ïîýòîìó, âàðüèðóÿ çíà÷åíèÿ ðÍ, ìîæíî ñóùåñòâåííî
èçìåíÿòü âðåìÿ óäåðæèâàíèÿ è ñåëåêòèâíîñòü. Â õîäå
ïðîâåäåíèÿ ýêñïåðèìåíòà ðÍ ïîäâèæíîé ôàçû âàðüè-
ðîâàëè â äèàïàçîíå îò 1,5 äî 7,5. Ïðè èññëåäîâàíèè
âëèÿíèÿ ðÍ ó÷èòûâàëè äèàïàçîí óñòîé÷èâîñòè èñ-
ïîëüçóåìûõ êîëîíîê è íåóñòîé÷èâîñòü ðÿäà âèòàìè-
íîâ â ùåëî÷íîé ñðåäå. Â äèàïàçîíå ðÍ îò 1,5 äî 2,5
â êà÷åñòâå ïîäâèæíîé ôàçû À ïðè ãðàäèåíòíîì ýëþ-
èðîâàíèè èñïîëüçîâàëè ðàñòâîðû ôîñôîðíîé êèñëîòû
ðàçíîé êîíöåíòðàöèè. Â äèàïàçîíå ðÍ îò 2,5 äî 7,5 â
êà÷åñòâå ýëþåíòà À èñïîëüçîâàëè 50 ìÌ áóôåðíûé
ðàñòâîð NaH2PO4. Íåîáõîäèìîå çíà÷åíèå ðÍ áóôåð-
íîãî ðàñòâîðà äîñòèãàëîñü çà ñ÷åò äîáàâëåíèÿ NaOH
èëè ôîñôîðíîé êèñëîòû. Â êà÷åñòâå ýëþåíòà Á èñ-
ïîëüçîâàëè àöåòîíèòðèë.

Ïðè èññëåäîâàíèè âëèÿíèÿ ðÍ ïîäâèæíîé ôàçû íà
óäåðæèâàíèå âèòàìèíîâ èñïîëüçîâàëè ïðîôèëü ãðàäè-
åíòà ¹ 1, ïðèâåäåííûé â òàáë. 1 (ñêîðîñòü ïîòîêà
0,8 ìë/ìèí). Íà íà÷àëüíîì ýòàïå ãðàäèåíòíîãî ýëþè-
ðîâàíèÿ àöåòîíèòðèë â ïîäâèæíîé ôàçå îòñóòñòâóåò,
÷òî îáåñïå÷èâàåò íàèëó÷øåå óäåðæèâàíèå è ðàçäåëå-
íèå ñëàáîóäåðæèâàåìûõ ñîåäèíåíèé.

Îáùèå çàêîíîìåðíîñòè âëèÿíèÿ ðÍ ïîäâèæíîé
ôàçû íà âðåìÿ óäåðæèâàíèÿ âèòàìèíîâ äëÿ âñåõ èñ-
ñëåäóåìûõ íåïîäâèæíûõ ôàç âûãëÿäÿò èäåíòè÷íî.
Îäíàêî íåïîäâèæíàÿ ôàçà ìîæåò çàìåòíî âëèÿòü íà
ïîðÿäîê ýëþèðîâàíèÿ âèòàìèíîâ, à òàêæå íà ñåëåê-
òèâíîñòü ðàçäåëåíèÿ íåêîòîðûõ ïàð âèòàìèíîâ. Áîëåå
ïîäðîáíî âëèÿíèå íåïîäâèæíîé ôàçû áóäåò ðàññìîò-
ðåíî íèæå. Çàâèñèìîñòü âðåìåíè óäåðæèâàíèÿ âîäî-
ðàñòâîðèìûõ âèòàìèíîâ îò ðÍ äëÿ êîëîíêè “Luna
C18(2)” ïðèâåäåíà íà ðèñ. 1. Ðàññìîòðèì áîëåå ïîä-
ðîáíî âëèÿíèå ðÍ íà óäåðæèâàíèå âèòàìèíîâ íà ïðè-
ìåðå çàâèñèìîñòåé äëÿ êîëîíêè “Luna C18(2)”.

Äëÿ íèêîòèíîâîé êèñëîòû ñ óâåëè÷åíèåì ðÍ ñðåäû
îò 1,5 äî 7,5 íàáëþäàåòñÿ ðîñò âðåìåíè óäåðæèâàíèÿ
îò 5,7 äî ~10 ìèí. Ýòî ÿâëåíèå ìîæíî îáúÿñíèòü
òåì, ÷òî äàííîå ñîåäèíåíèå ÿâëÿåòñÿ àìôîòåðíûì çà
ñ÷åò íàëè÷èÿ â ñòðóêòóðå êàðáîêñèëüíîé ãðóïïû, à
òàêæå îñíîâíîãî àòîìà àçîòà ïèðèäèíîâîãî êîëüöà
(ðÊà = 2,07, ðÊâ = 4,9). Â ñâÿçè ñ ýòèì ïðè âûñîêèõ

Ò à á ë è ö à  1

Ãðàäèåíòíûå ðåæèìû (ñêîðîñòü ïîòîêà 0,8 ìë/ìèí)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 
Ãðàäèåíòíûé ðåæèì 

 

Âðåìÿ, ìèí Ñîäåðæàíèå àöåòîíèòðèëà, % (ýëþåíò Á) 

0 0 0 0 0 5 5 3 0 0 0 0 

2 − − − 5 − − − − − − − 

5 − − − − − − 3 − − − − 

6 0 − − − − − − 0 − − − 

7 − − 20 20 20 5 − − − − − 

8 − − − − − 20 − − − − − 

10 − 20 25 − − − 20 − − − − 

15 18 − − − − − − − − − − 

28 18 20 25 20 20 20 20 18 − − − 

29 50 50 50 50 50 50 50 50 − − − 

30 15 15 15 15 15 15 15 15 − − − 

31 0 0 0 0 0 0 0 0 − − − 

40 − − − − − − − − 30 20 10 

41 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
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çíà÷åíèÿõ ðÍ êàðáîêñèëüíàÿ ãðóïïà ïîëíîñòüþ äèññî-
öèèðóåòñÿ, â òî âðåìÿ êàê ïèðèäèíîâûé àòîì àçîòà
îñòàåòñÿ íåïðîòîíèðîâàííûì. Ïðè íèçêèõ çíà÷åíèÿõ ðÍ
ñèòóàöèÿ îáðàòíàÿ – íèêîòèíîâàÿ êèñëîòà íàõîäèòñÿ â
âèäå ïðîòîíèðîâàííîãî ïèðèäèíîâîãî îñíîâàíèÿ. Ïðè
ïðîìåæóòî÷íûõ çíà÷åíèÿõ ðÍ íèêîòèíîâàÿ êèñëîòà ñó-
ùåñòâóåò â âèäå ñìåñåé îïèñàííûõ âûøå ôîðì. Èç-
ìåíåíèå âðåìåíè óäåðæèâàíèÿ íèêîòèíîâîé êèñëîòû
ïðè âîçðàñòàíèè ðÍ îò 1,5 äî 3,5 îáúÿñíÿåòñÿ, ïî-âèäè-
ìîìó, óâåëè÷åíèåì äîëè ôîðì ñ äèññîöèèðîâàííîé
êàðáîêñèëüíîé ãðóïïîé. Ïðè ðÍ  > 3,5 äîïîëíèòåëüíîé
äèññîöèàöèè êàðáîêñèëüíîé ãðóïïû íå ïðîèñõîäèò (îíà
ïîëíîñòüþ äèññîöèèðîâàíà), à ñòåïåíü ïðîòîíèðîâàíèÿ
àòîìà àçîòà óìåíüøàåòñÿ ïî ìåðå óâåëè÷åíèÿ ðÍ, ò.å.
âðåìÿ óäåðæèâàíèÿ â ýòîì èíòåðâàëå ðÍ çàâèñèò îò
äîëè ôîðì ñ ïðîòîíèðîâàííûì àòîìîì àçîòà ïèðèäè-
íîâîãî êîëüöà.

Âðåìÿ óäåðæèâàíèÿ íèêîòèíàìèäà (pKa = 3,3) ïðè
óâåëè÷åíèè ðÍ îò 1,5 äî 3,5  óâåëè÷èâàåòñÿ ñ 4,5 äî
ïî÷òè 16 ìèí. Ïðè äàëüíåéøåì óâåëè÷åíèè ðÍ âðåìÿ
óäåðæèâàíèÿ åùå íåìíîãî âîçðàñòàåò. Ïðè íèçêèõ
çíà÷åíèÿõ ðÍ íèêîòèíàìèä íàõîäèòñÿ ïîëíîñòüþ â
ïðîòîíèðîâàííîé ôîðìå, à ýíäêåïèðóþùèå ãðóïïû
ñîðáåíòà íåäèññîöèèðîâàííû, ïðè âûñîêèõ çíà÷åíèÿõ
ðÍ ïðîèñõîäèò äèññîöèàöèÿ ãðóïï íåïîäâèæíîé ôàçû,
à äîëÿ ïðîòîíèðîâàííîãî íèêîòèíàìèäà â ñìåñè
óìåíüøàåòñÿ. Êàê âèäíî èç çàâèñèìîñòåé, äåïðîòîíè-
ðîâàíèå çàðÿæåííîãî àòîìà àçîòà ïèðèäèíîâîãî êîëü-
öà âèòàìèíîâ â ñîâîêóïíîñòè ñ èîíèçàöèåé ïðèâèòûõ
ãèäðîêñèëüíûõ ãðóïï ñîðáåíòà ïðèâîäèò ê óëó÷øåíèþ
ñîðáöèè – âðåìÿ óäåðæèâàíèÿ âîçðàñòàåò. Âðåìÿ
óäåðæèâàíèÿ àñêîðáèíîâîé êèñëîòû ïðè óâåëè÷åíèè
ðÍ óìåíüøàåòñÿ îò 6,5 äî 3,4 ìèí. Àñêîðáèíîâàÿ
êèñëîòà ÿâëÿåòñÿ äâóõîñíîâíîé (ðÊà1 = 4,18, ðÊà2 =

11,6) è äèññîöèèðóåò óæå ïðè ñðàâíèòåëüíî íèçêèõ
çíà÷åíèÿõ ðÍ. Ñïîñîáíîñòü âèòàìèíà Ñ ê òàêîé äèñ-
ñîöèàöèè, áåçóñëîâíî, âëèÿåò íà âðåìÿ óäåðæèâàíèÿ
åãî íà íåïîäâèæíûõ ôàçàõ. Ïîñêîëüêó äèññîöèàöèÿ
âèòàìèíà Ñ ïî âòîðîé ñòóïåíè ïðîèñõîäèò â íåçíà÷è-
òåëüíîé ñòåïåíè, ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî àñêîðáèíîâàÿ
êèñëîòà â ôîðìå äèàíèîíà îòñóòñòâóåò â ñìåñè, à
ñëåäîâàòåëüíî, íå âëèÿåò íà ñîðáöèþ âèòàìèíà â öå-
ëîì. Óäåðæèâàíèå îáúÿñíÿåòñÿ, ïî âñåé âèäèìîñòè,
ïðèñóòñòâèåì íåçàðÿæåííîé  è àíèîííîé ôîðì âèòà-
ìèíà Ñ, à òàêæå èîíèçàöèåé ãðóïï ñîðáåíòà.

Ïàíòîòåíîâàÿ êèñëîòà èìååò ðÊà = 4,41, â ñâÿçè ñ
÷åì ïðè óâåëè÷åíèè ðÍ ñðåäû îíà ïåðåõîäèò â àíè-
îííóþ ôîðìó. Âðåìÿ óäåðæèâàíèÿ ïàíòîòåíîâîé êèñ-
ëîòû ñíèæàåòñÿ îò 18 äî 13 ìèí ïðè óâåëè÷åíèè ðÍ
îò 1,5 äî 7,5 ñîîòâåòñòâåííî. Âðåìÿ óäåðæèâàíèÿ
ôîëèåâîé êèñëîòû (ðÊà = 2,3; 8,3) íåñêîëüêî áîëüøå,
÷åì ïàíòîòåíîâîé, íî òåíäåíöèè èçìåíåíèÿ ýòîãî ïà-
ðàìåòðà â öåëîì àíàëîãè÷íû. Ïðè çíà÷åíèè ðÍ 1,5 è
7,5 îí ñîñòàâëÿåò 19 è 15 ìèí ñîîòâåòñòâåííî.

Âðåìÿ óäåðæèâàíèÿ áèîòèíà îòíîñèòåëüíî ïîñòîÿí-
íî â èíòåðâàëå ðÍ îò 1,5 äî 4 (23 ìèí), îäíàêî ïðè
äàëüíåéøåì ïîâûøåíèè ðÍ ïîäâèæíîé ôàçû íàáëþ-
äàåòñÿ åãî ðåçêîå ñíèæåíèå äî 16 ìèí; ðÊà êàðáîê-
ñèëüíîé ãðóïïû áèîòèíà ñîñòàâëÿåò âåëè÷èíó ïîðÿä-
êà 4,5, ïîýòîìó â îáëàñòè âûñîêèõ çíà÷åíèé ðÍ áèî-
òèí ïîëíîñòüþ íàõîäèòñÿ â àíèîííîé ôîðìå, êîòîðàÿ
óäåðæèâàåòñÿ íà êîëîíêå ñëàáåå.

Âðåìÿ óäåðæèâàíèÿ ðèáîôëàâèíà (ðÊà = 10,2)
ïðàêòè÷åñêè íå èçìåíÿåòñÿ ïðè âàðüèðîâàíèè ðÍ
ýëþåíòà. Ìîëåêóëà ðèáîôëàâèíà íå ñîäåðæèò ãðóïï,
ñïîñîáíûõ ê äèññîöèàöèè â èññëåäóåìîì èíòåðâàëå
ðÍ. Äëÿ ðèáîôëàâèí-5-ôîñôàòà ïðè óâåëè÷åíèè ðÍ
íàáëþäàåòñÿ íåáîëüøîå ñíèæåíèå âðåìåíè óäåðæèâà-

Ðèñ. 1. Çàâèñèìîñòè âðåìåíè óäåðæèâàíèÿ âèòàìèíîâ îò ðÍ ïîäâèæíîé ôàçû: à (1 –  íèêîòèíàìèä, 2 – òèàìèí, 3 – ïèðèäîêñèí,
4 – ïèðèäîêñàëü, 5 – íèêîòèíîâàÿ êèñëîòà, 6 – ïèðèäîêñàìèí, 7 – àñêîðáèíîâàÿ êèñëîòà); á (1 – áèîòèí, 2 – ðèáîôëàâèí, 3 – ðèáîô-

ëàâèí-5-ôîñôàò, 4 – öèàíîêîáîëàìèí, 5 – ôîëèåâàÿ êèñëîòà, 6 – ïàíòîòåíîâàÿ êèñëîòà (êîëîíêà “Luna C18(2)” 250´4,6ìì)
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íèÿ (ìåíåå ÷åì íà ìèíóòó). Âðåìÿ óäåðæèâàíèÿ öèà-
íîêîáîëàìèíà ìàëî çàâèñèò îò âåëè÷èíû ðÍ.

Ìîëåêóëà òèàìèíà âêëþ÷àåò â ñåáÿ ïîëîæèòåëüíî
çàðÿæåííûé òèàçîëèëüíûé ôðàãìåíò, âñëåäñòâèå ÷åãî
ÿâëÿåòñÿ âûñîêîïîëÿðíûì îðãàíè÷åñêèì ñîåäèíåíèåì.
Ïðè ðÍ < 3,5 òèàìèí èìååò ìàëîå âðåìÿ óäåðæèâà-
íèÿ (ïîðÿäêà 3,8 ìèí). Ïðè óâåëè÷åíèè ðÍ (> 3,5)
âðåìÿ óäåðæèâàíèÿ òèàìèíà ðåçêî âîçðàñòàåò äî
14 ìèí, à ïðè äàëüíåéøåì óâåëè÷åíèè ðÍ ìàëî èçìå-
íÿåòñÿ. Ýòî îáúÿñíÿåòñÿ, ïî-âèäèìîìó, òåì, ÷òî ïðè
ðÍ > 3,5 òèàìèí ïåðåõîäèò â ôîðìó ñâîáîäíîãî îñíî-
âàíèÿ, ò.å. ïðîèñõîäèò äåïðîòîíèðîâàíèå àòîìà àçîòà
ïèðèìèäèíîâîãî êîëüöà, è äàííûé ôðàãìåíò ìîëåêóëû
ñòàíîâèòñÿ íåçàðÿæåííûì, ÷òî îòêðûâàåò âîçìîæ-
íîñòü äëÿ îñóùåñòâëåíèÿ âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó
Ñ18-ãðóïïàìè ñîðáåíòà è ìîëåêóëîé òèàìèíà.

Òèàìèí ìîíîôîñôàò âåäåò ñåáÿ àíàëîãè÷íî òèàìè-
íó è èìååò áëèçêîå âðåìÿ óäåðæèâàíèÿ â äèàïàçîíå
îò 1,5 äî 5,5 ðÍ (3,5 ìèí ïðè ðÍ 1,7). Äî êîíöà ðàç-
äåëèòü ýòè âåùåñòâà â äàííîì äèàïàçîíå ðÍ íå óäà-
åòñÿ. Ïðè ïîâûøåíèè ðÍ äî 5,5 âðåìÿ óäåðæèâàíèÿ
òèàìèíà ìîíîôîñôàòà óâåëè÷èâàåòñÿ äî 14 ìèí.

Ïèðèäîêñèí ÿâëÿåòñÿ ïðîèçâîäíûì ïèðèäèíà, â åãî
ìîëåêóëå ïðèñóòñòâóåò àòîì àçîòà ïèðèäèíîâîãî êîëü-
öà, îáëàäàþùèé ÿðêî âûðàæåííûìè îñíîâíûìè ñâîé-
ñòâàìè. Äëÿ ïèðèäîêñèíà îòìå÷åíî îòíîñèòåëüíî íå-
áîëüøîå óâåëè÷åíèå âðåìåíè óäåðæèâàíèÿ ñ ðîñòîì
ðÍ îò 12 äî 15 ìèí. Ïèðèäîêñàìèí ïðè ðÍ 1,5 ñëàáî
óäåðæèâàåòñÿ íà íåïîäâèæíîé ôàçå (3,1 ìèí). Ñ óâå-
ëè÷åíèåì ðÍ äî 7 âðåìÿ óäåðæèâàíèÿ ïèðèäîêñàìèíà
âûðàñòàåò äî 6 ìèí. Ïðè äàëüíåéøåì óâåëè÷åíèè ðÍ
íàáëþäàåòñÿ ðåçêîå óâåëè÷åíèå âðåìåíè óäåðæèâàíèÿ
äî 14 ìèí ïðè ðÍ 8. Äëÿ ïèðèäîêñàëÿ ïðè óâåëè÷åíèè
ðÍ îò 1,5 äî 5 âðåìÿ óäåðæèâàíèÿ âûðàñòàåò ñ 7 äî
14 ìèí, à çàòåì îñòàåòñÿ ïðàêòè÷åñêè ïîñòîÿííûì.

Âëèÿíèå íåïîäâèæíîé ôàçû
Ïî ëèòåðàòóðíûì äàííûì [1, 2], íàèáîëåå ÷àñòî

äëÿ ðàçäåëåíèÿ âîäîðàñòâîðèìûõ âèòàìèíîâ èñïîëü-
çóþò îáðàùåííûå ôàçû Ñ18. Îäíàêî êîëîíêè Ñ18
ðàçíûõ ìàðîê ìîãóò îáëàäàòü çàìåòíî îòëè÷àþùè-
ìèñÿ ñâîéñòâàìè, ÷òî  ñâÿçàíî ñ ðàçëè÷èÿìè â èñ-
ïîëüçóåìûõ èñõîäíûõ ñèëèêàãåëÿõ è ïîëèìåðàõ, ïðî-
öåäóðàõ ñèíòåçà, ïëîòíîñòè ïðèâèâêè Ñ18-ãðóïï è
ýíäêåïèðîâàíèè. Òàêèå ðàçëè÷èÿ ìîãóò çàìåòíî âëè-
ÿòü íà óäåðæèâàíèå ñîåäèíåíèé. Ïîýòîìó äëÿ  âûÿñ-
íåíèÿ îïòèìàëüíûõ óñëîâèé ðàçäåëåíèÿ ìû ðàññìîò-
ðåëè íåñêîëüêî òèïîâ êîëîíîê. Â õîäå ðàáîòû èññëå-
äîâàíèÿ ïðîâîäèëè íà íåïîäâèæíûõ ôàçàõ “Synergi
Hydro RP C18”, “Gemini C18”, “Luna C18(2)” è
“Zorbax SB-C18”. Ê ñîæàëåíèþ, ïîëíàÿ èíôîðìàöèÿ î

êîëîíêàõ äàëåêî íå âñåãäà ïðåäîñòàâëÿåòñÿ ïðîèçâî-
äèòåëÿìè, îäíàêî îñíîâíûå èõ îñîáåííîñòè èçâåñòíû.
Òàê, êîëîíêà “Synergi Hydro RP” èìååò ãèäðîôèëü-
íûé ýíäêåïèíã, ÷òî äîëæíî îáåñïå÷èâàòü ëó÷øåå
óäåðæèâàíèå è ðàçäåëåíèå ãèäðîôèëüíûõ ñîåäèíåíèé.
Ïðè ñèíòåçå êîëîíêè “Gemini Ñ18” â êà÷åñòâå îñíîâû
âìåñòî ñèëèêàãåëÿ èñïîëüçîâàëè ãèáðèäíóþ ñèëèêà-
ãåëüíî-ïîëèìåðíóþ ìàòðèöó, ÷òî ïîçâîëÿåò êîëîíêå
ðàáîòàòü êàê â ñèëüíîùåëî÷íîé, òàê è â ñèëüíîêèñëîé
îáëàñòè ðÍ è èñêëþ÷àåò âçàèìîäåéñòâèå ñîåäèíåíèé
ñ ñèëàíîëüíûìè ãðóïïàìè. Êîëîíêà “Luna C18(2)”
ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé êîëîíêó ñ óâåëè÷åííîé ïëîòíîñ-
òüþ ïðèâèâêè ôóíêöèîíàëüíûõ ãðóïï, ÷òî äîëæíî
îáåñïå÷èâàòü áîëåå ñèëüíîå ýêðàíèðîâàíèå ïîâåðõíî-
ñòè çåðíà ñîðáåíòà è îáùåå óâåëè÷åíèå åìêîñòè êî-
ëîíêè, à ñëåäîâàòåëüíî, óâåëè÷åíèå âðåìåíè óäåðæè-
âàíèÿ è íåêîòîðîå óëó÷øåíèå ñåëåêòèâíîñòè.  Êîëîí-
êà “Zorbax SB-C18” ñïîñîáíà çà ñ÷åò ñïåöèàëüíîãî
ýíäêåïèíãà ðàáîòàòü ïðè íèçêèõ çíà÷åíèÿõ ðÍ. Íàëè-
÷èå ñïåöèàëüíîãî ýíäêåïèíãà ìîæåò ïðèâîäèòü ê èç-
ìåíåíèþ â ñåëåêòèâíîñòè è åìêîñòè.

Ïî ðåçóëüòàòàì ýêñïåðèìåíòîâ èññëåäîâàííûå íå-
ïîäâèæíûå ôàçû ìîæíî ðàçäåëèòü íà äâå ãðóïïû. Ê
ïåðâîé ãðóïïå îòíîñÿòñÿ ôàçû “Luna C18(2)” è
“Gemini C18”, à êî âòîðîé – “Synergi Hydro RP” è
“Zorbax SB-C18”. Ðàçëè÷èå ìåæäó ýòèìè ãðóïïàìè
õîðîøî çàìåòíî ïðè ðÍ 1,5–1,8. Ðÿäû ñåëåêòèâíîñòè
äëÿ íåïîäâèæíûõ ôàç “Luna C18(2)”  è “Synergi
Hydro RP” ïðèâåäåíû íà ðèñ. 2.

Ïðè ðàçäåëåíèè âèòàìèíîâ íà íåïîäâèæíûõ ôàçàõ
“Luna C18(2)” è “Gemini C18” ïðè ðÍ 1,5–1,8 íèêîòè-
íîâàÿ êèñëîòà ýëþèðóåòñÿ ïåðåä àñêîðáèíîâîé êèñëî-
òîé. Ïèêè ýòèõ ñîåäèíåíèé õîðîøî ðàçðåøåíû ìåæäó
ñîáîé è ñ ïèêîì íèêîòèíàìèäà. Ïèêè òèàìèíà, íèêî-
òèíàìèäà è äðóãèõ ïîëÿðíûõ ñîåäèíåíèé ñèììåòðè÷-
íû, ðàçðåøåíèå äîñòàòî÷íî äëÿ îäíîâðåìåííîãî êîëè-
÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ òèàìèíà, íèêîòèíàìèäà, íè-
êîòèíîâîé è àñêîðáèíîâîé êèñëîò. Çíà÷åíèÿ âðåìåíè
óäåðæèâàíèÿ äëÿ ïàð ðèáîôëàâèí–ðèáîôëàâèí-5-ôîñ-
ôàòà è òèàìèí–òèàìèí ôîñôàò ïðàêòè÷åñêè ñîâïàäà-
þò, ÷òî íå ïîçâîëÿåò ðàçäåëèòü ýòè ñîåäèíåíèÿ. Êðî-
ìå òîãî, âðåìÿ óäåðæèâàíèÿ öèàíîêîáîëàìèíà òàêæå
î÷åíü áëèçêî ê âðåìåíè óäåðæèâàíèÿ ðèáîôëàâèí-5-
ôîñôàòà. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî âðåìÿ óäåðæèâàíèÿ
ñîåäèíåíèé íà êîëîíêå “Gemini C18” íåñêîëüêî ìåíü-
øå, ÷åì íà îñòàëüíûõ êîëîíêàõ. Ïðè ðàçäåëåíèè ñ
èñïîëüçîâàíèåì êîëîíîê “Synergi Hydro” è “Zorbax SB
C18” ïðè ðÍ 1,5–1,8 àñêîðáèíîâàÿ êèñëîòà ýëþèðóåò-
ñÿ ïåðåä íèêîòèíîâîé êèñëîòîé, ïðè ýòîì ïèêè ñîåäè-
íåíèé íå ðàçäåëåíû äî áàçîâîé ëèíèè. Ïèêè íèêîòèíà-
ìèäà è òèàìèíà íåñêîëüêî íåñèììåòðè÷íû, ïðè÷åì
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íè ïðè îäíîì èç çíà÷åíèé ðÍ íå óäàåòñÿ äîáèòñÿ îä-
íîâðåìåííîãî ïîëíîãî ðàçðåøåíèÿ ïèêîâ òèàìèíà, íè-
êîòèíàìèäà, àñêîðáèíîâîé è íèêîòèíîâîé êèñëîò.

Ðàçëè÷èÿ â ñåëåêòèâíîñòè è ïîðÿäêå ýëþèðîâàíèÿ
âèòàìèíîâ íà ðàçíûõ ôàçàõ ñâÿçàíî, ñêîðåå âñåãî, ñ
íàëè÷èåì ó âòîðîé ãðóïïû íåïîäâèæíûõ ôàç ãèäðî-
ôèëüíîãî ýíäêåïèíãà, îáåñïå÷èâàþùåãî äîïîëíèòåëü-
íûå âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ïîëÿðíûìè ñîåäèíåíèÿìè, ÷òî
è ïðèâîäèò ê íåñêîëüêî ëó÷øåé ñåëåêòèâíîñòè â ïà-
ðàõ ðèáîôëàâèí–ðèáîôëàâèí-5-ôîñôàò è òèàìèí–òèà-
ìèí ôîñôàò, à òàêæå ê óâåëè÷åíèþ âðåìåíè óäåðæè-
âàíèÿ íèêîòèíîâîé êèñëîòû è íåêîòîðîé íåñèììåò-
ðè÷íîñòè ïèêîâ òèàìèíà è íèêîòèíàìèäà.

Ê ñîæàëåíèþ, ïîëíîãî ðàçäåëåíèÿ âñåõ èññëåäóå-
ìûõ  âèòàìèíîâ è âèòàìåðíûõ ôîðì íå óäàåòñÿ äîñ-
òè÷ü íè ïðè îäíîì èç çíà÷åíèé ðÍ íè íà îäíîé èç
íåïîäâèæíûõ ôàç. Îäíàêî â ðåàëüíûõ ìåäèöèíñêèõ
ïðåïàðàòàõ, ïðåìèêñàõ, ÁÀÄ è âèòàìèíèçèðîâàííûõ
ïðîäóêòàõ, êàê ïðàâèëî, âèòàìèíû ïðèñóòñòâóþò
òîëüêî â îäíîé èç ôîðì, ïîýòîìó â áîëüøèíñòâå ñëó-
÷àåâ ìîæíî ïîäîáðàòü ïîäõîäÿùèå óñëîâèÿ äëÿ ðàç-
äåëåíèÿ ïðèñóòñòâóþùèõ âèòàìèíîâ. Ïðèåìëåìîå
ðàçäåëåíèå áîëüøèíñòâà âèòàìèíîâ ìîæåò áûòü ïî-
ëó÷åíî ïðè ðàçíûõ çíà÷åíèÿõ ðÍ. Îäíàêî íàèëó÷øåãî
ðàçðåøåíèÿ óäàåòñÿ äîáèòüñÿ ïðè çíà÷åíèè ðÍ 1,5–
1,8. Êðîìå òîãî, áîëüøèíñòâî âèòàìèíîâ áîëåå ñòà-
áèëüíî â êèñëîé ñðåäå. Ïðè íåîáõîäèìîñòè ïîëíîãî
ðàçäåëåíèÿ íèêîòèíîâîé è àñêîðáèíîâîé êèñëîò öåëå-
ñîîáðàçíî èñïîëüçîâàòü ôàçû ïåðâîé ãðóïïû, à ïðè
íåîáõîäèìîñòè ðàçäåëÿòü ïàðû ðèáîôëàâèí–ðèáîôëà-
âèí-5-ôîñôàò – íåïîäâèæíûå ôàçû âòîðîé ãðóïïû.

Âëèÿíèå ïðîôèëÿ ãðàäèåíòíîãî ýëþèðîâàíèÿ
Îäíî èç îñíîâíûõ óñëîâèé äëÿ äîñòèæåíèÿ íàè-

áîëåå ýôôåêòèâíîãî ðàçäåëåíèÿ âåùåñòâ – âûáîð
îïòèìàëüíîãî ãðàäèåíòíîãî ðåæèìà. Èñïîëüçóÿ ðàç-
ëè÷íûå ãðàäèåíòíûå ïðîôèëè, ìîæíî äîáèòüñÿ õîðî-
øåãî ðàçðåøåíèÿ õðîìàòîãðàôè÷åñêèõ ïèêîâ âå-
ùåñòâ, èìåþùèõ áëèçêèå çíà÷åíèÿ âðåìåíè óäåðæè-
âàíèÿ, à òàêæå ñóùåñòâåííî ñíèçèòü îáùåå âðåìÿ
ïðîâåäåíèÿ àíàëèçà.

Ïðè âàðüèðîâàíèè óñëîâèé ãðàäèåíòíîãî ýëþèðîâà-
íèÿ èçìåíÿëè íà÷àëüíóþ êîíöåíòðàöèþ àöåòîíèòðèëà,
ïðîäîëæèòåëüíîñòü íà÷àëüíîãî èçîêðàòè÷åñêîãî ó÷àñ-
òêà, ñêîðîñòü óâåëè÷åíèÿ êîíöåíòðàöèè àöåòîíèòðèëà,
êîíå÷íóþ êîíöåíòðàöèþ àöåòîíèòðèëà, ïðîäîëæèòåëü-
íîñòü ýëþèðîâàíèÿ. Â êîíöå êàæäîãî õðîìàòîãðàôè-
÷åñêîãî îïðåäåëåíèÿ íà êîðîòêîå âðåìÿ óâåëè÷èâàëè
êîíöåíòðàöèþ àöåòîíèòðèëà äî 50% äëÿ òîãî, ÷òîáû
ýëþèðîâàòü ñèëüíîóäåðæèâàåìûå ïðèìåñè ñ êîëîíêè.
Ïîñëå êàæäîãî ãðàäèåíòíîãî ýëþèðîâàíèÿ õðîìàòî-
ãðàôè÷åñêóþ ñèñòåìó óðàâíîâåøèâàëè ïðè èñõîäíûõ
óñëîâèÿõ â òå÷åíèå 6 ìèí. Èññëåäîâàííûå ãðàäèåíò-
íûå ïðîôèëè ïðèâåäåíû â òàáë. 1.

Ïðè ïîäáîðå îïòèìàëüíûõ óñëîâèé ãðàäèåíòíîãî
ýëþèðîâàíèÿ â êà÷åñòâå òåñòîâîé ñìåñè èñïîëüçîâà-
ëè ñòàíäàðòíóþ ñìåñü âèòàìèíîâ. Äëÿ âñåõ ýêñïå-
ðèìåíòîâ â êà÷åñòâå êîìïîíåíòîâ ïîäâèæíîé ôàçû
ïðèìåíÿëè 0,6%-þ ôîñôîðíóþ êèñëîòó c ðÍ 1,76 è
àöåòîíèòðèë. Â ðÿäå ðàáîò è ìåòîäèê [1, 2], ïîñâÿ-
ùåííûõ îïðåäåëåíèþ âèòàìèíîâ, íà÷àëüíûé ýòàï ãðà-
äèåíòíîãî ýëþèðîâàíèÿ îñóùåñòâëÿåòñÿ ïðè íåíóëå-
âîì ñîäåðæàíèè àöåòîíèòðèëà. Ïî-âèäèìîìó, ýòî

Ðèñ. 2. Ðÿäû ñåëåêòèâíîñòè äëÿ íåïîäâèæíûõ ôàç “Luna C18(2)” è “Synergi Hydro RP”.  ðÍ ïîäâèæíîé ôàçû 1,7. Óñëîâíûå
îáîçíà÷åíèÿ: 1 – ïèðèäîêñàìèí, 2 – òèàìèí ôîñôàò, 3 – òèàìèí, 4 – íèêîòèíàìèä, 5 – àñêîðáèíîâàÿ êèñëîòà, 6 – íèêîòèíîâàÿ êèñëîòà,
7 – ïèðèäîêñàëü, 8 – ïèðèäîêñèí, 9 – ïàíòîòåíîâàÿ êèñëîòà, 10 – ôîëèåâàÿ êèñëîòà, 11 – öèàíîêîáîëàìèí, 12 – ðèáîôëàâèí-5-ôîñôàò,

13 – ðèáîôëàâèí, 14 – áèîòèí
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ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî íåêîòîðûå êîëîíêè ïðè ðàáîòå â
100%-é âîäíîé ñðåäå òåðÿþò ñâîè ñâîéñòâà èç-çà òàê
íàçûâàåìîãî êîëëàïñà C18-ãðóïï. Ïðè ïîäáîðå îïòè-
ìàëüíûõ óñëîâèé ðàçäåëåíèÿ âàðüèðîâàëè íà÷àëüíîå
ñîäåðæàíèå àöåòîíèòðèëà â ïîäâèæíîé ôàçå. Óñòàíîâ-
ëåíî, ÷òî íàèëó÷øåãî ðàçäåëåíèÿ ñëàáîóäåðæèâàåìûõ
ñîåäèíåíèé óäàåòñÿ äîñòè÷ü ïðè íóëåâîì ñîäåðæàíèè
àöåòîíèòðèëà. Óâåëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ àöåòîíèòðèëà
ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ âðåìåíè óäåðæèâàíèÿ è ê óõóä-
øåíèþ ðàçðåøåíèÿ ìåæäó ïèêàìè ñîñåäíèõ ñîåäèíå-
íèé. ßâëåíèå êîëëàïñà Ñ18-ãðóïï äëÿ èñïîëüçîâàííûõ
êîëîíîê íå íàáëþäàëè.

Ëó÷øèì ãðàäèåíòíûì ðåæèìîì äëÿ ðàçäåëåíèÿ
âîäîðàñòâîðèìûõ âèòàìèíîâ îêàçàëñÿ ãðàäèåíò ¹ 1.
Åãî èñïîëüçîâàíèå ïîçâîëèëî ïîëó÷èòü íå òîëüêî õî-
ðîøåå ðàçðåøåíèå ýôôåêòèâíîñòè è ñèììåòðè÷íûå
ôîðìû ïèêîâ àíàëèçèðóåìûõ âåùåñòâ, íî è äîñòàòî÷-
íî ðàâíîìåðíóþ ñåëåêòèâíîñòü îïðåäåëåíèÿ âèòàìè-
íîâ â äèàïàçîíå îò 3 äî 25 ìèí.

Âëèÿíèå òåìïåðàòóðû
Âûáîð è ïîääåðæàíèå îïòèìàëüíîé òåìïåðàòóðû

êîëîíêè âàæíî äëÿ óñïåøíîãî ðàçäåëåíèÿ è îïðåäåëå-
íèÿ àíàëèçèðóåìûõ âåùåñòâ. Èçâåñòíî, ÷òî ïðîöåññ
ñîðáöèè ñîåäèíåíèÿ íà èñïîëüçóåìîé íåïîäâèæíîé
ôàçå ÿâëÿåòñÿ ýêçîòåðìè÷åñêèì, ïîýòîìó èçìåíåíèå
òåìïåðàòóðû êîëîíêè â òîé èëè èíîé ìåðå âëèÿåò íà
ðàâíîâåñèå äàííîãî ïðîöåññà. Ýòî ïðèâîäèò ê èçìåíå-
íèþ âðåìåíè óäåðæèâàíèÿ àíàëèçèðóåìûõ ñîåäèíåíèé è
ýôôåêòèâíîñòè èõ õðîìàòîãðàôè÷åñêèõ ïèêîâ.

Äëÿ èññëåäîâàíèÿ âëèÿíèÿ òåìïåðàòóðû ìû ïðîâå-
ëè ñåðèþ ýêñïåðèìåíòîâ ïðè çíà÷åíèÿõ òåìïåðàòóðû
òåðìîñòàòà êîëîíêè îò 20 äî 60°Ñ âêëþ÷èòåëüíî ñ
øàãîì â 10°Ñ. Âåðõíèé ïðåäåë âûáèðàëñÿ èç ñîîá-
ðàæåíèé ñòàáèëüíîñòè íåïîäâèæíîé ôàçû. Âñå ýêñïå-
ðèìåíòû ïðîâîäèëè â ãðàäèåíòíîì ðåæèìå ¹ 1.

Êàê è ïðåäïîëàãàëîñü, c óâåëè÷åíèåì òåìïåðàòóðû
íàáëþäàåòñÿ óìåíüøåíèå âðåìåíè óäåðæèâàíèÿ ñîåäè-
íåíèé. Îäíàêî ñóùåñòâåííîãî ñíèæåíèÿ âðåìåíè óäåð-
æèâàíèè äîáèòüñÿ íå óäàëîñü, ìàêñèìàëüíîå èçìåíå-
íèå ïðè ïåðåõîäå îò 20 ê 60°Ñ ñîñòàâëÿëî 1,5–2 ìèí
äëÿ âñåõ âèòàìèíîâ. Óìåíüøåíèå âðåìåíè óäåðæèâàíèÿ
äëÿ ðàçíûõ âèòàìèíîâ ïðîèñõîäèò ïðàêòè÷åñêè ñèí-
õðîííî, ïîýòîìó âàðüèðîâàíèå òîëüêî òåìïåðàòóðû
õðîìàòîãðàôè÷åñêîé êîëîíêè íå ïîçâîëÿåò óëó÷øèòü
ðàçäåëåíèå. Êðîìå òîãî, âûÿñíèëîñü, ÷òî ïîâûøåíèå
òåìïåðàòóðû ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ ôëóêòóàöèè áàçî-
âîé ëèíèè, ïîýòîìó âñå äàëüíåéøèå ýêñïåðèìåíòû ïðî-
âîäèëè ïðè òåìïåðàòóðå 20°Ñ.

Òàêèì îáðàçîì, îïòèìàëüíûìè äëÿ ðàçäåëåíèÿ âè-
òàìèíîâ ÿâëÿþòñÿ ñëåäóþùèå óñëîâèÿ: ãðàäèåíòíûé
ïðîôèëü ¹ 1; ýëþåíò À – 0,6%-ÿ ôîñôîðíàÿ êèñëîòà
(ðÍ 1,70); ýëþåíò Â – àöåòîíèòðèë; òåìïåðàòóðà êî-
ëîíêè 20°Ñ. Äëÿ ðàçäåëåíèÿ íèêîòèíîâîé è àñêîðáè-
íîâîé êèñëîò ñëåäóåò èñïîëüçîâàòü êîëîíêè “Luna
C18(2)” èëè “Gemini C18”, à ïðè íåîáõîäèìîñòè ðàç-
äåëÿòü ïàðû ðèáîôëàâèí–ðèáîôëàâèí-5-ôîñôàò è òèà-
ìèí–òèàìèí ôîñôàò – íåïîäâèæíûå ôàçû “Synergi
Hydro C18” èëè “Zorbax SB-C18”. Õðîìàòîãðàììà
ìîäåëüíîé ñìåñè âèòàìèíîâ â âûáðàííûõ óñëîâèÿõ
ïðåäñòàâëåíà íà ðèñ. 3.

Âûáîð óñëîâèé äåòåêòèðîâàíèÿ
Ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ êàæäîãî èç âèòàìèíîâ ðåãèñ-

òðèðîâàëè ñ ïîìîùüþ äåòåêòîðà íà äèîäíîé ìàòðè-
öå. Çíà÷åíèÿ ìàêñèìóìîâ ïîãëîùåíèÿ âèòàìèíîâ ïðè
ðÍ 1,7 ïðèâåäåíû â òàáë. 2. Êîëè÷åñòâåííîå îïðåäå-
ëåíèå êàæäîãî âèòàìèíà ñëåäóåò ïðîâîäèòü ïðè äëè-
íàõ âîëí, ïîçâîëÿþùèõ äîáèòüñÿ íàèëó÷øèõ ïðåäåëîâ
îáíàðóæåíèÿ è äîñòàòî÷íîãî ðàçðåøåíèÿ ìåæäó ïè-
êîì îïðåäåëÿåìîãî âèòàìèíà è ñîñåäíèìè ïèêàìè.
Äëÿ ðÿäà ðåàëüíûõ îáúåêòîâ îïòèìàëüíûå äëèíû
âîëí ìîãëè íå ñîâïàäàòü ñ ìàêñèìóìàìè ïîãëîùåíèÿ.
Ýòî ñâÿçàíî ñ ñîáñòâåííûì ïîãëîùåíèåì êîìïîíåí-
òîâ ìàòðèöû àíàëèçèðóåìîãî îáðàçöà. Ïðè îïòèìèçà-
öèè óñëîâèé îïðåäåëåíèÿ èäåíòèôèêàöèþ ïèêîâ âèòà-
ìèíîâ íà ïîëó÷åííûõ õðîìàòîãðàììàõ ïðîâîäèëè ñ
ïîìîùüþ ïðåäâàðèòåëüíî çàïèñàííîé áèáëèîòåêè
ñïåêòðîâ. Ïðåäåëû îáíàðóæåíèÿ, äèàïàçîíû ëèíåéíî-
ñòè è èñïîëüçîâàííûå äëèíû âîëí äåòåêòèðîâàíèÿ
ïðèâåäåíû â òàáë. 2.

Àíàëèç ðåàëüíûõ îáðàçöîâ
Â ïðåäëîæåííûõ óñëîâèÿõ ìû ïðîâåëè àíàëèçû

ìåäèöèíñêîãî âèòàìèííîãî ïðåïàðàòà “Óíäåâèò”,
ÁÀÄ “Àëôàâèò”, âèòàìèííîãî ïðåìèêñà “GS-vit 12”.
Äëÿ èçâëå÷åíèÿ âèòàìèíîâ èç èññëåäóåìûõ îáúåêòîâ
èñïîëüçîâàëè 1%-é ðàñòâîð ôîñôîðíîé êèñëîòû (ðÍ
1,5).  Ýêñòðàêöèþ âèòàìèíîâ èç èññëåäóåìûõ îáúåê-
òîâ ïðîâîäèëè â óëüòðàçâóêîâîé áàíå. Òî÷íóþ íàâåñêó
àíàëèçèðóåìîãî îáðàçöà ïîìåùàëè â ñòåêëÿííóþ êîë-
áó åìêîñòüþ 250 ìë, çàëèâàëè ýêñòðàãåíòîì è ïîìå-
ùàëè â óëüòðàçâóêîâóþ âàííó. Âåëè÷èíó íàâåñêè ïðå-
ïàðàòà ðàññ÷èòûâàëè òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû ïîëó÷èâ-
øèåñÿ êîíöåíòðàöèè äëÿ âñåõ îïðåäåëÿåìûõ âèòàìè-
íîâ ïîïàäàëè â äèàïàçîí îïðåäåëÿåìûõ êîíöåíòðàöèé.
Äëÿ ïðîâåäåíèÿ àíàëèçà ïðåïàðàòîâ â ôîðìå òàáëå-
òîê íåîáõîäèìî ïðåäâàðèòåëüíî îòîáðàòü 10–20 òàá-



322 ÂÅÑÒÍ. ÌÎÑÊ. ÓÍ-ÒÀ. ÑÅÐ. 2. ÕÈÌÈß. 2010. Ò. 51. ¹ 4

Ðèñ. 3. Õðîìàòîãðàììà ñòàíäàðòíîãî ðàñòâîðà âèòàìèíîâ. Êîëîíêà “Luna C18 (2)” 250x4.6 ìì. Ãðàäèåíò  ¹ 1
(ñì.  â òåêñòå). ÑÔ-äåòåêòèðîâàíèå: 0–3,2 ìèí  292 íì, 3,2–7 ìèí 254 íì, 7–13 ìèí 292 íì, 13–18 ìèí 200 íì, 18–
20 ìèí 297 íì, 20–21 ìèí 360 íì, 21–22,5 ìèí 270 íì, 23–24 ìèí 200 íì. Âèòàìèíû: 1 – ïèðèäîêñàìèí, 2 –
òèàìèí, 3 – íèêîòèíàìèä, 4 – íèêîòèíîâàÿ êèñëîòà, 5 – àñêîðáèíîâàÿ êèñëîòà, 6 – ïèðèäîêñàëü, 7 – ïèðèäîê-
ñèí, 8 – ïàíòîòåíîâàÿ êèñëîòà, 9 – ôîëèåâàÿ êèñëîòà, 10 – öèàíîêîáîëàìèí, 11 – ðèáîôëàâèí, 12 – áèîòèí

ëåòîê, âçâåñèòü èõ, à çàòåì òùàòåëüíî ðàñòåðåòü â
ôàðôîðîâîé ñòóïêå. Ïðè äàëüíåéøèõ ðàñ÷åòàõ ñîäåð-
æàíèå âèòàìèíîâ ïðèâîäèòñÿ ïî îòíîøåíèþ ê ìàññå,

ýêâèâàëåíòíîé îäíîé òàáëåòêå. Äàííûå ïî èçìåðåííî-
ìó è ïàñïîðòíîìó ñîäåðæàíèþ âèòàìèíîâ â èññëåäó-
åìûõ ïðåïàðàòàõ ïðèâåäåíû â òàáë. 3. Êàê âèäíî,

Ò à á ë è ö à  2

Äëèíà âîëíû äåòåêòèðîâàíèÿ è ìåòðîëîãè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè îïðåäåëåíèÿ
âèòàìèíîâ

Âèòàìèí Äëèíà âîëíû, 
íì 

Ïðåäåë 
îáíàðóæåíèÿ, ìã/ë 

Äèàïàçîí 
ëèíåéíîñòè, ìã/ë 

Òèàìèí 244 0,01 0,01–100 

Òèàìèí ôîñôàò 244 0,02 0,02–100 

Íèêîòèíàìèä 244 0,03 0,03–300 

Íèêîòèíîâàÿ êèñëîòà 244 0,2 0,2–200 

Àñêîðáèíîâàÿ êèñëîòà 254 0,03 0,03–200 

Ïèðèäîêñèí 292 0,02 0,02–100 

Ïèðèäîêñàëü 292 0,1 0,1–100 

Ïèðèäîêñàìèí 292 0,3 0,3–100 

Ïàíòîòåíîâàÿ êèñëîòà 200 0,2 0,2–200 

Ôîëèåâàÿ êèñëîòà 297 0,006 0,006–100 

Öèàíîêîáîëàìèí 360 0,2 0,2–100 

Ðèáîôëàâèí-ôîñôàò 270 0,2 0,2–50 

Ðèáîôëàâèí 270 0,005 0,005–10 

Áèîòèí 200 0,2 0,2–100 
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ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû õîðîøî ñîãëàñóþòñÿ ñ ïàñ-
ïîðòíûìè äàííûìè. Ê ñîæàëåíèþ, íå óäàëîñü ïðîâå-
ñòè  îïðåäåëåíèÿ öèàíîêîáîëàìèíà è áèîòèíà â èñ-
ñëåäóåìûõ ïðåïàðàòàõ, ïîñêîëüêó ñîäåðæàíèå ýòèõ
âèòàìèíîâ îêàçàëîñü íèæå ïðåäåëà îáíàðóæåíèÿ èñ-
ïîëüçóåìîãî äåòåêòîðà. Õðîìàòîãðàììà ýêñòðàêòà
äðàæå “Óíäåâèò” ïðèâåäåíà íà ðèñ. 4.

Âûâîäû
Èçó÷åíî âëèÿíèå ðÍ, òåìïåðàòóðû, íåïîäâèæíîé

ôàçû íà óäåðæèâàíèå è ðàçäåëåíèå âèòàìèíîâ. Óñòà-
íîâëåíî, ÷òî îòëè÷èÿ â óäåðæèâàíèè âèòàìèíîâ íà ðàç-

íûõ íåïîäâèæíûõ ôàçàõ ñâÿçàíû, ïî-âèäèìîìó, ñ íàëè-
÷èåì ðàçëè÷íûõ ýíäêåïèðóþùèõ ãðóïï è ðàçíîé ïëîò-
íîñòüþ ïðèâèâêè Ñ18-ãðóïï. Íàèëó÷øåãî ðàçäåëåíèÿ
âèòàìèíîâ è âèòàìåðíûõ ôîðì óäàëîñü äîñòèãíóòü
ïðè ðÍ ïîäâèæíîé ôàçû 1,5–1,8. Âëèÿíèå òåìïåðàòóðû
íà óäåðæèâàíèå âèòàìèíîâ íåçíà÷èòåëüíî. Ïðåäëîæå-
íû õðîìàòîãðàôè÷åñêèå óñëîâèÿ, ïîçâîëÿþùèå ðàçäå-
ëÿòü 12 âîäîðàñòâîðèìûõ âèòàìèíîâ è âèòàìåðíûõ
ôîðì: ýëþåíò À – 0,6%-ÿ ôîñôîðíàÿ êèñëîòà, ðÍ 1,7;
ýëþåíò Á – àöåòîíèòðèë; ãðàäèåíòíûé ïðîôèëü: 0–6
ìèí – 0% Á, 6–15 ìèí – îò 0 äî 18% Á, 15–28 ìèí –
18% Á, 28–29 ìèí – îò 18 äî 50% Á, 29–30 ìèí – îò

Ðèñ. 4. Õðîìàòîãðàììà ýêñòðàêòà äðàæå «Óíäåâèò». Êîëîíêà “Synergi Hydro” 250×4,6 ìì, ãðàäèåíò ¹ 1 (ñì.
â òåêñòå), ÑÔ äåòåêòèðîâàíèå ñì. ðèñ. 3. Âèòàìèíû: 1 – òèàìèí, 2 – íèêîòèíàìèä, 3 – àñêîðáèíîâàÿ êèñëîòà,

4 – ïèðèäîêñèí, 5 – ïàíòîòåíîâàÿ êèñëîòà, 6 – ôîëèåâàÿ êèñëîòà, 7 – ðèáîôëàâèí

Ò à á ë è ö à  3

Îïðåäåëåíèå ñîäåðæàíèÿ âèòàìèíîâ â ðåàëüíûõ îáúåêòàõ (n = 3, p = 0,95)

Àíàëèçèðóåìûå îáúåêòû 

«Óíäåâèò» «Àëôàâèò» Ïðåìèêñ «GS–vit 12» 

Âèòàìèí 

ïàñïîðò, 
ìã/äðàæå 

íàéäåíî, 
ìã/äðàæå 

ïàñïîðò, 
ìã/òàáëåòêó 

íàéäåíî, 
ìã/òàáëåòêó 

ïàñïîðò, 
ã/100ã 

íàéäåíî, 
ã/100ã 

Òèàìèí 2 1,9±0,1 1,5 1,4±0,1 0,46–0,54 0,49±0,02 

Íèêîòèíàìèä 20 19±1 20 20±1 3,7–4,3 4,0±0,2 

Àñêîðáèíîâàÿ êèñëîòà 75 73±3 80 78±3 56–64 62±2 

Ïèðèäîêñèí 3 3,1±0,1 1 1,0±0,05 0,54–0,66 0,61±0,03 

Ïàíòîòåíîâàÿ êèñëîòà 3 3,0±0,1 5 5,0±0,2 2,8–3,2 3,2±0,2 

Ôîëèåâàÿ êèñëîòà 0,07 0,071±0,003 0,2 0,20±0,01 0,045–0,055 0,045±0,003 

Ðèáîôëàâèí 2 2,0±0,1 1,7 1,6±0,1 0,74–0,86 0,81±0,02 
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DETERMINATION OF WATER SOLUBLE VITAMINS IN VITAMIN
PREMIXES, BIOLOGICALLY ACTIVE DIETARY SUPPLEMENTS AND
PHARMACEUTICAL PREPARATION BY HPLC WITH GRADIENT
ELUTION

 A.A. Bendryshev, E.B. Pashkova, A.V. Pirogov, O.A. Shpigun
(Division of Analytical Chemistry)

Influence of the pH of the mobile phase and temperature on the chromatographic separation of 14
vitamins and vitameric forms on four different stationary phases was investigated. The
chromatographic parameters for simultaneous determination of 12 vitamins and vitameric forms
were suggested. The best separation was achieved under the following conditions: gradient
elution mode, pH of eluent A(0,6% phosphoric acid) 1,5–1,8; eluent B – acetonitrile. In order to
separate nicotinic and ascorbic acid, stationary phases Luna C18(2) and Gemini C18, and to
separate riboflavin and riboflavin-5′′′′′- phosphate correspondently – stationary phases  Synergi
Hydro RP and Zorbax SB-C18 are more preferable. The suggested technique was applied for the
determination of vitamins in commercial samples of multivitamin pharmaceuticals and premixes.
The obtained results were in good conclusion with passport data.

Key words: HPLC, chromatography, vitamins, determination, premixes, supplements,
pharmaceutical preparation.
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50 äî 15% Á, 30–31 ìèí – îò 15 äî 0% Á, ñêîðîñòü
ïîòîêà ýëþåíòà 0,8 ìë/ìèí, òåìïåðàòóðà êîëîíêè
20°Ñ. Äëÿ ðàçäåëåíèÿ íèêîòèíîâîé è àñêîðáèíîâîé
êèñëîò ñëåäóåò èñïîëüçîâàòü êîëîíêè “Luna C18(2)”
èëè “Gemini C18”, à ïðè íåîáõîäèìîñòè ðàçäåëÿòü

ïàðû ðèáîôëàâèí–ðèáîôëàâèí-5-ôîñôàò è òèàìèí–òè-
àìèí ôîñôàò – íåïîäâèæíûå ôàçû “Synergi Hydro
C18” èëè “Zorbax SB-C18”. Ïîäîáðàííûå óñëîâèÿ èñ-
ïîëüçîâàíû ïðè îïðåäåëåíèè âèòàìèíîâ â êîììåð÷åñ-
êèõ îáðàçöàõ âèòàìèííûõ ïðåïàðàòîâ.
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