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Хроматографическое разделение оптических изомеров
происходит в результате различных молекулярных взаимо-
действий хиральной неподвижной фазы и энантиомерных
сорбатов. Возможность разделения зависит как от связы-
вающих, так и отталкивающих взаимодействий сорбата с
поверхностью. Отталкивание определяется либо стеричес-
кими, либо диполь-дипольными взаимодействиями. Свя-
зывающие взаимодействия могут иметь разную природу
(водородные связи, диполь-дипольное взаимодействие,
связи, имеющие электростатическую природу, взаимодей-
ствия с переносом заряда, а также гидрофобные взаимо-
действия в водно-органических системах [1]). Вклад раз-
личных взаимодействий зависит от структуры хирального
селектора.
В настоящее время расширились исследования по изу-

чению свойств природного полисахарида–хитозана при
создании хиральных неподвижных фаз. Наличие в его
структуре гидроксильных групп и свободной  аминогруп-
пы, а также вторичной структуры полимерной частицы
создает возможность различных  взаимодействий хитозана
с полярными  органическими соединениями, что может
привести к интересным хроматографическим результатам.
В литературе описано применение производных хитозана
для получения хиральных неподвижных фаз, но во всех
описанных случаях использовали высокомолекулярный хи-
тозан [2–5], работа с которым осложнена его плохой ра-
створимостью в воде и органических растворителях. Во-
дорастворимый низкомолекулярный хитозан более удобен
для получения хиральных сорбентов как адсорбционных,
так и химически иммобилизованных. Однако в литературе
подобные сорбенты не описаны, поэтому необходимо ис-
следование закономерностей взаимодействия сорбатов
различной природы с поверхностью сорбентов.   Целью
данной работы является изучение удерживающей и разде-
ляющей способности силикагелей, модифицированных хи-
тозаном, в варианте  высокоэффективной жидкостной
хроматографии.

Экспериментальная часть

В работе использовали 0,2%-й раствор низкомолеку-
лярного хитозана (5 кДа, степень дезацетилирования 85%)
в 1 М уксусной кислоте; 0,05 М растворы нитратов каль-
ция и меди, приготовленные по точной навеске; 0,1 М
ацетатный буферный раствор (рН 5). Растворы(0,1–
1мг/мл)  бензола, нафталина, антрацена, трет-бутилбен-
зола, нитробензола, фенола, пара-нитрофенола, орто-,
мета-, пара-нитроанилинов, пара-аминофенола, 2,4-ди-
нитрофенола, диметиламина, триметиламина, триэтилами-
на, изопропиламина, трибутиламина, α-фенилового спир-
та, 1-(4-метокси)фенилэтиламина и соединения А (рис. 1)
готовили растворением в 2-пропаноле или в подвижной
фазе. Для приготовления подвижной фазы использовали
гексан, 2-пропанол, ацетонитрил, хлороформ квалифика-
ции «х.ч.».

Фотометрическое определение хитозана проводили с
кумасси G-250 методом градуировочного графика. Ис-
пользовали фотоэлектроколориметр ФЭК-56 (Россия),
λ = 610 нм, толщина кюветы 1 см.
В качестве сорбентов использовали силикагель Диа-

сорб-130 фирмы («Биохиммак», Россия), Диасорб-130, ад-
сорбционно модифицированный хитозаном, и Силасорб
600 («Lachema»), химически модифицированный хитоза-
ном. Размер частиц сорбентов составлял 10 мкм.
В работе использовали микроколоночный хрома-

тограф «Милихром-4» («Научприбор», Россия, г. Орел),
спектрофотометрический детектор (λ = 254 нм). Колонки
стальные размером (62×2) мм, «мертвый» объем колонки
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Рис. 1.  Структурная формула соединения А



113ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 2. ХИМИЯ. 2000. Т. 42. № 2

120 мкл. Для построения изотерм адсорбции навеску
сорбента 0,05 г вносили в 5 мл раствора хитозана
(5–200) мкг/мл в ацетатном буферном растворе (рН 5) и
встряхивали в течение 30 мин, что, как было установлено
предварительно, достаточно для достижения равновесия.
Концентрацию хитозана (ср), оставшегося в растворе, оп-
ределяли фотометрическим методом и рассчитывали ко-
личество сорбировавшегося хитозана (аs) в мг на г сор-
бента по формуле:

                      аs = 100(сисх – ср),

где сисх – исходная концентрация хитозана в растворе.

Результаты и их обсуждение
Для модификации силикагеля хитозаном можно ис-

пользовать два способа: физическую адсорбцию хитозана
или его химическую иммобилизацию. Первый способ
легче реализуем, поскольку не требует длительного вре-
мени, но во втором случае получаются более стабильные
сорбенты. Для выбора лучших условий адсорбционной
модификации силикагеля изучена адсорбция хитозана на
силикагеле Диасорб-130 и на силикагеле, модифицирован-
ном нитратом кальция или меди. На рис. 2, 3 приведены
изотермы сорбции хитозана. Как видно из рисунков, ха-
рактер изотерм адсорбции хитозана на силикагеле, моди-
фицированном ионами Cu(II) и Ca(II), и немодифициро-
ванном различен. В первом случае достигается плато на
изотерме, а во втором адсорбция растет непрерывно в
исследованном интервале концентрации хитозана. Необхо-
димо отметить, что емкость силикагеля, обработанного
ионами Cu(II), по хитозану в 2 раза выше емкости сили-
кагеля, обработанного ионами Ca(II), и составляет соот-
ветственно 18,5 и 10 мг хитозана на  1 г сорбента. По-ви-
димому,  адсорбция хитозана на поверхности силикагеля,
обработанного ионами металлов, определяется образова-
нием координационных комплексов при взаимодействии
ионов металлов с –ОН- и –NH2-группами хитозана. По-
скольку ион Ca(II) является жесткой кислотой Льюиса, он
способен взаимодействовать лишь с ОН-группами (жест-
ким основанием Льюиса) хитозана, ион Cu(II) взаимодей-
ствует как с –NH2-, так и с –ОН-группами, что  и обус-
ловливает более высокую сорбцию хитозана. Адсорбция

на силикагеле протекает по другому механизму: –ОН- и
–NH2-группы хитозана, вероятно, образуют водородные
связи с силанольными группами на поверхности силика-
геля. Форма изотермы сорбции (рис. 2) свидетельствует
об образовании полислоев хитозана на поверхности сили-
кагеля, в результате чего адсорбционная емкость немоди-
фицированного силикагеля оказывается выше. В дальней-
шей работе в качестве носителя использовали диа-
сорб-130.
Для изучения хроматографических свойств модифици-

рованных хитозаном силикагелей исследовано удержива-
ние соединений различной полярности на силикагеле (I)
и изучаемых сорбентах: II – силикагеле, адсорбционно
модифицированном хитозаном (содержание хитозана
0,5 мас.% ), III, IY – силикагелях, химически модифициро-
ванных хитозаном (содержание хитозана 3,5 мас.%),  и
Y – силикагеле, химически модифицированном хитином
(содержание хитина 3,0 мас.%). Сорбенты III и IY разли-
чаются содержанием 3-аминопропилэтоксисилана (в III
его в 6 раз больше, чем в IY), использованного в каче-
стве «спейсера» при модифицировании силикагеля, а ус-
ловия получения сорбентов III и Y одинаковы. В качестве
тестовых соединений были выбраны некоторые амины,
аминофенолы, нитрофенолы, нитроанилины и аромати-
ческие углеводороды. Полученные данные приведены в
табл. 1.
Как видно из табл. 1, на всех изученных сорбентах

удерживание сорбатов растет с увеличением их полярно-
сти. Силикагель, адсобционно модифицированный хитоза-
ном, близок по своим  свойствам к силикагелю, но явля-
ется более полярной неподвижной фазой. Об этом свиде-
тельствует уменьшение удерживания на нем малополяр-
ных соединений и увеличение удерживания сильнополяр-
ных соединений. Например ,  удерживание  бензола ,
нафталина, антрацена и трет-бутилбензола уменьшает-
ся, а – мета-, пара-нитроанилинов, аминофенола, нит-
рофенола и, особенно, 2,4-динитрофенола увеличивает-
ся. Данная закономерность еще больше проявляется  при
переходе к силикагелям, химически модифицированным
хитозаном (III, IY) и хитином (Y), т.е. при увеличении со-
держания модификатора на поверхности силикагеля от 0,5
до 3,5 мас.%.  На этих сорбентах велико удерживание

Рис. 2. Изотерма сорбции хитозана на силикагеле из ацетатно-
го буферного раствора (рН 5). Объем раствора 5 мл, навеска

силикагеля 0,05 г

Рис. 3. Изотермы сорбции хитозана из ацетатного бу-
ферного раствора (рН 5) на силикагеле, модифициро-
ванном: 1 – ионами Cu(II),  2 – ионами Ca(II). Объем

раствора 5 мл, навеска силикагеля 0,05 г
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нитроанилинов, аминофенола и нитрофенола, а 2,4-ди-
нитрофенол сорбируется необратимо. Различия в удер-
живании нитроанилинов и фенолов на сорбентах III и Y
несущественны, таким образом, силикагели, модифициро-
ванные хитозаном и хитином, содержащие свободную и
ацетилированную  аминогруппы, имеют близкие хрома-
тографические параметры по отношению к сорбатам,
содержащим –OH-, –NH2- и –NO2-группы. Более замет-
но, чем природа модификатора, на хроматографические
свойства сорбентов влияет количество «спейсера». Удер-
живание полярных соединений заметно выше при боль-
шем содержании «спейсера», и этот эффект растет с
увеличением полярности тестируемого вещества. Напри-
мер, значения коэффициентов емкости орто-нитроани-
лина  при уменьшении количества 3-аминопропилсилана
в 6 раз уменьшаются от 3,7 до 1,1, а для пара-нитроани-
лина – от 10,3 до 1,9.

Необходимо отметить, что модифицирование силикаге-
ля, особенно химическим путем, ухудшает эффективность
хроматографических колонок (табл. 2), снижение количе-
ства 3-аминопропилэтоксисилана в процессе модифика-
ции позволяет уменьшить это негативное влияние.
Важным фактором, определяющим  величину удержи-

вания сорбатов и селективность их разделения, является
состав подвижной фазы. В работе использовали подвиж-
ные фазы на основе гексана и хлороформа с добавками
2-пропанола и ацетонитрила. Установлено, что для всех
исследованных сорбентов удерживание тестовых веществ
уменьшалось с увеличением полярности подвижной
фазы. При использовании в качестве подвижной фазы
водно-ацетонитрильных смесей сорбаты практически не
удерживаются на хроматографической колонке. Получен-
ные закономерности указывают, что вещества удерживают-
ся преимущественно по нормально-фазовому механизму.

Коэффициенты емкости
Вещество

I II III IV V

Бензол 0,49±0,021 0,41±0,021 0,55±0,032 0,53±0,032 0,24±0,012

Нафталин 0,60±0,031 0,50±0,031 0,40±0,022 0,58±0,032 0,23±0,012

Антрацен 0,55±0,031 0,50±0,031 0,40±0,022 0,51±0,032 0,24±0,012

Трет-бутилбензол 0,35±0,021 0,35±0,021 0,50±0,032 0,55±0,032 0,24±0,012

Фенол 0,78±0,041 0,60±0,031 1,10±0,12 0,80±0,042 0,60±0,032

Нитробензол 0,60±0,031 0,60±0,031 1,0±0,12 0,55±0,032 1,1±0,12

о-Нитроанилин 1,1±0,062 0,67±0,031 3,7±0,22 1,1±0,12 3,8±0,22

м-Нитроанилин 2,1±0,11 2,5±0,11 6,1±0,32 1,5±0,12 6,8±0,32

п-Нитроанилин 2,6±0,11 2,9±0,21 10,3±0,52 1,9±0,12 11,5±0,62

п-Нитрофенол 0,45±0,023 0,54±0,033 1,8±0,13 0,67±0,032 1,3±0,13

п-Аминофенол 1,5±0,13 2,3±0,13 3,5±0,24 2,6±0,12 4,2±0,25

2,4-Динитрофенол 2,4±0,13 3,7±0,23 не элюир.4 не элюир.4 не элюир.4

Диметиламин 1,7±0,12 1,5±0,12 0,58±0,032 0,70±0,042 0,71±0,042

Триметиламин 0,35±0,22 0,44±0,022 0,69±0,032 0,54±0,032 0,67±0,032

Триэтиламин 0,40±0,022 0,5±0,032 0,73±0,042 0,53±0,032 0,73±0,042

Изопропиламин 5,6±0,32 3,2±0,22 1,5±0,12 1,75±0,12 0,78±0,042

Трибутиламин 0,40±0,022 0,63±0,032 0,42±0,022 0,43±0,022 0,38±0,022

Т а б л и ц а  1

 Коэффициенты емкости стандартных веществ на силикагеле и модифицированных силикагелях.
Сорбенты: I – силикагель; II – силикагель, адсорбционно модифицированный хитозаном; III – силика-
гель, химически модифицированный хитозаном (1); IV – силикагель, химически модифицированный
хитозаном (2); V – силикагель, химически модифицированный хитином. Использованные подвижные
фазы: 1. (80 : 20) – гексан : 2-пропанол; 2. (60 : 40)– гексан : 2-пропанол; 3. (20 : 80) – гексан : 2-пропанол;

4. (20 : 80) – хлороформ :ацетонитрил; 5. ацетонитрил
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Анализ экспериментальных и литературных данных по
механизмам удерживания веществ на полисахаридных
сорбентах [6, 7] позволяет заключить, что при взаимодей-
ствии веществ с силикагелями, модифицированными хи-
тозаном,  происходит образование водородных связей и
вероятны диполь-дипольные взаимодействия и образова-
ние комплесов с переносом заряда. Это подтверждается
высоким удерживанием сорбатов,  имеющих две поляр-
ные группы, особенно –NH2- и –NO2-группы. Стеричес-
кие взаимодействия проявляются слабо, а образование
комплексов включения маловероятно. Об этом свидетель-
ствует тот факт, что удерживание бензола, нафталина, ант-
рацена и трет-бутилбензола практически одинаково и не
зависит от способа модифицирования силикагеля. А так-
же то, что селективность разделения мета- и орто-нитро-
анилинов и пара- и мета-нитроанилинов практически не
различается: коэффициенты селективности варьируются в
пределах от 1,2 до 1,9, а их отношение не превышает 1,1.
Видно, что наибольшей селективностью по отношению

к полярным сорбатам обладает силикагель, химически
модифицированный хитозаном. Поэтому была оценена
способность этого сорбента к хиральному распознаванию

Рис. 4. Хроматограммы некоторых тестовых соединений на силикагеле, химически модифицирован-
ном хитозаном: а – α-фенилового спирта; б – 1-(4-метокси) фенилэтиламина; в – соединения А

(подвижная фаза: (80:20) – гексан:2-пропанол, λ = 254 нм)

на примере α-фенилового спирта, 1-(4-метокси) фенилэ-
тиламина и соединения А. Полученные хроматограммы
представлены на рис. 4. Анализ хроматограмм  и спект-
ров поглощения сорбатов, зарегистрированных в макси-
муме полученных пиков, свидетельствует о наличии при-
месей  в исследованных образцах α-фенилового спирта и
1-(4-метокси)фенилэтиламина и разделении рацемической
смеси соединения А. Как показывает проведенное иссле-
дование, энантиоселективность хитозана невысока. В соот-
ветствии со строением его молекулы, энантиоселектив-
ность может определяться образованием комплексов с
переносом заряда при участии аминогрупп в качестве
электронодонорного компонента, водородных связей с
гидроксильными   группами, гидрофобными взаимодей-
ствиями, образованием стерически селективных комплек-
сов включения или различными комбинациями этих взаи-
модействий. Для изученных сорбентов характерны лишь
первые два фактора, что недостаточно для эффективного
разделения оптических изомеров. Очевидно, необходимо
изменение структуры модификатора как с целью повы-
шения гидрофобности сорбента, так и возможности обра-
зования комплексов включения.
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Число теоретических тарелок
Вещество

I II III IV V

о-Нитроанилин 350 460 115 350 280

м-Нитроанилин 860 520 92 580 195

п-Нитроанилин 1090 1020 80 485 160

Т а б л и ц а  2

 Влияние природы сорбента на эффективность хроматогра-
фических колонок (использованные сорбенты приведены в
табл. 1, подвижная фаза: (60 : 40) – гексан : 2-пропанол)


