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Получен сорбент для ВЭЖХ – силикагель, послойно двукратно модифицированный 6,10-ионеном
и сульфатом декстрана. Сорбент обладает как гидрофобными, так и гидрофильными и ионообмен-
ными свойствами (за счет наличия гидрофобных анионов и катионов на поверхности). Показана
возможность применения полученного сорбента в методе ВЭЖХ с тандемным масс-спектрометри-
ческим детектированием. Выбраны условия разделения кофеина, парацетамола, доксиламина и
хлорфенирамина в изократическом режиме при элюировании смесями ацетонитрила и ацетатного
буферного раствора. Наиболее успешных результатов удалось добиться при элюировании разделя-
емых веществ подвижной фазой: ацетонитрил–15 мМ ацетатный буферный раствор (ледяная уксус-
ная кислота/ацетат аммония с рН 5.55 в соотношении 10 : 90, по объему). Выбраны условия гради-
ентного элюирования, разработана методика определения следов фармпрепаратов в сыворотке
крови человека в режиме мониторинга множественных реакций (multiple reaction monitoring, MRM)
методом внутреннего стандарта. Параметры источника и MRM-переходов подбирали для каждого
соединения индивидуально. Линейный диапазон градуировочного графика для парацетамола и ко-
феина составил 0.5−200 нг/мл, для доксиламина и хлорфенирамина – 0.05–50 нг/мл. Содержание
фармакологически активных соединений кофеина, парацетамола, доксиламина и хлорфенирамина
в сыворотке крови пациентов, принимавших соответствующие лекарственные препараты, состави-
ло 165.2, 17.3, 10.2, 35.3 нг/мл соответственно.
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В связи с интенсивным развитием фармаколо-
гии возрастает потребность в определении фар-
макологически активных соединений. Их кон-
троль важен не только в самих препаратах и суб-
станциях, но и непосредственно при производстве
[1, 2]. В медицине все чаще становится необходи-
мым определять следовые количества фармпре-
паратов, перечень которых непрерывно растет, в
биологических жидкостях. Наиболее успешно эта
задача решается методом ВЭЖХ на полярных
сорбентах смешанного типа, где реализуются как

гидрофобные, так и гидрофильные взаимодей-
ствия. В качестве таких сорбентов используют и
силикагели, модифицирование различными поли-
мерами [3–7], в том числе полисахаридами [8, 9].
Одним из достаточно простых способов модифи-
цирования поверхности является послойное на-
несение на нее полиэлектролитов, в том числе
полисахаридов. Анионные полимеры хорошо за-
рекомендовали себя в электромиграционных ме-
тодах для решения задач, связанных с разделени-
ем полярных соединений [10–12]. Нанесение раз-
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личными способами полисахаридов, несущих
отрицательный заряд, на внутреннюю поверх-
ность капилляра приводило к повышению селек-
тивности разделения полярных органических со-
единений методом капиллярного электрофореза,
улучшению воспроизводимости результатов [13].

В предыдущих работах [14, 15] нами установле-
но, что поверхность силикагеля, двукратно моди-
фицированного 6,10-ионеном и сульфатом декс-
трана (СД), обладает как гидрофобными, так и
гидрофильными и ионообменными свойствами
(за счет наличия гидрофобных анионов и катио-
нов на поверхности). Такие полиэлектролитные
сорбенты позволяют успешно разделять поляр-
ные органические вещества как кислотной, так и
основной природы. Для определения низких со-
держаний веществ без предварительного концен-
трирования (по возможности в короткие сроки)
необходимо очень чувствительное детектирова-
ние. В связи с этим представляет интерес приме-
нение предложенных нами сорбентов в варианте
ВЭЖХ с тандемным масс-спектрометрическим
детектированием (ВЭЖХ–МС/МС).

Биологические образцы представляют собой
сложные смеси веществ с разными свойствами,
которые могут разрушительно влиять на хромато-
графические колонки и источники ионизации.
Их анализ целесообразно проводить в градиент-
ном режиме элюирования, который предусмат-
ривает стадию очистки колонки после каждого
анализа. Необходимо было проверить совмести-
мость нового полиэлектролитного сорбента с
чувствительным масс-спектрометрическим де-
тектированием. Кроме того, следовало убедиться,
что сорбент можно использовать в работе со
сложными биологическими объектами.

Цель данной работы – показать возможность
использования силикагеля, двукратно модифи-
цированного 6,10-ионеном и СД, в ВЭЖХ–
МС/МС на примере определения кофеина, пара-
цетамола, хлорфенирамина и доксиламина в сы-
воротке крови человека. Кофеин, парацетамол и
хлорфенирамин входят в состав препарата “Грип-
постад С”, доксиламин – в состав препарата “До-
нормил”.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В качестве матрицы сорбента использовали
силикагель Kromasil 100−5-Sil (сферические ча-
стицы размером 5 мкм, площадь поверхности
300 м2/г, размер пор 100 Å, Ekachemicals, Шве-
ция). Для синтеза сорбента использовали сульфат
декстрана (молекулярная масса 15.0 кДа, Sigma-
Aldrich, США); 6,10-ионен и 0.001 М раствор
NaOH. 6,10-Ионен, синтезированный по реакции
Меншуткина [14], имел элементный состав С –
46.26%, Н – 8.54%, N – 6.67% и молекулярную

массу 10.0 кДа. Для синтеза 6,10-ионена исполь-
зовали N,N,N',N'-тетраметил-1,6-гександиамин
и 1,10-дибромдекан (Sigma-Aldrich, США).

Для приготовления подвижных фаз (ПФ) ис-
пользовали ацетонитрил (Panreac, Испания), де-
ионизованную воду (Milli-Q, I class), ацетат ам-
мония (Sigma-Aldrich, США), фосфатный буфер-
ный раствор (ФБ). Для приготовления ФБ
точные навески твердых дигидрофосфата калия и
тригидрата гидрофосфата калия (Реахим, Россия)
растворяли в воде. Водную составляющую ПФ
для исследования методом ВЭЖХ–МС/МС гото-
вили путем растворения 385 мг ацетата аммония в
воде с последующим доведением до значения
pH 5.55 по pH-метру путем добавления ледяной
уксусной кислоты (Sigma-Aldrich, США). Сыво-
ротка крови человека была предоставлена НМИЦ
Эндокринологии Минздрава РФ.

Исходные растворы парацетамола, хлорфени-
рамина, доксиламина, кофеина (Sigma-Aldrich,
США) с концентрацией 1 мг/мл готовили раство-
рением точной навески в воде с последующим
разбавлением до необходимой концентрации.
Градуировочные образцы сыворотки крови гото-
вили путем добавления 10 мкл концентрирован-
ных водных растворов определяемых соединений
в 990 мкл сыворотки крови людей, не принимав-
ших препараты, содержащие кофеина, парацета-
мола, хлорфенирамина и доксиламина.

Оборудование. Использовали жидкостной хро-
матограф LC-20 (Shimadzu, Япония) со спектрофо-
тометрическим детектором SPD-10AV (детектиро-
вание проводили при 235 нм) и насосом LC-10AT.
Информацию обрабатывали с помощью програм-
мы LC Solution. Объем петли-дозатора 20 мкл.

Для исследований методом ВЭЖХ–МС/МС ис-
пользовали жидкостной хроматограф Agilent 1200
(Agilent, США), оснащенный дегазатором, четы-
рехканальным насосом с градиентным смесите-
лем низкого давления, автоматическим дозато-
ром с петлей объемом 100 мкл и термостатом ко-
лонок. Расход элюента 1.0 мл/мин, объем пробы
5 мкл, температура колонки 25 ± 0.5°С. Детекти-
ровали с помощью масс-спектрометра AB Sciex
QTrap 5500 (AB Sciex, Канада), оснащенного ис-
точником ионизации Turbo V (в режиме иониза-
ции электрораспылением) с Т-образным пере-
ходником и встроенным шприцевым насосом.
Параметры источника в режиме MRM (multiple
reaction monitoring) и MRM-переходов подбирали
для каждого соединения индивидуально. Сбор
данных и обработку хроматограмм проводили с
помощью программного обеспечения Analyst 1.6.2.

Использовали центрифугу 5415R (Eppendorf,
Германия), для вакуумного концентрирования –
вакуумную центрифугу Christ RVC 2-25 CDplus
(Martin Christ, Германия).
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Синтез сорбента. Силикагель Kromasil 100-5-Sil
массой 2.80 г активировали 0.001 М раствором
NaOH, затем 2 раза промывали водой. Активиро-
ванную поверхность силикагеля обрабатывали
40 мл раствора 6,10-ионена (0.07 г/мл) в течение
20 мин при 60°С в ультразвуковой (УЗ) ванне.
Раствор оставляли на сутки, затем 2 раза промы-
вали водой. Полученный сорбент обрабатывали
раствором СД (12.5 мг/мл), перемешивая в меха-
ническом смесителе 40 мин. Полученную смесь
оставляли на ночь, после чего повторяли проце-
дуры нанесения 6,10-ионена и СД по данной ме-
тодике.

Синтезированным сорбентом заполняли
стальную колонку размером 100 × 4.6 мм при по-
мощи насоса Knauer K-1900 под давлением
300−350 бар суспензионным методом. Для этого
навеску сорбента вносили в 20 мл растворителя и
гомогенизировали полученную суспензию в УЗ-
ванне в течение 2 мин, затем заполняли колонку.

Пробоподготовка. К аликвоте сыворотки кро-
ви (300 мкл) добавляли 50 мкл внутреннего стан-
дарта (фенацетин, водно-метанольный раствор
90 : 10, по объему, 100 нг/мл). После этого добав-
ляли 650 мкл ацетонитрила. Полученную смесь
центрифугировали при 4°С со скоростью
13200 об./мин в течение 10 мин. 900 мкл надоса-
дочного раствора помещали в вакуумную центри-
фугу и высушивали при 1400 об/мин при 45°С в
течение 1.5 ч. Полученный остаток растворяли в
900 мкл ПФ в УЗ-ванне, затем центрифугировали
от нерастворимого осадка в течение 5 мин при
13200 об/мин. Полученный раствор использова-
ли непосредственно для хроматографического
определения.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В работе [15] изучено влияния состава ПФ

(природы и содержания органического модифи-
катора, концентрации и рН буферного раствора)
на хроматографическое поведение ряда азотсо-
держащих фармакологически активных веществ,
в том числе кофеина хлорфенирамина и доксил-
амина, и показано, что лучшая селективность и
эффективность разделения в изократическом ре-
жиме достигается при элюировании смесью
15 мМ фосфатного или цитратного буферного рас-
твора (рН 6.5) и ацетонитрила (95 : 5, по объему).
Мы скорректировали эти условия c поправкой на
масс-спектрометрическое детектирование. Для
обеспечения нормального функционирования ис-
точника ионизации электрораспылением исполь-
зование солевых буферных растворов на основе
нелетучих солей нежелательно. Для предотвра-
щения его быстрого загрязнения в качестве бу-
ферного раствора использовали 5 мМ раствор
ацетата аммония, подкисленного уксусной кис-
лотой до pH 5.55. Наиболее успешных результа-

тов удалось добиться при элюировании разделяе-
мых веществ ПФ ацетонитрил–15 мМ ацетатный
буферный раствор (ледяная уксусная кисло-
та/ацетат аммония) с рН 5.55 (10 : 90, по объему).

Выбор условий масс-спектрометрического де-
тектирования проводили путем прямого ввода
шприцевом раствора каждого из определяемых
компонентов через Т-образный переходник в по-
ток элюента (1 мл/мин), подаваемый непосред-
ственно в источник ионизации. Для каждого ком-
понента записывали масс-спектр и определяли
параметры источника ионизации для достижения
наибольшей интенсивности основного иона. Ос-
новными параметрами в данном случае были по-
токи газа-распылителя (gas 1, GS1) (очищенный
воздух), турбо-газа (gas 2, GS2) (очищенный воз-
дух) и газа-завесы (curtain gas, CUR) (сверхчистый
азот), а также температура турбо-газа (tempera-
ture, TEM) и потенциал на капилляре источника.
В результате варьирования указанных выше пара-
метров установили, что наиболее удачными явля-
ются следующие значения: давление газа-распы-
лителя 50 psi (3.45 бар), турбо-газа 70 psi
(4.83 бар), температура турбо-газа 600°С, потен-
циал на капилляре 5.5 кВ.

Выбранные условия ионизации использовали
для подбора MRM-переходов и параметров ион-
ной оптики. MRM-переходы подбирали путем
анализа масс-спектров фрагментных ионов про-
тонированных молекул аналитов ([M + H]+) по-
средством изменения энергии соударений (colli-
sion energy, CЕ) в диапазоне 5−100 В с шагом 1 В в
ходе записи масс-спектра. Из полученных масси-
вов данных выбирали энергии соударений, при
которых наиболее характерные ионы имели наи-
большую интенсивность. Аналогичным образом
подбирали потенциалы декластеризации (decluster-
ing potential, DP, диапазон сканирования 20–200 В),
потенциалы входа в первый квадруполь Q1 (enter-
ance potential, EP, диапазон сканирования 2–15 В) и
выхода из ячейки соударений (collision cell exit po-
tential, CXP, диапазон сканирования 1–55 В). Оп-
тимизированные значения приведены в табл. 1.

Определение азотсодержащих соединений про-
водили методом внутреннего стандарта (рис. 1,
табл. 2) с построением градуировочного графика.
Для этого строили градуировочную зависимость в
координатах отношение площадей пиков фарм-
препарата и внутреннего стандарта−концентра-
ция фармпрепарата. Данную процедуру повторя-
ли на 5 образцах сыворотки крови. Концентрации
градуировочных растворов лежали в диапазоне
0.05–250 нг/мл для всех определяемых соедине-
ний. Линейный диапазон градуировочного гра-
фика для определяемых соединений составил
0.5–200 нг/мл. Уравнения градуировочных зависи-
мостей имеют вид: y = (141 ± 6) × 10–4 x + 80 × 10–4

(R2 = 0.999) для кофеина, y = (299 ± 9) × 10–4 x +
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+ 22 × 10–4 (R2 = 0.999) для парацетамола, y =
= (908 ± 13) × 10–3 x (R2 = 0.998) для доксиламина,
y = (215 ± 11) × 10–3 x (R2 = 0.999) для хлорфенира-
мина. Содержание фармпрепаратов в сыворотке
крови составило 164.5, 18.5, 10.4, 36.4 нг/мл для
кофеина, парацетамола, доксиламина и хлорфе-
нирамина соответственно.

Биологические образцы представляют собой
сложные смеси веществ с разными свойствами и,
следовательно, различными параметрами удер-
живания как на полярных, так и на неполярных
сорбентах. Они могут разрушительно влиять на
хроматографические колонки и источники иони-
зации. В связи с этим целевые компоненты целесо-
образно разделять в градиентном режиме элюиро-
вания, который предусматривает стадию очистки
колонки после каждого анализа.

В качестве основы для выбора градиентного
режима элюирования использовали данные по
разделению в изократическом режиме. В предыду-
щих работах мы достаточно подробно обсуждали
механизм удерживания азотсодержащих фармако-
логически активных соединений на силикагеле,

двукратно модифицированном 6,10-ионеном и СД
[15, 16]. Это сорбент смешанного типа, где в меха-
низме удерживания преобладают гидрофобные и
гидрофильные взаимодействия сорбат–сорбент,
присутствуют также адсорбционные и неспеци-
фические взаимодействия.

Что касается кофеина, то ввиду высокого зна-
чения pKa 14 он находится преимущественно в
нейтральной форме. В его структурной формуле
отсутствует бензольное кольцо и есть пуриновое.
Таким образом, адсорбционные и неспецифиче-
ские взаимодействия с поверхностью сорбента
практически или полностью отсутствуют. Кофе-
ин элюируется первым практически с мертвым
временем колонки. В структурных формулах
остальных определяемых компонентов имеются
основный атом азота и фенольные кольца. Пара-
цетамол (9.38), хлорфенирамин (9.30) и доксил-
амин (8.68) в растворе присутствуют при рН 5.5
преимущественно в протонированной форме (в
скобках указаны значения рKа наиболее ос-
новных атомов азота), потому элюируются до-
вольно быстро и разделение их пиков в таких
условиях представляется непростой задачей. Па-

Таблица 1. Параметры переходов в режиме мониторинга множественных реакций (MRM-переходов)

Соединение Q1 Q3 CE, В DP, В EP, В CXP, В

Кофеин 1 195.1 138.1 27 106 11 16
Кофеин 2 195.1 110.0 33 106 11 13
Парацетамол 1 152.1 110.0 23 75 11 13
Парацетамол 2 152.1 93.0 31 75 11 11
Доксиламин 1 271.2 167.1 52 64 10 20
Доксиламин 2 271.2 182.1 25 64 10 21
Хлорфенирамин 1 275.2 230.2 25 70 10 27
Хлорфенирамин 2 275.2 167.2 55 70 10 20
Фенацетин (внутренний стандарт) 180.1 110.1 27 81 10 14

Рис. 1. Хроматограмма разделения азотсодержащих фармпрепаратов в сыворотке крови человека на силикагеле, дву-
кратно модифицированном 6,10-ионеном и сульфатом декстрана. 1 − кофеин, 2 − фенацетин (внутренний стандарт),
3 − парацетамол, 4 − доксиламин, 5 − хлорфенирамин. ПФ − ацетонитрил−15 мМ ацетатный буферный раствор с
рН 5.55 (10 : 90, по объему), расход ПФ 1 мл/мин.
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рацетамол из всех исследуемых соединений обла-
дает самой простой структурой с пространствен-
ной точки зрения и довольно низким параметром
гидрофобности Ханша – 0.34. В условиях рН 5–6
он существует в нейтральной форме, атом азота в
его амидной группе не способен к протонирова-
нию. Поэтому, возможно, он элюируюется с ко-
лонки значительно быстрее хлорфенирамина и
доксиламина. Установлено, что в механизм удер-
живания таких гидрофобных и аналогичных по
структурной формуле веществ наибольший вклад
вносят гидрофобные взаимодействия сорбат–
сорбент. В связи с этим проиходит существенное
уширение пиков доксиламина и хлорфенирамина
при уменьшении содержания ацетонитрила в
ПФ. Однако при более высоком параметре гидро-
фобности Ханша доксиламин (4.01) удерживается
слабее хлорфенирамина (3.39), т.е. в удержива-
нии на сорбенте данных компонентов участвуют
и гидрофильные взаимодействия сорбат–сор-
бент.

Предварительное разделение проводили при
низком содержании органического растворителя
в ПФ. Для увеличения разрешения пиков таких
компонентов на хроматограмме предложено по-
высить содержание органического растворителя
в ПФ к моменту разделения кофеина и парацета-
мола. Путем варьирования содержания ацетонит-
рила в ПФ установлено, что лучшие результаты
получаются при повышении содержания ацето-
нитрила с 10 до 55% во временном интервале от
0.5 до 1.5 мин с последующим его возвращением к
исходному составу с 4 по 5 мин и уравновешива-
нием колонки с 5 по 7 мин (рис. 2).

Линейный диапазон градуировочного гра-
фика для парацетамола и кофеина составил
0.5−200 нг/мл, для доксиламина и хлорфенира-
мина – 0.05–50 нг/мл. Уравнения градуировочных
зависимостей имеют вид: y = (26.1 ± 0.8) × 10–4x +

+ 1.8 × 10–5 (R2 = 0.999) для кофеина, y = (62.1 ±
± 0.9) × 10–4 x + 12.2 × 10–4 (R2 = 0.999) для пара-
цетамола, y = (577 ± 6) × 10–4 x (R2 = 0.998) для
доксиламина, y = (941 ± 5) × 10–4 x (R2 = 0.999) для
хлорфенирамина. Содержание фармакологиче-
ски активных соединений в сыворотке крови па-
циентов, принимавших соответствующие лекар-
ственные препараты, приведено в табл. 3. Подо-
бранный режим градиентного элюирования на
синтезированном сорбенте позволил значитель-

Таблица 2. Результаты определения кофеина, параце-
тамола, доксиламина и хлорфенирамина в сыворотке
крови человека методом ВЭЖХ–МС/МС в изократи-
ческом режиме (n = 5, P = 0.95)

Примечание: сн – предел количественного определения,
сmin – предел обнаружения.

Фармпрепарат с, нг/мл sr сн, нг/мл сmin, нг/мл

Кофеин 164 ± 3 0.006 1.5 0.5
Парацетамол 18.5 ± 0.8 0.028 1.5 0.5
Доксиламин 10.4 ± 0.4 0.027 0.9 0.3
Хлорфенирамин 36.4 ± 0.4 0.007 0.3 0.1

Рис. 2. Хроматограмма разделения азотсодержащих фармпрепаратов в сыворотке крови человека на силикагеле, дву-
кратно модифицированном 6,10-ионеном и сульфатом декстрана, в градиентном режиме элюирования. 1 – кофеин,
2 – фенацетин (внутренний стандарт), 3 – парацетамол, 4 – доксиламин, 5 – хлорфенирамин.
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Таблица 3. Результаты определения кофеина, параце-
тамола, доксиламина и хлорфенирамина в сыворотке
крови человека методом ВЭЖХ–МС/МС в градиент-
ном режиме элюирования (n = 5, P = 0.95)

Примечание: сн – предел количественного определения,
сmin – предел обнаружения.

Фармпрепарат с, нг/мл sr сн, нг/мл сmin, нг/мл

Кофеин 165 ± 2 0.009 1.5 0.5
Парацетамол 17.3 ± 0.3 0.012 1.5 0.5
Доксиламин 10.2 ± 0.3 0.021 0.05 0.017
Хлорфенирамин 35.3 ± 2.0 0.003 0.05 0.017
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но снизить предел обнаружения некоторых ис-
следуемых соединений (до 17 пг/мл для хлорфе-
нирамина) и повысить воспроизводимость ре-
зультатов.

* * *
Таким образом, полученный силикагель, дву-

кратно модифицированный 6,10-ионеном и суль-
фатом декстрана, можно рекомендовать для реше-
ния сложных задач определения низких концентра-
ций полярных азотсодержащих органических
соединений в сложных биологических и природных
объектах методом ВЭЖХ–МС/МС. Можно про-
гнозировать использование данного сорбента в
других областях аналитической химии для опре-
деления иных классов полярных органических
соединений, например фенолкарбоновых кис-
лот, методом ВЭЖХ–МС/МС.

Работа выполнена в рамках государственного
задания ФГБУ “НЦЭСМП” Минздрава России
№ 056-00154-19-00 на проведение прикладных на-
учных исследований (номер государственного учета
НИР АААА-А18-118021590049-0).
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