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Применение модификаторов при электрофоретическом разделении многокомпонентных смесей
позволяет существенно расширить аналитические возможности метода капиллярного электрофо-
реза. Различные по природе и свойствам, модификаторы электрофоретических систем могут вы-
полнять различные функции: формировать стационарные и псевдостационарные фазы, предотвра-
щать сорбцию определяемых соединений на стенках кварцевого капилляра, способствовать сниже-
нию пределов обнаружения аналитов в процессе концентрирования и т.д. В представленном обзоре
рассмотрены различные варианты применения модификаторов для электрофоретического разделе-
ния и концентрирования аналитов различной природы на примере имидазолиевых ионных жидко-
стей, которые могут выступать в качестве стационарной и псевдостационарной фаз, а также прини-
мать непосредственное участие в онлайн-концентрировании аналитов гидрофильной и гидрофоб-
ной природы.
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Метод капиллярного электрофореза (КЭ) поз-
воляет оценивать аналитические возможности
различных модификаторов при их применении в
качестве стационарных и псевдостационарных
фаз, способных регулировать эффективность и
селективность разделения аналитов, а также
предлагать новые пути внутрикапиллярного кон-
центрирования с их участием. Достижения орга-
нического синтеза, существенно расширили
спектр соединений, способных выполнять роль
таких модификаторов. Для этой цели востребова-
ны поверхностно-активные вещества (ПАВ) [1, 2],
гидрофильные и гидрофобные полимеры [3–6],
дендритные [7] и молекулярно-импринтирован-
ные полимерные материалы, связанные с наноча-
стицами [8, 9], наночастицы [10], ионные жидко-
сти [11–14] и др. Выбор того или иного модифи-
катора в существенной степени обусловлен
природой определяемых аналитов [15]. При вве-
дении в состав фонового электролита (ФЭ) моди-
фикаторы могут выполнять различные функции:
предотвращать сорбцию определяемых соедине-
ний, изменять скорость и направление электро-
осмотического потока (ЭОП), регулировать се-

лективность разделения за счет дополнительных
взаимодействий с аналитами, способствовать ре-
ализации различных режимов капиллярного
электрофореза (мицеллярная электрокинетиче-
ская хроматография, капиллярная электрохрома-
тография, микроэмульсинная электрокинетиче-
ская хроматография, лигандообменный капил-
лярный электрофорез), участвовать в процессах
внутрикапиллярного концентрирования. Наибо-
лее часто для этих целей используют анионные и
катионные ПАВ (додецилсульфат натрия, ДДСН;
цетилтриметиламмоний бромид, ЦТАБ) в кон-
центрации выше критической концентрации ми-
целлообразования (ККМ), а также циклодекстри-
ны (ЦД) и их производные. Проникновение ана-
литов в гидрофобную полость мицелл или
макроциклов обеспечивает дополнительный
вклад в селективность разделения и лежит в основе
некоторых широко применяемых методов кон-
центрирования.

Одним из наиболее универсальных и эффек-
тивных вариантов электрофоретического он-
лайн-концентрирования заряженных и ней-
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тральных соединений является свипинг (sweep-
ing), в основе которого лежит концентрирование
аналитов псевдостационарной фазой (мицелла-
ми), проникающей в зону образца, не содержа-
щую мицелл. Факторы концентрирования дости-
гают значений 1000–5000. В клинической меди-
цине именно свипинг предпочтителен при
определении следовых количеств биологически
активных веществ в моче, сыворотке и плазме
крови. Наряду с ДДСН [2] и ЦТАБ [1], в форми-
ровании псевдостационарных фаз и процессах
внутрикапиллярного концентрирования успеш-
но применяют и более сложные ПАВ, такие как
“гемини” [16] и диалкилзамещенные ПАВ [17],
для которых характерна более высокая стабиль-
ность и меньшее значение ККМ. Производные
ЦД в условиях мицеллярной электрокинетиче-
ской хроматографии могут одновременно выпол-
нять роль концентрирующих агентов и хираль-
ных селекторов [18, 19]. В работе [18] применение
сульфо-β-ЦД в качестве хиральной псевдостаци-
онарной фазы обеспечило разделение энантио-
меров хлорфенамина с одновременным его кон-
центрированием в 190 раз.

В последние годы успешно зарекомендовали
себя методы онлайн-концентрирования ней-
тральных соединений, основанные на разруше-
нии мицелл (analyte focusing by micelle collapse,
AFMC) [13, 20, 21]. В отличие от процедуры клас-
сического свипинга, мицеллы при таком подходе
добавляют в раствор пробы с высокой проводи-
мостью. В качестве фонового электролита ис-
пользуют разбавленный буферный раствор с низ-
кой проводимостью, не содержащий мицелл.
Мицеллы переносят нейтральные аналиты в
кварцевый капилляр. На границе с ФЭ концен-
трация ПАВ становится ниже их ККМ. В резуль-
тате мицеллы разрушаются и аналиты высвобож-
даются. Повторный перенос и разрушение ми-
целл приводит к концентрированию аналитов.
Аналогичный подход к внутримолекулярному
концентрированию разработан и для заряженных
аналитов (micelle to solvent stacking, MSS) [14].
В этом случае мицеллы в растворе анализируемой
пробы должны иметь заряд, противоположный
заряду определяемых аналитов. В фоновый элек-
тролит добавляют органический растворитель,
либо его вводят в капилляр перед дозированием
пробы. Как и в предыдущем случае, ионогенные
аналиты переносятся мицеллами в кварцевый ка-
пилляр под действием приложенного напряже-
ния. Внутри капилляра они встречаются с зоной
органического растворителя, что приводит к из-
менению ККМ и разрушению или уменьшению
концентрации мицелл в растворе. Свободные
аналиты электрофоретически мигрируют обрат-
но в зону мицелл, вновь взаимодействуя с ними.
Процесс повторяется до тех пор, пока все мицел-
лы в пробе не разрушатся. Это, в свою очередь,

приводит к эффективному концентрированию
ионов пробы.

Причиной разрушения мицелл может стать и
взаимодействие с ЦД (micelle to cyclodextrin stack-
ing, MCDS) [22, 23], что реализовано при концен-
трировании катионных (с использованием ми-
целл ДДСН), анионных (с использованием ми-
целл ЦТАБ) [22] и нейтральных аналитов [23]
(рис. 1). Последовательно в капилляр вводят об-
разец с мицеллами ДДСН и аналитами, а затем
пробку из нейтрального ЦД в растворе фонового
электролита. Под действием напряжения анали-
ты, связанные с отрицательно заряженными ми-
целлами, мигрируют к границе с ЦД, где форми-
руются комплексы включения макроцикла с
ДДСН. Количество свободного ДДСН становит-
ся недостаточным для образования мицелл, что
приводит к высвобождению аналитов на границе
раздела. Далее сконцентрированные аналиты ми-
грируют по направлению к аноду за счет соб-
ственных электрофоретических подвижностей.

Интересный вариант свипинга, обеспечивший
увеличения чувствительности в 25–30 раз при
электрофоретическом определении 16 аминокис-
лот, предложен в работе [24] (рис. 2). Введенные в
фоновый электролит ионы меди(II), обладающие
большей по сравнению с аминокислотами элек-
трофоретической подвижностью, “догоняют”
аналиты, и за счет процессов комплексообразова-
ния ([Cu(AК)n]+2) способствуют их эффективно-
му концентрированию [24, 25].

Подобный подход применен и при электрофо-
ретическом определении ионов тяжелых метал-
лов (Pb, Cd, Cu) с участием ЭДТА в качестве ком-
плексообразователя (динамическое хелатирование)
с достигнутыми факторами концентрирования
33–100 [26].

Модификатор может не только вводиться в
ФЭ и выполнять роль псевдостационарной фазы
и концентрирующего агента, но и быть ковалент-
но связанным или адсорбированным на поверх-
ности кварцевого капилляра [27], что влияет на
скорость и направление электроосмотического
потока и обеспечивает дополнительный резерв
селективности разделения аналитов с реализаци-
ей режима капиллярной электрохроматографии.
Различные типы модификаторов, используемых
для формирования покрытий и предотвращаю-
щих сорбцию аналитов на стенках капилляра, по-
дробно описаны в работе [15].

В последние годы отмечается рост интереса к
применению новых модификаторов и мицелло-
образующих агентов при электрофоретическом
разделении и внутрикапиллярном концентриро-
вания гидрофильных и гидрофобных аналитов.
Это в существенной степени относится к имида-
золиевым ионным жидкостям (ИЖ), применение
которых оказалось весьма перспективным в про-
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цессах формирования динамических и ковалент-
ных покрытий [28–32], псевдостационарных фаз
для реализации режима свипинга [33] и техники
концентрирования с разрушением мицелл [13, 14,
33]. Так, в работе [33] описан пример трехэтапно-
го концентрирования анионных аналитов с ис-
пользованием имидазолиевой ионной жидко-
сти в качестве катионного ПАВ для формирова-
ния мицелл и положительно заряженного
динамического покрытия: ионселективный
стэкинг, свипинг и разрушение мицелл (MSS)
(рис. 3). Капилляр заполняют положительно заря-
женной мицеллярной фазой, далее осуществля-
ют электрокинетический ввод анализируемого
образца и затем вводят метанольную пробку.
При наложении напряжения мицеллы проника-
ют в матрицу пробы и взаимодействуют с анали-
тами. Образующиеся ассоциаты типа мицелла–
аналит мигрируют к границе матрицы пробы с
метанолом. Изменение гидрофобно-гидрофиль-
ного баланса на границе приводит к разрушению
мицелл и высвобождению отрицательно заря-
женных аналитов. Наличие положительно заря-
женного покрытия кварцевого капилляра и его

тип влияют на факторы концентрирования. Сре-
ди исследуемых катионных модификаторов (по-
ли(диаллилдиметиламмоний) хлорид, гексади-
метрин бромид, 1-додецил-3-метилимидазолия
гидросульфат и др.) именно применение имида-
золиевых ИЖ позволило достичь максимальных
факторов концентрирования (1167–2424) при
разделении методом КЭ и онлайн-концентриро-
вании органических кислот [33].

Введение в фоновый электролит ИЖ с неболь-
шим алкильным радикалом и объемным каркас-
ным заместителем не приводит к заметной моди-
фикации стенок кварцевого капилляра: скорость
ЭОП снижается лишь на 20–25%. Напротив, в
случае длинноцепочечных имидазолиевых ИЖ
генерируется сильный анодный ЭОП, что свиде-
тельствует о формировании динамического по-
крытия. Максимальное значение скорости ЭОП
(–62.7 × 10–9 м2/(В с)) наблюдается при концен-
трации ионной жидкости C12MImCl в ФЭ, близ-
кой к критической концентрации мицеллообра-
зования ИЖ (12–15 мМ) [28]. Тем не менее нали-
чие в фоновом электролите ИЖ C4MImCl

Рис. 1. Схема концентрирования анионных аналитов при разрушении мицелл с участием циклодекстрина [22].
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Рис. 2. Электрофореграммы аминокислот до и после свипинга [24].
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(10 мМ) обеспечило повышение эффективности
и селективности разделения биогенных аминов.

Несмотря на простоту формирования динами-
ческих покрытий, растет число работ, в которых
для разделения и концентрирования биологиче-
ски активных аналитов используют ковалентно
связанные стационарные фазы. Это обеспечивает
стабильный ЭОП и высокую воспроизводимость
результатов анализа. Дизайн на основе имидазо-
лиевого катиона прекрасно зарекомендовал себя
и в этой роли.

Нами предложен вариант синтеза ковалент-
ных покрытий на основе имидазолиевого катио-
на, который включает в себя предварительную
подготовку капилляра, формирование слоя-лин-
кера и функционализацию [28, 30] (рис. 4). Под-
готовка капилляра заключалась в активации его
стенок путем травления щелочью и десорбции
координированной воды. Слой-линкер был
синтезирован в форме олигомера 3-глицидил-
пропилтриметоксисилана в результате четырех
последовательных реакций силилирования. Пер-
вый этап фунционализации – реакция нуклео-
фильного замещения имидазолом с раскрытием
оксиранового кольца. Наличие нуклеофила в полу-
ченной на этом этапе структуре покрытия обеспе-
чило возможность последующей функционализа-
ции посредством реакции нуклеофильного замеще-
ния (в нашем случае использованы 1-бромбутан, 1-
бромоктан, а также предварительно синтезирован-
ный для этой цели моно-п-толуолсульфонил-β-
циклодекстрин).

Аналитические характеристики бутил- и окти-
лимидазолиевых покрытий изучены на примере
электрофоретического разделения основных ана-
литов – биогенных аминов. Ковалентная моди-
фикация внутренней стенки кварцевого капилля-
ра предотвратила сорбцию аналитов, а дополни-
тельные π–π-взаимодействия с имидазолиевым
кольцом проявились в улучшении эффективно-
сти и селективности разделения. Применение

различных вариантов онлайн-концентрирования
на таком покрытии позволило существенно сни-
зить пределы обнаружения (ПО) биогенных ами-
нов (при сочетании свипинга с электростэкингом
для бутилового покрытия – 1–2 нг/мл; для окти-
лового – 0.3–1.1 нг/мл). Это, в свою очередь,
обеспечило определение этих нейромедиаторов в
образцах мочи [28].

В серии электрофоретических экспериментов
используемый дизайн синтезированного кова-
лентного покрытия (рис. 4) позволил обнаружить
весьма интересное явление. Наличие в структуре
покрытия β-ЦД обеспечило, помимо электрофо-
ретического определения гидрофильных аналитов,
разделение гидрофобных стероидных гормонов
(гидроксикортизон, кортикостерон, 11-дезоксикор-
тизол) в режиме капиллярной электрохроматогра-
фии за счет их взаимодействия с гидрофобной поло-
стью макроцикла на поверхности капилляра. При
этом циклодекстрин выполнил роль и хирального
селектора, обеспечив разделение энантиомеров
нестероидного противовоспалительного препа-
рата (рис. 5) [30]. Однако в ходе реализации раз-
личных подходов к онлайн-концентрированию
(стэкинг с большим объемом вводимой пробы,
свипинг) с целью увеличения селективности раз-
деления выявились некоторые ограничения. Для
реализации свипинга в качестве мицеллярного
агента мы использовали β-ЦД, гидроксипропил-
β-ЦД, β-ЦД-MImOTs, а также ионные жидкости
С16MImCl и С12MImCl в концентрациях, превы-
шающих значение ККМ. Вместо ожидаемого эф-
фекта роста селективности разделения наблюда-
лось ее снижение. Причиной этого могла стать
блокировка полостей β-ЦД в составе стационар-
ной фазы введенными в фоновый электролит до-
бавками. Для нивелирования нежелательного эф-
фекта испытали вариант с вводом мицеллярной
пробки. Предположили, что введение псевдоста-
ционарной фазы в виде пробки обеспечит допол-
нительный резерв селективности разделения за

Рис. 4. Общая схема синтеза ковалентных покрытий на основе имидазолиевого катиона [28, 30].
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счет взаимодействия с аналитами, не блокируя
полость макроцикла в составе стационарной фа-
зы. Несмотря на то, что ожидаемого улучшения
селективности не произошло, введение мицел-
лярной пробки с ИЖ в качестве мицеллобразую-
щего агента (С16MImCl, С12MImCl в концентра-
ции выше ККМ и 3-метил-1-β-циклодекстрини-
мидазолтозилат) позволило реализовать режим
стэкинга с большим объемом вводимой пробы
(факторы конентрирования 3–10) с сохранением
селективности разделения [35].

Таким образом, применение имидазолиевых
ионных жидкостей в качестве многофункцио-
нальных катионных модификаторов позволяет
контролировать скорость и направление ЭОП за
счет формирования стабильных ковалентных и
динамических покрытий и способствовать сни-
жению пределов обнаружения за счет реализации
онлайн-концентрирования. Некоторые результа-
ты, полученные при работе с имидазолиевыми
ионными жидкостями, суммированы в табл. 1.

* * *

Применение различных модификаторов для
электрофоретического определения и внутрика-
пиллярного концентрирования гидрофобных и
гидрофильных аналитов – одна из активно разви-
вающихся областей капиллярного электрофоре-
за, существенно расширяющая аналитические
возможности этого метода. Сюда можно отнести
увеличение селективности разделения, предот-
вращение сорбции аналитов, снижение пределов
обнаружения и увеличениe чувствительности
анализа, формирование ковалентных и динами-
ческих покрытий, обеспечивающих различные
режимы электрофоретического метода. Особый
интерес представляют полифункциональные мо-
дификаторы, среди которых успешно зарекомен-
довали себя имидазолиевые ионные жидкости.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (номер гранта 19-13-
00370).

Рис. 5. Аналитические возможности ковалентного покрытия на основе β-циклодекстрина и имидазола [34].
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