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Рекуррентная аппроксимация времен удерживания в обращенно-фазовой высокоэффективной
жидкостной хроматографии, tR(C + ΔC) = atR(C) + b, где С – концентрация ацетонитрила в составе
элюента, ΔC – постоянный “шаг” ее варьирования, на примере шести специально синтезирован-
ных N-замещенных п-толуолсульфонамидов подтверждает наличие аномалий, выявленных ранее
для некоторых сложных полифункциональных органических соединений. Причина таких анома-
лий – присутствие в молекулах сульфонамидных фрагментов –SO2–NH, что приводит к гидрати-
рованию сорбатов в водных растворах, точнее – к изменению соотношения их негидратированных
и гидратированных форм вследствие смещения положений равновесия Х + Н2О  Х ⋅ Н2О (*) в ре-
зультате изменения состава элюента. Об этом же эффекте свидетельствует сильная антибатная за-
висимость индексов удерживания RI(С) всех охарактеризованных сульфонамидов; коэффициенты
dRI/dC варьируют в диапазоне от –1.9 до –4.0, что по абсолютным величинам значительно больше,
чем у не образующих гидраты соединений. Независимым дополнительным подтверждением транс-
формации сорбатов при вариациях состава элюента служит зависимость относительных оптических
плотностей Аотн = А(254)/А(220) от содержания ацетонитрила в элюенте. Это свидетельствует об из-
менениях химической природы хромофоров в молекулах сульфонамидов в зависимости от положе-
ния равновесия (*).
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Особенность высокоэффективной жидкост-
ной хроматографии (ВЭЖХ) состоит в том, что
разделяемые компоненты выходят из хромато-
графической колонки в потоке элюентов, кото-
рые в обращенно-фазовом варианте (ОФ) этого
метода содержат воду. Это определяет возмож-
ность образования сорбатами (Х) их гидратов (ча-
ще всего n = 1):

(1)

В отличие от гидратов неорганических соеди-
нений (прежде всего, солей), образование не ме-
нее многочисленных гидратов органических со-
единений принимают во внимание относительно
редко, что, в том числе, обусловлено нестабиль-
ностью многих из них. Характеристикой образо-
вания гидратов служат константы гидратации

(Kравн), однако из-за экспериментальных сложно-
стей, прежде всего, низкой растворимости мно-
гих органических соединений в воде и их летуче-
сти, они определены лишь для небольшого числа
соединений [1]:

(2)
Если значения Kравн ≪ 1, то присутствием гид-

ратов в водных растворах можно пренебречь, а
исходные (негидратированные) сорбаты могут
быть выделены из таких растворов в неизменном
виде, но если Kравн ≫ 1, то пренебречь можно уже
наличием безводных форм аналитов. При этом
существует некоторая область значений Kравн ≈ 1,
когда в ОФ ВЭЖХ соотношение гидратирован-
ных и негидратированных форм сорбатов в соот-
ветствии с равновесием (1) может в заметной сте-
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пени изменяться при вариациях содержания во-
ды в элюенте в рабочих диапазонах (от ~90 до
10 об. %). Для некоторых соединений это приво-
дит к аномалиям хроматографического удержи-
вания.

Рассмотрение особенностей хроматографиче-
ского удерживания в ОФ ВЭЖХ нескольких ле-
карственных препаратов [2], относящихся к
сложным полифункциональным органическим
соединениям, позволило выявить структурный
фактор, определяющий возможность образова-
ния их гидратов: присутствие в молекуле сульфо-
намидных фрагментов –SO2–NH2 или –SO2–
NH–. Образование гидратов хорошо известно
для многих препаратов, относящихся к классу
сульфонамидов [3–7]. Многие из них образуют
устойчивые кристаллогидраты, следовательно, в
водных растворах (при избытке воды) такие со-
единения тем более существуют в форме гидра-
тов.

Нелинейные зависимости параметров удержи-
вания (tR) от концентрации органического ком-
понента элюента (C) аппроксимируют различны-
ми уравнениями, в том числе Снайдера (  =
= a + bС), Снайдера–Сочевинского, Скотта–Ку-
черы (1/  = a + bC) и другими,  = tR – t0, t0 – вре-
мя удерживания несорбируемого компонента.
Однако для выявления образования гидратов це-
лесообразнее всего оказалось их представление с
использованием линейных рекуррентных соот-
ношений [8–10]:

(3)

где ΔС = const – постоянный “шаг” изменения
концентрации органического модификатора в

R'lg t

R't R't

+ Δ = +R R( ) ( ) ,t C С at C b

составе элюента, a и b – коэффициенты, вычис-
ляемые методом наименьших квадратов. К пре-
имуществам рекуррентной аппроксимации можно
отнести отсутствие необходимости эксперимен-
тального определения или оценки значений t0.

Рекуррентные соотношения применимы к мо-
нотонным функциям целочисленных или равно-
отстоящих значений аргументов и обладают ря-
дом необычных математических свойств. Напри-
мер, они сочетают свойства арифметических и
геометрических прогрессий, а их математически-
ми эквивалентами служат полиномы переменных
степеней [8–10]. Применимость к функциям рав-
ноотстоящих значений аргументов распростра-
няется на свойства, зависящие от температуры,
давления или концентраций компонентов сме-
сей; в нашем случае это концентрации органиче-
ского компонента в составе элюента (С). Каждая
точка на графиках рекуррентных зависимостей
соответствует двум последовательным значени-
ям, а значения аргумента на таких графиках вовсе
не представлены.

Типичный вид графика, соответствующего ре-
куррентной аппроксимации параметров удержи-
вания образующего гидрат сорбата приведен на
рис. 1 (использованы данные для соединения с
тривиальным названием “Пазопаниб” [2]). Две
точки, соответствующие наибольшим значениям
tR и, следовательно, максимальному содержанию
воды в элюенте, отклоняются “вниз” от линии
регрессии, причем при увеличении содержания
воды в элюенте отклонения увеличиваются
(крайняя правая точка на графике).

Рис. 1. (а) Типичный вид графика, соответствующего рекуррентной аппроксимации времен удерживания образующе-
го гидрат сорбата: точки, соответствующие наибольшим значениям tR и, следовательно, максимальному содержанию
воды в элюенте, отклоняются “вниз” от линии регрессии; использованы данные для соединения с тривиальным на-
званием “Пазопаниб”, содержащего фрагмент –SO2–NH2 [2]; (б) структурная формула пазопаниба.
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ЗЕНКЕВИЧ и др.

Подобные аномалии на графиках рекуррент-
ных зависимостей (3) наблюдались только для со-
единений, содержащих фрагменты –SO2–NH2
или –SO2–NH–, т.е. для двух из пяти охарактери-
зованных в работе [2] сорбатов. Иные аномалии,
например, у соединения с тривиальным названи-
ем “Иматиниб” [2] в области высоких содержа-
ний ацетонитрила, обусловлены другими причи-
нами. Для подтверждения того, что наличие суль-
фонамидных фрагментов в молекуле – главная
причина образования гидратов в условиях ОФ
ВЭЖХ (что и приводит к аномалиям рекуррент-
ной аппроксимации параметров удерживания),
были специально синтезированы и охарактеризо-
ваны в [11] три соединения, относящиеся к ряду
N-замещенных п-толуолсульфонамидов (не со-
держат никаких функциональных групп, кроме
сульфонамидных). Однако для их разделения был
использован элюент, содержащий не ацетонит-
рил, а метанол, способный к образованию водо-
родных связей с сорбатами, что усложняет прояв-
ление эффектов гидратации. Возможно, что в ре-
зультате этого только для одного из таких
сульфонамидов (N,N-диэтил-) была выявлена за-
висимость (3), подобная приведенной на рис. 1.

Настоящая работа посвящена подробной ха-
рактеристике особенностей рекуррентной ап-
проксимации параметров удерживания в режиме
ОФ ВЭЖХ шести N-замещенных сульфонамидов
с целью выявления возможного образования их
гидратных форм в системе вода/ацетонитрил.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реактивы, получение реакционных смесей
и их подготовка к анализу

п-Толуолсульфонамиды синтезировали из п-
толуолсульфохлорида (99%, ACROS ORGANICS,
Бельгия) как самого доступного реагента класса
сульфонилхлоридов, и следующих аминов: ал-
лил- (I, “ч.д.а.”, Берлин-Адлерхоф, ГДР), диэтил-
(II, “х.ч.”, Ангарский химический завод), трет-
бутил- (III, 99%, ACROS ORGANICS, Бельгия),
анилин (IV, ХЧ, Березниковский химический за-
вод), бензиламин (V, Merck, Дармштадт, Герма-
ния) и н-гексиламин (VI, доступен в виде гидро-
хлорида, Реахим, Москва):

− − + →
→ − − − + ⋅

3 6 4 2

3 6 4 2
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Гидрохлорид н-гексиламина предварительно
переводили в свободное основание добавлением
к его водному раствору избытка гидроксида на-
трия. Гексиламин экстрагировали (дважды) из
водного раствора хлористым метиленом (“х.ч.”,
“Вектон”, Санкт-Петербург) и сушили над гид-
роксидом калия. К раствору п-толуолсульфохло-
рида с концентрацией 0.06 М в хлористом мети-
лене добавляли 2.5-кратный избыток каждого из
аминов и выдерживали в течение 10 мин. Далее
анализировали непосредственно реакционные
смеси, так как избытки аминов и их солей не ме-
шают УФ-детектированию продуктов реакции,
которые (за исключением анилина) не поглоща-
ют в ближней УФ-области. О некоторых количе-
ствах п-толуолсульфокислоты (в форме аниона)
свидетельствует появление пиков в области вре-
мени удерживания несорбируемого компонента.
В качестве реперных соединений для определе-
ния индексов удерживания и сравнения различ-
ных способов аппроксимации параметров удер-
живания использовали н-алкилфенилкетоны

 c 1 ≤ n ≤ 3 (“ч.д.а.”, Sigma-Aldrich
Rus LLC, Россия).

Приготовление образцов для хроматографического 
анализа

Для приготовления подвижных фаз использо-
вали деионизованную воду (удельное сопротив-
ление 18.2 мОм м), полученную на установке Mil-
li-Q (Millipore, США), и ацетонитрил (HPLC-gra-
dient grade, Panreac, Испания). Дегазирование
элюента осуществляли фильтрованием под ваку-
умом и обработкой приготовленных водно-аце-
тонитрильных смесей ультразвуком с использо-
ванием установки Сапфир ТТЦ, 420 Вт (Сапфир,
Россия). Перед анализом 10 мкл реакционных
смесей разбавляли 10 мл смеси вода–ацетонит-
рил в соотношении 50 : 50 (объемн.), т.е. в 103 раз.
Смесь трех реперных н-алкилфенилкетонов раз-
бавляли в 105 раз.

Условия хроматографического анализа
Хроматографические эксперименты выполня-

ли на жидкостном хроматографе высокого давле-
ния Agilent 1260 Infinity с диодно-матричным де-
тектором при сканировании в диапазоне длин
волн 220–340 нм; обработку хроматограмм про-
водили для длин волн 220 и 254 нм. Для характе-
ристики хроматографического поведения N-за-
мещенных п-толуолсульфонамидов в различных
изократических режимах использовали колонку
Agilent Poroshell 120 EC-CN, 100 × 3.0 мм (размер
частиц сорбента 2.7 мкм). Последовательно уве-
личивали концентрацию ацетонитрила с шагом в
5%. Расход элюента 0.5 мл/мин. Температура ко-
лонки 40°C, объем дозируемых проб 5 мкл. Для

+6 5 2 1C H COC Hn n
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дозирования использовали автосамплер SN
G1329A. Для каждого образца в каждом из режи-
мов проводили по три параллельных определе-
ния; разброс времен удерживания в большинстве
случаев не превышал 0.01–0.02 мин. Времена
удерживания несорбируемого компонента в каж-
дом из режимов вычисляли по временам удержи-
вания трех гомологов реперных н-алкилфенилке-
тонов; полученные значения отличаются от экс-
периментальной оценки, определенной по 0.1 М
водному раствору бромида калия (“х.ч.”, Sigma-
Aldrich), равной 0.94 мин для содержания ацето-
нитрила в составе элюента 50 об. %.

Обработка результатов

Хроматограммы получали, обрабатывали и
хранили в программе Mass Hunter (Agilent Tech-
nologies); для статистической обработки данных
использовали ПО Excel (Microsoft Office, 2010).
Вычисление параметров рекуррентных зависи-
мостей проводили с использованием ПО ORIGIN
(версии 4.1 и 8.1) с шагом варьирования концен-
траций ацетонитрила в элюенте ΔС = 5%. Време-
на удерживания N-замещенных п-толуолсульфо-
намидов и реперных алкилфенилкетонов, а также
вычисленные по ним значения t0 для различных
режимов изократического элюирования приведе-
ны в табл. 1.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Характеристика не образующего гидрат сорбата

Обсуждение результатов целесообразно начать
со сравнения различных способов аппроксима-
ции параметров удерживания соединений, не об-
разующих гидратов в водных растворах. При этом
нет необходимости выбирать дополнительные
сорбаты, так как для этого вполне подойдет один
из реперных н-алкилфенилкетонов, используе-
мых для определения индексов удерживания, на-
пример, бутирофенон. Если значение Kравн (2)
гидратации ацетофенона составляет ∼6.6 × 10–6 [1],
то для бутирофенона оно меньше из-за электро-
нодонорных свойств алкильных групп, следова-
тельно, образованием его гидрата в водных рас-
творах можно пренебречь.

В уравнениях Снайдера–Сочевинского и
Скотта–Кучеры, описывающих зависимости
tR(C) в ОФ ВЭЖХ, фигурируют значения исправ-
ленных времен удерживания ( ), что требует
предварительного экспериментального опреде-
ления или оценки времени удерживания несор-
бируемого компонента (“мертвое” время, t0).
Простейший способ вычисления таких оценок
основан на временах удерживания трех последо-
вательных гомологов одного и того же ряда (ме-
тод Петерсона и Хирша [8, 12]); в газовой хрома-

R't

Таблица 1. Абсолютные времена удерживания (t0, мин) N-замещенных п-толуолсульфонамидов и реперных ал-
килфенилкетонов в различных режимах изократического элюирования (С – содержание CH3CN в элюенте)

Примечание. Значения t0 вычислены по временам удерживания трех гомологов н-алкилфенилкетонов по формуле (4).

C, об. %

Заместители при атоме азота
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(V
)

–
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(V
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85 2.31 2.79 2.58 2.43 2.51 3.20 2.38 2.62 2.89 0.35

80 2.43 3.08 2.78 2.62 2.73 3.72 2.50 2.84 3.24 0.57

75 2.60 3.46 3.05 2.86 3.03 4.42 2.63 3.08 3.62 0.38

70 2.82 3.97 3.41 3.20 3.45 5.42 2.79 3.38 4.11 0.27

65 3.13 4.70 3.92 3.72 4.06 6.92 3.01 3.79 4.80 0.37

60 3.55 5.73 4.62 4.43 4.96 9.21 3.28 4.33 5.73 0.13

55 4.17 7.31 5.70 5.56 6.37 12.96 3.65 5.08 7.08 0.08

50 5.11 9.87 7.39 7.42 8.76 19.75 4.10 6.12 9.12 -0.06
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тографии чаще всего используют н-алканы, а в
ОФ ВЭЖХ то же можно сделать при выборе н-ал-
килфенилкетонов:

(4)

Времена удерживания н-алкилфенилкетонов и
вычисленные по этим данным значения t0 приве-
дены в табл. 1. Они варьируют в широких преде-
лах (от 0.57 до –0.06 мин) и отличаются от экспе-
риментальной величины 0.94 мин, определенной
по бромиду калия для элюента с соотношением
вода/ацетонитрил 50 : 50. График зависимости

(C) для бутирофенона, построенный с учетом
вычисленных значений t0, приведен на рис. 2а.
Примечательно, что на нем отчетливо выявляют-

+ − + +≈ +2
0 2 1 2 1( ) – .)– / 2n n n n n nt t t t t t t

R'lg t

ся два линейных участка в интервалах концентра-
ций 50–65 и 65–80% с перегибом между ними при
С ≈ 65%, а также некоторая аномалия (завыше-
ние) значения  (С = 85%).

Особенность зависимости (C) при высо-
ком содержании ацетонитрила (85%) можно было
бы объяснить проявлением так называемого гид-
рофильного режима хроматографического разде-
ления [13], если бы не ее исчезновение при ис-
пользовании фиксированного экспериментально
определенного значения t0 = 0.94 мин (рис. 2б).
Аномалия точки  при С = 85% при этом исче-
зает, однако сохраняется перегиб в области С ≈
≈ 65%. Рассмотрение причин появления такого
перегиба выходит за рамки настоящего обсужде-

R'lg t

R'lg t

R'lg t

Рис. 2. (а) Зависимости логарифмов времен удерживания ( , мин) бутирофенона от содержания ацетонитрила в
элюенте (С, об. %), значения  вычислены при оценке величин t0 по соотношению (4); (б) то же при использовании
одинакового для всех режимов экспериментально определенного значения t0 = 0.94 мин; (в) не имеющий аномалий
во всем диапазоне 50 ≤ С ≤ 85% график рекуррентной зависимости (3) для бутирофенона, R = 0.9993.
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Рис. 3. (а) Зависимости логарифмов времен удерживания ( , мин) N-аллил-п-толуолсульфонамида (I) от содержа-
ния ацетонитрила в элюенте (С, об. %), параметры линейной регрессии вычислены по четырем наибольшим значени-
ям : a = –0.0179 ± 0.0006, b = 1.60 ± 0.03, R = –0.998, S0 = 0.007; (б) линейная рекуррентная зависимость tR(C + 5%) =
= atR(C) + b, параметры линейной регрессии: a = 0.733 ± 0.004, b = 0.53 ± 0.01, R = 0.99995, S0 = 0.004. Отклонения от
линии регрессии двух точек, отвечающих минимальным концентрациям CH3CN 55–60 и 50–55%, составляют –0.05
и –0.11, соответственно.

(а)

50 60 70 80 90
0.2

0.4

0.6

0.8

(б)

2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5
2.0

3.0

4.0

5.0

lg
(t

R
')

t R
(C

 +
 5

%
),

 м
ин

C(CH3CN), об. % tR(C), мин

Rlg 't

Rlg 't



ЖУРНАЛ ФИЗИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 95  № 9  2021

РЕКУРРЕНТНАЯ АППРОКСИМАЦИЯ ПАРАМЕТРОВ УДЕРЖИВАНИЯ 1419

ния, но важно отметить, что рекуррентное пред-
ставление (3) параметров удерживания бутирофе-
нона (рис. 3в) демонстрирует отсутствие каких-
либо аномалий, а коэффициент корреляции за-
висимости (3) при этом составляет 0.9993. Таким
образом, пример соединения, не образующего
гидратных форм в водных растворах, подтвержда-
ет отсутствие аномалий рекуррентных зависимо-
стей (3).

Выявление корреляций между параметрами
удерживания аналитов различной химической
природы в ОФ ВЭЖХ и составом элюента – наи-
более распространенная форма характеристики
хроматографических свойств как аналитов, так и
сорбентов хроматографических колонок [14–19].
При этом интерпретация линейных зависимо-
стей значительно предпочтительнее, чем нели-
нейных. В таких случаях особый интерес пред-
ставляют отклонения от линейности, так как ча-
ще всего они связаны с проявлениями каких-
либо свойств органических соединений. Так,
наиболее подробно рассмотренным примером
является использование ОФ ВЭЖХ для определе-
ния констант диссоциации органических кислот
[20–23]:

В случае рассматриваемых нами N-замещен-
ных п-толуолсульфонамидов такие кислотно-ос-
новные равновесия можно не принимать во вни-
мание, так как значения (как эксперименталь-
ные, так и расчетные) pKa сульфонамидов CH3–
C6Н4–SO2NHR значительно превышают рН элю-
ента: 10.3 ± 0.2 (R = H), 11.7 ± 0.3 (R = CH3), 10.9
(R = C2H5), 11.8 (R = C3H7) и т.д.

− + + ++ +� �[AH A H и ]ли BH B H .

Рекуррентная аппроксимация времен удерживания 
как способ выявления образования гидратов

N-замещенных п-толуолсульфонамидов

Особенность следующего фрагмента обсужде-
ния состоит в том, что для иллюстрации образо-
вания гидратов, так же как и в работах [2, 11], на-
гляднее всего графическое представление рекур-
рентных зависимостей tR(C + 5%) = atR(C ) + b
вида (3). Поэтому на рис. 3–8 представлены такие
графики для всех шести рассматриваемых N-за-
мещенных п-толуолсульфонамидов (I–VI). На
рисунках (а) приведены “традиционные” зависи-
мости (C), а на рисунках (б) – соответствую-
щие им рекуррентные “эквиваленты” вида (3).

Сравнение рис. 3–8 показывает, что зависимо-
сти (а) для всех шести сульфонамидов имеют
идентичный вид, полностью соответствующий
этой зависимости для бутирофенона (рис. 2а). На
всех графиках проявляется перегиб в области С ≈
65% и аномалии точек, отвечающих концентра-
ции ацетонитрила 85%, обусловленные, как было
показано выше, вариациями параметра t0, в наи-
большей степени влияющими на минимальные
значения времен удерживания, т.е. при высоких
содержаниях ацетонитрила в элюенте. На рис.
3б–8б для всех п-толуолсульфонамидов (I–VI)
приведены графики рекуррентных зависимостей
(3), которые также однотипны. Важно, что для
всех сорбатов не наблюдается никаких аномалий
в области высоких содержаний ацетонитрила в
элюенте (от ~85 до 60%), так что коэффициенты
корреляции линейных регрессий вида (3) для
этих участков составляют от 0.9997 до 0.99999.
Что же касается точек, соответствующих сочета-
ниям концентраций ацетонитрила 60–55 и 55–

R'lg t

Рис. 4. (а) Зависимости логарифмов времен удерживания ( , мин) N,N-диэтил-п-толуолсульфонамида (II) от со-
держания ацетонитрила в элюенте (С, об. %), параметры линейной регрессии вычислены по трем значениям : a =
= –0.0223 ± 0.0001, b = 2.086 ± 0.003, R = –1.000, S0 = 0.0004; (б) линейная рекуррентная зависимость tR(C + 5%) =
= atR(C) + b, параметры линейной регрессии: a = 0.719 ± 0.002, b = 0.59 ± 0.01, R = 0.99999, S0 = 0.01. Отклонения от
линии регрессии двух точек, отвечающих минимальным концентрациям CH3CN 55–60 и 50–55%, составляют –0.16 и
–0.52, соответственно.
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50%, то они, хоть и незначительно, но (различимо
даже визуально) отклоняются “вниз” от линии
регрессии. Для первой из них такие отклонения
по вертикали составляют от –0.05 до –0.40 мин, а
для второй – от –0.11 до –1.62 мин. Величины от-
клонений симбатны абсолютным временам удер-
живания сорбатов, т.е. минимальны для N-ал-
лилсульфонамида, а максимальны для N-гексил-
сульфонамида.

Подобные аномалии полностью аналогичны
наблюдаемым для двух синтетических лекар-

ственных препаратов, содержащих фрагмент
структуры –SO2–NH– (Бозентан и Пазопаниб)
[2], а также для N,N-диэтил-п-толуолсульфона-
мида в системе вода/метанол [11]. Подобные от-
клонения точек (занижение параметров удержи-
вания по сравнению с зависимостью tR(C + 5%) =
= atR(C) + b для более высоких содержаний ацето-
нитрила), соответствующих минимальным со-
держаниям ацетонитрила и, следовательно, мак-
симальным содержаниям воды, означают, что
формы сорбатов в элюенте в этой области более

Рис. 5. (а) Зависимости логарифмов времен удерживания ( , мин) N-трет-бутил-п-толуолсульфонамида (III) от
содержания CH3CN в элюенте (С, об. %), параметры линейной регрессии вычислены по четырем наибольшим значе-
ниям : a = –0.0213 ± 0.0007, b = 1.93 ± 0.04, R = –0.998, S0 = 0.008; (б) линейная рекуррентная зависимость
tR(C + 5%) = atR(C) + b, параметры линейной регрессии: a = 0.56 ± 0.01, b = 0.727 ± 0.004, R = 0.99996, S0 = 0.005. От-
клонения от линии регрессии двух точек, отвечающих минимальным концентрациям CH3CN 55–60 и 50–55%, со-
ставляют –0.12 и –0.32, соответственно.
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Рис. 6. (а) Зависимости логарифмов времен удерживания ( , мин) N-фенил-п-толуолсульфонамида (IV) от содержа-
ния CH3CN в элюенте (С, об. %), параметры линейной регрессии вычислены по трем значениям : a = –0.0214 ±
± 0.0001, b = 1.916 ± 0.007, R = –0.99999, S0 = 0.0008; (б) линейная рекуррентная зависимость tR(C + 5%) = atR(C) + b,
параметры линейной регрессии: a = 0.70 ± 0.01, b = 0.59 ± 0.01, R = 0.9997, S0 = 0.01. Отклонения от линии регрессии
двух точек, отвечающих минимальным концентрациям CH3CN 55–60 и 50–55%, составляют –0.11 и –0.37, соответ-
ственно.
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гидрофильны, чем при высоких содержаниях
ацетонитрила. Увеличение гидрофильности со-
гласуется со смещением равновесия (1) вправо,
т.е. с возрастанием концентраций гидратов ана-
лизируемых соединений в элюенте. Таким обра-
зом, данные для модельных соединений ряда N-
замещенных п-толуолсульфонамидов подтвер-
ждают эффект, впервые выявленный для более
сложных объектов [2].

В целом же рассматриваемый эффект образо-
вания гидратов сорбатов в элюенте проявляется в

достаточно слабой степени. Так, отклонения точ-
ки, соответствующей сочетанию концентраций
ацетонитрила 60–55%, для пяти из шести сульфо-
намидов составляют всего (–0.05)–(–0.16) мин и
только для N-гексилсульфонамида достигают
‒0.40 мин. Это означает, что они могут быть вы-
явлены только при достаточно высокой точности
измерения параметров удерживания (в нашем
случае на уровне ±0.01–0.02 мин). При худшей
воспроизводимости экспериментальных данных

Рис. 7. (а) Зависимости логарифмов времен удерживания ( , мин) N-бензил-п-толуолсульфонамида (V) от содер-
жания CH3CN в элюенте (С, об. %), параметры линейной регрессии вычислены по трем значениям : a = –0.0244
± 0.0008, b = 2.14 ± 0.05, R = –0.9994, S0 = 0.006; (б) линейная рекуррентная зависимость tR(C + 5%) = atR(C) + b, па-
раметры линейной регрессии: a = 0.694 ± 0.006, b = 0.63 ± 0.02, R = 0.9999, S0 = 0.01. Отклонения от линии регрессии
двух точек, отвечающих минимальным концентрациям CH3CN 55–60 и 50–55%, составляют –0.13 и –0.49, соответ-
ственно.
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Рис. 8. (а) Зависимости логарифмов времен удерживания ( , мин) N-гексил-п-толуолсульфонамида (VI) от содер-
жания CH3CN в элюенте (С, об. %), параметры линейной регрессии вычислены по трем значениям : a = –0.0294 ±
± 0.0006, b = =2.72 ± 0.03, R = –0.9998, S0 = 0.004; c(б) линейная рекуррентная зависимость tR(C + 5%) = atR(C) + b,
параметры линейной регрессии: a = 0.675 ± 0.008, b = 0.73 ± 0.05, R = 0.9997, S0 = 0.04. Отклонения от линии регрессии
двух точек, отвечающих минимальным концентрациям CH3CN 55–60 и 50–55%, составляют –0.40 и –1.62, соответ-
ственно.
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рассматриваемый эффект может остаться незаме-
ченным.

Особенности индексов удерживания N-замещенных 
п-толуолсульфонамидов

Образование гидратов анализируемых соеди-
нений может быть выявлено только в результате
рекуррентного представления времен удержива-
ния. В сравнении с этим небезынтересно прове-
рить, как образование гидратов сказывается на
таких характеристиках как индексы удерживания
(RI)1:

(5)

где ,  и  – времена удерживания харак-
теризуемого сорбата и реперных компонентов
“n” и “n + z” с постулированными индексами
удерживания RIn и ; f(tR) – функция, приво-
дящая зависимость RI(n) к линейному виду.

1 Для обозначения индексов удерживания система IUPAC
рекомендует однобуквенный символ “I”. Однако он ока-
зывается слишком многозначным (сила тока, интенсив-
ность излучения, интенсивности пиков в масс-спектрах, и
др.), в результате чего в хроматографии возможно появле-
ние соотношений, содержащих разные по смыслу символы
“I”. По этой причине авторы предпочитают использовать
двухбуквенное обозначение RI.

+

+

= +
−

,

, , ,

( )[ ( )
( )] [ (

RI RI RI – RI –
/ – ,) ( )]

n n z n R x

R n R n z R n

f t
f t f t f t

,R xt ,R nt +,R n zt

+RIn z

В изократических условиях элюирования в ОФ
ВЭЖХ f(tR) = lg( ),  = tR – t0, t0 – время удержи-
вания несорбируемого компонента; в качестве
реперных компонентов обычно используют н-ал-
килфенилкетоны [24, 25].

Концепцию индексов широко применяют в
ГХ [16, 17], но в ОФ ВЭЖХ – в меньшей степени
[26, 27]. Это обусловлено влиянием значительно
бóльшего числа экспериментальных условий на
значения RI в ВЭЖХ, что приводит в результате к
их худшей межлабораторной воспроизводимости
и, следовательно, меньшей информативности для
хроматографической идентификации. Однако в
отдельных случаях их рассмотрение полезно.

Интерполяционная формула (5) в изократиче-
ских условиях элюирования эквивалентна линей-
ному соотношению RI = alg( ) + b. В нашем слу-
чае в качестве реперных компонентов мы исполь-
зовали ацетофенон (RIn = 800) и бутирофенон
(  = 1000), что дает возможность вычислять
RI во всем диапазоне от t0 (экстраполяцией) до
~1200. Полученные значения для всех N-заме-
щенных п-толуолсульфонамидов во всех режимах
анализа приведены в табл. 2.

Главной особенностью RI сульфонамидов
оказывается их сильно выраженная зависимость
от состава элюента, которую с высокой точно-

R't R't

R't

+RIn z

Таблица 2. Индексы удерживания (RI) N-замещенных п-толуолсульфонамидов в различных режимах изократи-
ческого элюирования и параметры уравнений RI = aС + b

* Курсивом выделены минимальные значения RI, не учитываемые при вычислении параметров линейных регрессий RI = aС + b.

C, об. %

Заместители при атоме азота

–CH2CH=CH2
(I)

(C2H5)2
(II)

–C(CH3)3
(III)

–C6H5
(IV)

–CH2C6H5
(V)

–C6H13
(VI)

85 769 964* 884* 822 864* 1103

80 778 961 884 836 867 1102

75 793 972 894 854 892 1121

70 806 982 904 872 910 1140

65 817 991 914 892 930 1151

60 829 1000 924 908 949 1168

55 840 1010 935 927 969 1181

50 855 1020 948 948 990 1194

a = dRI/dC –2.45 ± 0.04 –1.94 ± 0.02 –2.10 ± 0.04 –3.62 ± 0.06 –4.01 ± 0.06 –3.03 ± 0.11

b 977 ± 3 1117 ± 2 1051 ± 3 1126 ± 4 1190 ± 4 1348 ± 7

R –0.9990 –0.9996 –0.9998 –0.9992 –0.9994 –0.997

S0 1.4 0.6 1.1 1.9 1.6 2.8
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стью можно аппроксимировать линейным урав-
нением:

(6)

Коэффициенты корреляции зависимости (6) для
пяти сульфонамидов превышают по абсолютной
величине 0.999 и только для наиболее гидрофоб-
ного N-гексильного производного несколько
меньше (все значения RI вычислены экстраполя-
цией). Значения так называемой генеральной
дисперсии S0 (в интервале от 0.6 до 2.8 ед. индек-
са) подтверждают высокую среднюю точность ап-
проксимации RI по уравнению (6). Коэффициен-
ты а в соотношении (6), a = dRI/dC, фактически
отражающие зависимость RI от содержания орга-
нической составляющей элюента, варьируют от
‒1.9 до –4.0 (табл. 2). В газовой хроматографии
подобные отрицательные величины dRI/dT, где
Т – температура принципиально невозможны, а
столь большие по абсолютной величине положи-
тельные значения dRI/dT присущи только поли-
циклическим ароматическим углеводородам, со-
держащим не менее 5–6 циклов в молекулах.
Скорее всего, именно существенные отрицатель-
ные значения a = dRI/dC и служат характерным
признаком сорбатов, образующих гидраты в
условиях ОФ ВЭЖХ и полностью согласуются с
аномалиями времен удерживания, выявляемыми
в результате рассмотрения рекуррентных зависи-
мостей. Действительно, увеличение концентра-
ции воды в элюенте приводит к образованию гид-
ратов и увеличению полярности сорбатов отно-
сительно реперных компонентов системы RI
(менее полярных н-алкилфенилкетонов) и, сле-
довательно, к увеличению их индексов удержива-
ния.

Подобные существенные изменения парамет-
ров удерживания образующих гидраты соедине-
ний (по сравнению с менее склонными к этому
сорбатами) при вариациях состава элюента отме-
чали и ранее. Так, например, увеличение концен-
трации ацетонитрила в элюенте с 10 до 30%
уменьшает время удерживания фенола с 23.8 до
6.7 мин (т.е. в 3.6 раза), тогда как время удержива-
ния дигидрокверцетина (практически нацело
гидратированного в водных растворах) – с 68.6 до
4.5 мин (т.е. в 15.2 раза) [24]. Более отчетливо вы-
раженные вариации индексов удерживания по
сравнению с временами удерживания означают,
что они предъявляют меньшие требования к точ-
ности измерений, что, следовательно, делает воз-
можным использование более простых хромато-
графов.

= +RI .aC b

Дополнительное подтверждение образования 
гидратов. Зависимость относительных 

оптических плотностей от состава элюента

Таким образом, изменение соотношения не-
гидратированных и гидратированных форм неко-
торых органических соединений в результате
смещения равновесия (1) при изменении содер-
жания воды в элюентах в ОФ ВЭЖХ проявляется
как в аномалиях времен удерживания (выявляет-
ся в результате их рекуррентной аппроксимации),
так и в больших отрицательных значениях коэф-
фициентов зависимости индексов удерживания
от состава элюента, dRI/dC. Несмотря на это
представляется весьма желательным подтвердить
изменение соотношения негидратированных и
гидратированных форм N-замещенных п-толуол-
сульфонамидов дополнительным независимым
способом.

Образование гидратов Х ⋅ nН2О может изме-
нять химическую природу хромофоров в молеку-
лах, хотя детали таких процессов принимают во
внимание сравнительно редко. Так, например, в
известных публикациях, посвященных гидрата-
ции сульфонамидов [3–7], характер связывания
воды остается неопределенным. Тем не менее,
можно полагать, что, по крайней мере, в отдель-
ных случаях вариации УФ-спектральных харак-
теристик сорбатов в элюентах разного состава за-
метны настолько, что их можно проследить экс-
периментально. Для таких целей пригоден УФ-
спектральный параметр, предложенный для по-
вышения надежности идентификации сорбатов в
ВЭЖХ – относительные оптические плотности
Аотн [28]. Основанная на таких характеристиках
концепция идентификации была реализована в
некоторых отечественных хроматографах серии
“Милихром”:

(7)

где оптическая плотность А = lg(I0/I) – логарифм
отношения интенсивностей падающего и про-
шедшего через образец монохроматического из-
лучения, S – площади хроматографических пи-
ков характеризуемого компонента. Значения
длин волн λ1 и λ2 желательно выбирать стандарт-
ными, причем их разность не должна быть слиш-
ком малой (не менее 30 нм), так как это снижает
информативность критерия. Допустимо исполь-
зование длин волн 254 и 220 нм, т.е. вычисление
отношений А(254)/А(220). Такие отношения для
шести рассматриваемых N-замещенных п-толу-
олсульфонамидов во всех изократических режи-
мах разделения приведены в табл. 3.

Стандартные отклонения площадей хромато-
графических пиков (S) при разных длинах волн
составляют менее 1%, что объясняет хорошую
воспроизводимость отношений (7). “Естествен-
ным” ограничением применимости параметров

= λ λ ≈ λ λотн 1 2 1 2( ) ( ) ( )/ (/ ,)А А А S S
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ЗЕНКЕВИЧ и др.

Аотн для идентификации является перекрывание
пиков целевых компонентов с примесями, что
наиболее вероятно при минимальных временах
удерживания, т.е. при высоком содержании аце-
тонитрила в элюенте. Именно по этой причине
несколько значений Аотн в табл. 3 исключены из
рассмотрения. Характер последующей обработки
значений Аотн зависит от диапазона их вариаций
при изменении содержания ацетонитрила в элю-
енте. Если эти отношения практически не зави-
сят от С (для соединений II, III и IV), то наиболее

рационально вычисление их средних арифмети-
ческих значений и стандартных отклонений. Од-
нако для трех других сульфонамидов (I, V и VI) ва-
риации Аотн(C) более заметны, что позволяет об-
работку данных методом наименьших квадратов с
вычислением параметров регрессионного урав-
нения Аотн = = аС + b. Наибольшие диапазоны ва-
риаций и максимальные абсолютные значения
коэффициентов корреляции выявлены у наибо-
лее гидрофобных сульфонамидов – N-бензил и
N-гексил. Зависимости Аотн = аС + b для N-гек-

Таблица 3. Относительные оптические плотности Аотн = А(254)/А(220) N-замещенных п-толуолсульфонамидов
в различных режимах изократического элюирования

* Курсивом выделены значения Аотн, искаженные за счет очевидного перекрывания пиков сульфонамидов с пиками приме-
сей и по этой причине не учитываемые при вычислении параметров линейных регрессий Аотн = aС + b.

C, об. %

Заместители при атоме азота

–CH2CH=CH2
(I)

(C2H5)2
(II)

–C(CH3)3
(III)

–C6H5
(IV)

–CH2C6H5
(V)

–C6H13
(VI)

85 0.062 0.283 0.108* – 0.200* 0.069

80 0.072* 0.282 0.102 0.337* 0.199* 0.069

75 0.064 0.283 0.100 0.337* 0.139 0.072

70 0.062 0.283 0.099 0.239* 0.146 0.071

65 0.065 0.284 0.101 0.296 0.158 0.073

60 0.068 0.284 0.104 0.299 0.159 0.074

55 0.068 0.283 0.104 0.296 0.165 0.074

50 0.075 0.284 0.106 0.294 0.166 0.075

a = dАотн/dC (–3.3 ± 0.5) × 10–4 – (1.8 ± 0.7) × 10–4 – (–11 ± 2) × 10–4 (–1.8 ± 0.2) × 10–4

R –0.866 – –0.772 – –0.957 –0.953

Среднее зна-
чение Аотн

– 0.283 ± 0.001 0.102 ± 0.003 0.296 ± 0.002 – –

Рис. 9. Зависимость относительной оптической плотности N-гексил-п-толуолсульфонамида (VI) от содержания
CH3CN в элюенте (С, об. %), из параметров линейной регрессии Аотн = аС + b в табл. 3 приведены только значения
а = dAотн/dC и коэффициенты корреляции R.
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сил-п-толуолсульфонамида приведены на рис. 9.
Важно заметить, именно для этого соединения
отмечены наибольшие аномалии рекуррентной
аппроксимации времен удерживания. Следова-
тельно, образование гидратов (точнее, изменение
соотношения негидратированных и гидратиро-
ванных форм в результате вариаций состава элю-
ента) для гидрофобных сульфонамидов выражено
сильнее, чем у гидрофильных представителей ря-
да. Эта особенность объясняет, почему рассмат-
риваемые эффекты оказались выраженными в
наибольшей степени у сложных полифункцио-
нальных лекарственных препаратов, для которых
они и были выявлены впервые [2].

Таким образом, рассмотрение зависимостей
параметров удерживания шести специально син-
тезированных N-замещенных п-толуолсульфона-
мидов от содержания ацетонитрила в элюенте
подтверждает, что причиной аномалий их рекур-
рентной аппроксимации действительно является
изменение соотношения негидратированных и
гидратированных форм сорбатов при изменении
состава элюента. Этот вывод дополнительно под-
твержден существенной антибатной зависимо-
стью индексов удерживания сульфонамидов от
концентрации ацетонитрила в элюенте; коэффи-
циенты dRI/dC варьируют в интервале от –1.9 до
–4.0. Кроме того, для трех из шести рассмотрен-
ных сульфонамидов выявлено влияние содержа-
ния ацетонитрила в элюенте на относительные
оптические плотности Аотн = А(254)/А(220), что
свидетельствует об изменениях химической при-
роды хромофоров в молекулах в зависимости от
положения равновесия Х + Н2О  Х ⋅ Н2О.
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