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Аннотация. Выделенные методом нормально-фазовой ТСХ фракции каротиноидов плодов болгарских 
перцев (Capsicum annuum) использованы для исследования некоторых свойств хроматографического 
удерживания каротиноидов в условиях обращенно-фазовой ВЭЖХ на традиционной «мономерной» 
стационарной фазе. Различие в удерживании α- и β-каротинов на стационарных фазах одной марки 
(Kromasil) с различной длиной привитых радикалов (С18, С8 и С4) в одном и том же составе подвижной 
фазы свидетельствует о распределительном механизме сорбции каротиноидов на «мономерной» С18-
фазе. Сопоставлены элюирующие способности ацетона, этилацетата и пропанола-2 как добавок к аце-
тонитрилу по отношению к каротиноидам. Установлено, что наибольшей элюирующей силой обладает 
этилацетат, особенности аналогичного свойства пропанола-2 объяснены известными по литературным 
данным самоассоциацией этого соединения и его ассоциацией с ацетонитрилом. Для определения ме-
тиленовой селективности использовали фракцию диэфиров зеаксантина. При этом дано обоснование 
ошибочного использования всех членов гомологического ряда для определения метиленовой селектив-
ности на основе представлений В.М. Татевского об атомах одинакового вида. Рассмотрен вариант рас-
чета количественных характеристик удерживания членов гомологического ряда с использованием 
«мертвого» времени, определенного по удерживанию урацила и по удерживанию гомологов. Показано, 
что полученные величины инкрементов (вкладов в удерживание пары метиленовых групп) заметно 
различаются. Приведено обсуждение полученных результатов. Сопоставлено поведение гомологиче-
ских рядов на основе зеаксантина и на основе более гидрофильного капсантина. Показано преимуще-
ство определения «мертвого» времени, рассчитанного по удерживанию гомологических рядов. При 
этом обнаруживается предсказанная ранее зависимость инкрементов (или метиленовой селективности) 
от строения основы ряда – при идеальном совпадении инкрементов для всех переходов между диэфи-
рами (от дилаурата до дипальмитата) инкременты для слабее удерживаемых диэфиров капсантина на 
0.002 логарифмических единиц меньше, чем для диэфиров зеаксантина. 
Ключевые слова: удерживание, ТСХ, ОФ ВЭЖХ, распределительный механизм сорбции, каротино-
иды, диэфиры ксантофиллов, метиленовая селективность. 
Для цитирования: Дейнека В.И., Буржинская Т.Г., Дейнека Л.А. Разделение каротиноидов в условиях 
обращенно-фазовой ВЭЖХ: механизм удерживания и метиленовая селективность на «мономерной» 
стационарной фазе // Сорбционные и хроматографические процессы. 2022. Т. 22, № 4. С. 393-405. 
https://doi.org/10.17308/sorpchrom.2022.22/10568 
 
Original article 

 
Separation of carotenoids during reversed-phase HPLC: retention 
mechanism and methylene selectivity on a monomeric stationary phase 
 
Viktor I. Deineka1✉,  
Taisia G. Burzhinskaya1, Lyudmila A. Deineka1 
1Belgorod State University, Belgorod, Russian Federation, deineka@bsu.edu.ru✉ 



 

Сорбционные и хроматографические процессы. 2022. Т. 22, № 4. С. 393-405. 
Sorbtsionnye i khromatograficheskie protsessy. 2022. Vol. 22, No 4. Pp. 393-405. 
 
ISSN 1680-0613_____________________________________________________________ 

 

 

 
 

394 

Abstract. Fractions of carotenoids of orange bell pepper (Capsicum annuum) obtained by means of normal 
phase thin layer chromatography were used to study certain features of chromatographic retention of carote-
noids during reversed-phase HPLC on a traditional monomeric stationary phase. The difference in the retention 
of α- and β-carotenoids on stationary phases of the same make (Kromasil) with different lengths of implanted 
radicals (C18, C8, and C4) in the same composition of the mobile phase demonstrates the presence of sorption 
distribution of carotenoids on the monomeric C18 phase. We compared the eluting ability of acetone, ethyl 
acetate, and 2-propanol used as additives to acetonitrile towards carotenoids. The study determined that ethyl 
acetate has the greatest eluting ability. A similar ability demonstrated by 2-propanol is explained by the litera-
ture data regarding the self-association of the compound and its association with acetonitrile. To determine the 
methylene selectivity a fraction of zeaxanthin diesters was used. In the article we also explain why it is not 
advisable to use all the substances of the homologous series to determine the methylene selectivity based on 
the concept of atoms of the same type suggested by V.M. Tatevsky. The article describes a method of calcu-
lating the quantitative characteristics of retention of the elements of the homologous series using the “dead” 
time determined based on the retention of uracil and homologues. The obtained increments (contributions to 
the retention of a pair of methylene groups) varied significantly. The article presents the discussion of the 
obtained results. It compares the behaviour of homologous series based on zeaxanthin and capsanthin, the latter 
being more hydrophilic. The article demonstrates the advantages of determining the “dead” time based on the 
retention of homologous series. We also observed a predicted earlier dependence of the increments (or meth-
ylene selectivity) on the structure of the homologous series: while for all the transitions between diesters (from 
dilaurate to dipalmitate) the increments are the same, the increments of capsanthin diesters retained less 
strongly are by 0.002 logarithmic units lower than those of zeaxanthin diesters. 
Keywords: retention, TLC, RP-HPLC, sorption distribution mechanism, carotenoids, xanthophyll diesters, 
methylene selectivity. 
For citation: Deineka V.I., Burzhinskaya T.G., Deineka L.A. Separation of carotenoids during reversed-phase 
HPLC: retention mechanism and methylene selectivity on a monomeric stationary phase. Sorbtsionnye i khro-
matograficheskie protsessy. 2022. 22(4): 393-405. (In Russ.). https://doi.org/10.17308/sorp-
chrom.2022.22/10568 

 

Введение 
Каротиноиды являются важнейшими 

жирорастворимыми биологически актив-
ными веществами, синтезируемыми в ос-
новном в растениях, суммарный уровень 
биосинтеза которых на Земле оценива-
ется в 100 млн. тонн за год [1]. Каротино-
иды относятся к тетратерпенам (содержат 
40 атомов углерода). Молекулы обычных 
каротиноидов могут быть условно разде-
лены на две части по двадцать атомов уг-
лерода, внутри которых изопреноидные 
фрагменты связаны по типу «голова – 
хвост», а эти два С20-фрагмента соеди-
нены связью «хвост–хвост» [2]. Большое 
разнообразие строения природных каро-
тиноидов, – к настоящему времени из-
вестно 1204 типов структур 
(http://carotenoiddb.jp/), – во-первых, 
обеспечивается различием структур двух 
концевых групп при одинаковой (за не-
большим исключением) средней части, 
рис. 1. При этом каротиноиды, не содер-
жащие атомы кислорода, называются ка-

ротинами, а с кислородом – ксантофил-
лами. Во-вторых, разнообразие связано с 
появлением (обычно) в концевых струк-
турах атомов кислорода в виде кето- и 
гидрокси-групп, при этом эпокси-соеди-
нения формально можно также отнести к 
ксантофиллам [3], хотя чаще говорят о 
эпокси-каротинах и эпокси-ксантофил-
лах [4], а карбокси- группы присутствуют 
в апокаротиноидах.  

Каротиноиды являются соединениями 
с высокой липофильностью [5], для экс-
тракции или растворения которых ис-
пользуются органические растворители, 
такие как пентан, гексан, петролейный 
эфир, дихлорметан, хлороформ, тетра-
гидрофуран, ацетон, этилацетат, метанол, 
этанол, бутанол [6] и др. Для разделения 
каротиноидов, содержащих кислородсо-
держащие функциональные группы 
можно использовать нормально-фазовую 
хроматографию (ТСХ на силикагелевых 
пластинах), но обращенно-фазовая 
ВЭЖХ (ОФ ВЭЖХ) чувствительна не 
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только к гидрофильности, но и к липо-
фильности сорбатов, поэтому использу-
ется чаще [7]. Для разделения чаще всего 
в прежние годы использовали С18 приви-
тые стационарные фазы, а в последние 
годы предпочтение отдается «полимер-
ным» С30 стационарным фазам [7-22], с 
различными ингредиентами подвижных 
фаз, табл. 1. 

 Тест на метиленовую селективность 
входит во все известные системы харак-
теризации обращенных фаз [23]. Иссле-
дованию зависимости удерживания сор-
батов гомологических рядов от длины ал-
кильного радикала (нормального строе-
ния) посвящено большое количество 
опубликованных ранее исследований 
[24]. Основная идея относительно удер-
живания таких соединений – последова-
тельное увеличение логарифма фактора 
удерживания членов гомологического 
ряда на постоянную величину (инкре-
мент): 

)()(lg)1(lg 2CHnknk ∆+=+  (1) 
Но в обстоятельном исследовании [25] 

на основе оптимизации установлено, что 
первые два-три члена гомологических ря-
дов должны быть исключены из списка, 
как выпадающие из общей зависимости.  

Цель настоящей работы – определение 
механизма сорбции и установление зако-
номерностей удерживания, связанных с 
метиленовой селективностью при разде-
лении гомологов в условиях ОФ ВЭЖХ 
на «мономерной» С18 стационарной 
фазе.  

Экспериментальная часть 
Каротиноиды, необходимые для ис-

следования, выделяли из природных ма-
териалов: корнеплодов моркови (α- и β-
каротины), из плодов томатов (ликопин), 
из плодов перцев болгарских (Capsicum 
annuum), и из цветков бархатцев (Tagetes 
patula и T. erecta) и коробочек физалиса 
декоративного (Physalis alkekengi). 
Плоды измельчали блендером, заморажи-
вали в морозильной камере (-40оС), затем 
удаляли влагу на лиофильной сушилке 
Labconco FreeZone 2.5. Цветки бархатцев 
высушивали вне доступа прямого солнеч-
ного света. Каротиноиды экстрагировали 
из полученного материала н-гексаном. 
Узкие фракции необходимого каротино-
идного состава препаративно получали 
разделением на ТСХ-платинах Сорбфил 
при заданном составе подвижной фазы на 
основе н-гексана и ацетона. Зоны кароти-
ноидов соскабливали в бюксы, в которых 
их реэкстрагировали ацетоном и после 
отстаивания фильтровали через мембран-
ный насадочный фильтр после разбавле-
ния ацетонитрилом для последующего 
ВЭЖХ определения. 

Разделение каротиноидов методом об-
ращенно-фазовой ВЭЖХ осуществляли 
на хроматографе Agilent 1260 Infinity с 
диодно-матричным детектором на колон-
ках: 1) 100×4.6 мм Kromasil 100-5-C18; 2) 
100×4.6 мм Kromasil 100-5-C8; 3) 100×4.6 
мм Kromasil 100-5-C4; 4) 250×4.6 мм Kro-
masil 100-5-C18. Разделение проводили 

 
Рис. 1. Элементы строения каротиноидов 

Fig. 1. Elements of the structure of carotenoids 
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при температуре 30оС. Хроматограммы 
регистрировали при длине волны детек-
тора 450 нм, хранили и обрабатывали в 
программе Agilent ChemStation. 

Идентификацию каротиноидов осу-
ществляли по электронным спектрам по-
глощения [26] в комбинации с хромато-
графической подвижностью, а также с 

Таблица 1. Условия для ОФ ВЭЖХ разделения каротиноидов 
Table 1. Conditions for the separation of carotenoids by means of RP-HPLC 

№ Подвижная фаза Стационарная фаза Ссылка 

1 Ацетонитрил, метанол, вода, 
градиентный режим 

Acquity UPLC® BEH 
130Å C18, Waters [4] 

2 Метанол – метил-трет-бутиловый эфир – вода, 
градиентный режим 

С30 (YMC Co., 
Kyoto, Japan) [8] 

3 Ацетонитрил, метанол, этилацетат,  
градиентный режим 15 стационарных фаз [9] 

4 Метил-трет-бутиловый эфир – метанол - вода, 
градиентный режим С30 (YMCTM, Waters) [10] 

5 
Метил-трет-бутиловый эфир – метанол –  

10 г/дм3 ацеттата аммония в воде,  
градиентный режим 

С30 (YMC, 
Dinslaken, Germany) [11] 

6 
Метанол – метил-трет-бутиловый эфир –  

3.9 ммоль/дм3 ацетата аммония,  
градиентный режим 

С30 (YMC Co., 
Kyoto, Japan) [12] 

7 Метанол – метил-трет-бутиловый эфир,  
градиентный режим 

Intersil С30 S-Select 
(Shanghai, China) [13] 

8 
Ацетонитрил, метанол, тетрагидрофуран, диизо-

пропиловый эфир, хлороформ, дихлорметан, 
этилацетат, изократический режим 

Zorbax ODS (Du 
Pont, Wilmington, 

DE), Ultrasphere ODS 
(Altex, Berkeley, CA). 

[14] 

9 

Ацетонитрил, ацетон, метанол, 2-пропанол, эти-
лацетат, тетрагидрофуран, дихлорметан, водный 

раствор ацетата аммония (1 масса/объем %), 
0.1% бутилгтдрокситолуол, 0.05% триэтиламина, 

градиентный и изократический режимы 

Spherisorb ODS-1 [15] 

10 Ацетон, вода, градиентный режим Zorbax SB-C18 
(Agilent, USA) [16] 

11 

Ацетонитрил, метанол, дихлорметан, 0.1% BHT, 
0.05% триэтиламин, изократический режим; ме-
танол, тетрагидрофуран, 0.1% триэтиламин, изо-
кратический режим; ацетонитрил, BHT, триэти-
ламин, ацетат аммония, метанол, дихлорметан, 

Waters Spherisorb 
ODS2 (Alltech), Vy-
dac (polymerically 

modified С18), 

[17] 

12 Ацетонитрил, хлороформ,  
изократический режим C18 Bondapak [18] 

13 Ацетонитрил, пропанол-2, 10 мМ водный рас-
твор ацетата аммония, градиентное элюирование Syncronis C18 [19] 

14 Ацетонитрил, дихлорметан, 
изократический режим 

YMC J’Sphere ODS 
H80. [20] 

15 Ацетонитрил, метанол, тетрагидрофуран, 
изократический режим 

A Novapak C18 
(Waters, Milford, 

USA) 
[21] 

16 Ацетонитрил, метанол, вода, этилацетат,  
градиентное элюирование 

Waters Novapak C18 
radial compression 

column 
[22] 
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учетом ранее найденного состава кароти-
ноидов цветков бархатцев [27] и коробо-
чек декоративного физалиса [28]. Отме-
тим, что высушенные цветки бархатцев и 
коробочки физалиса прекрасно сохраня-
ются вне доступа прямого солнечного 
света, по крайней мер, от урожая до уро-
жая. 

Обсуждение результатов 
При определении механизма удержи-

вания необходимо дифференцировать 
два варианта – адсорбцию (на поверхно-
сти стационарной фазы) или абсорбцию 
(проникновение в привитую фазу). Эта 
проблема легко решается [29] сопостав-
лением удерживания сорбатов при одних 
и тех же подвижных фазах на стационар-
ных фазах, синтезированных на одинако-
вых силикагелях (по площади поверхно-
сти и параметрам пор), но с различной 
длиной привитых алкильных радикалов, 
например, С4, С8 и С18 стационарные 
фазы марки Kromasil. На рис. 2 представ-
лены хроматограммы экстракта моркови 
на этих стационарных фазах в одной и 
той же подвижной фазе (60 об.% ацетона 
и 40 об.% ацетонитрила). Из представлен-
ных данных следует, что при сокращении 

длины привитого радикала немногим бо-
лее чем в 2 раза (переход от С18 к С8 
фазе) фактор удерживания β-каротина 
уменьшается в пять раз в элюенте, содер-
жащем 60 об.% ацетона и 40 об.% ацето-
нитрила, а при переходе к фазе С4 – в три-
надцать раз, что может быть объяснено 
только при распределительном меха-
низме удерживания. В то же время, для 
хлорогеновой кислоты, как вещества, не 
способного проникать в привитую фазу 
из-за наличия сильно гидрофильной ча-
сти (радикала хинной кислоты) [30], рост 
фактора удерживания при переходе от 
фазы С18 к фазе С4 находился в пределах 
1.3±0.1 раза для подвижных фаз, содер-
жащих от 12.5 до 20 об.% метанола в 
воде. 

Для выбора компонентов подвижной 
фазы учтем, что кроме ацетона из легко-
доступных компонентов с высокой элюи-
рующей способностью нами были ис-
пользованы пропанол-2 и этилацетат, 
рис. 3. 

Оказалось, что элюирующая способ-
ность этилацетата примерно в 1.5 раза 
больше, чем ацетона. При этом элюирую-
щая способность пропанола-2 при кон-
центрациях ниже 40 об.% почти такая же, 

 
Рис. 2. Разделение экстракта моркови на трех стационарных фазах марки Kromasil: 

А – 100-5С18; Б – 100-5С8 и В – 100-5С4. Подвижная фаза: 60 об. % ацетона и 40 об.% 
ацетонитрила, 0.8 см3/мин. Длина волны детектора 450 нм. 

Каротиноиды; 1 – α-каротин, 2 – β-каротин. 
Fig. 2. Separation of the orange carrot extract on three stationary Kromasil phases:  

A – 100-5С18; B – 100-5С8; C – 100-5С4. Mobile phase: 60 vol.% of acetone and 40 vol.% 
of acetonitrile, 0.8 ml/min. The detector wavelength is 450 nm. Carotenoids;  

1 – α-carotene, 2 – β-carotene. 
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как этилацетата, а с ростом концентрации 
существенно снижается, практически 
сравниваясь с элюирующей способно-
стью ацетона. Вероятно, это связано с 
процессами ассоциации спирта с ацето-
нитрилом и самоассоциации спирта при 
росте содержания пропанола-2 [31]. 

Эфиры ксантофиллов являются удоб-
ными и легко доступными сорбатами для 
исследования удерживания членов гомо-
логических рядов, поскольку обычно 
эфиры образованы насыщенными жир-
ными кислотами. При этом в природных 
источниках синтезируются эфиры кислот 
с четным числом атомов углерода – от ла-
уриновой до стеариновой [32]. Следова-
тельно, природные диэфиры ксантофил-
лов образуют гомологические ряды, с ин-
тервалом не в одну, а в две метиленовые 
группы. Усложнение хроматограмм за 
счет присутствия (и образования при хра-
нении растворов) цис-изомеров не ме-
шает определению удерживания только 
полностью транс-изомеров благодаря 
легкой дифференциации цис-изомеров по 
электронным спектрам поглощения. 

Необходимость исключения первых 
членов гомологических рядов для выпол-
нения соотношения (1), показанная опти-
мизацией удерживания в работе [33], не 

является неожиданной. Так, по исследо-
ваниям В.М. Татевского [34] переноси-
мость свойств атомов наблюдается с вы-
сокой точностью только в том случае, 
если эти атомы являются атомами одина-
кового вида. По предложению Влади-
мира Михайловича атомы химических 
элементов могут быть разделены на раз-
личные роды по ковалентности (т.е. по 
числу образованных ковалентных свя-
зей). Затем следует деление атомов по 
распределению ковалентности на сосед-
ние атомы – на типы атомов (например, 
один тип атомов С образует четыре оди-
нарные связи, другой тип – две одинар-
ные и одну двойную связь и т.д.). Два со-
поставляемых атома являются атомами 
одного и того же вида, если они являются 
атомами одного и того же типа, связан-
ными соседними атомами, которые также 
являются атомами попарно одинакового 
типа. Так, при переходе от бензола к то-
луолу добавляется атом четырех-кова-
лентного углерода, связанного с тремя 
атомами водорода и с одним атомом уг-
лерода в sp2-гибридном состоянии. При 
переходе от толуола к этилбензолу появ-
ляется четырех-ковалентный атом угле-
рода метиленовой группы, связанный с 
двумя атомами водорода, с одним атомом 

 
Рис. 3. Зависимость удерживания каротиноидов от содержания модификатора в смеси с 

ацетонитрилом. Модификаторы: 1 – ацетон, 2 – пропанол-2, 3 – этилацетат. Каротиноиды: 
а – β-каротин, б – дипальмитат капсантина, в – дипальмитат зеаксантина. Стационарная 

фаза Kromasil 100-5С18. 
Fig. 3. Dependence of the retention of carotenoids on the concentration of the modifier in the 
acetonitrile mixture. Modifiers: 1 – acetone, 2 – 2-propanol, 3 – ethyl acetate. Carotenoids:  

a – β-carotene, b – capsanthin dipalmitate, c – zeaxanthin dipalmitate. 
Kromasil 100-5С18 stationary phase. 
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углерода в sp2-гибридном состоянии и од-
ним атомов углерода в sp3-гибридном со-
стоянии. Появление атомов углерода 
одинакового вида происходит только 
начиная с перехода от этилбензола к н-
пропилбензолу (это средний атом угле-
рода). Поэтому из гомологического ряда 
бензол и толуол в таких случаях исклю-
чаются.  

Для количественной характеристики 
удерживания сорбатов в хроматографии 
используют не экспериментально опреде-
ляемые времена удерживания, tR(i), а рас-
четные значения фактора удерживания, 
k(i), (или его логарифма), которые могут 
быть определены только при использова-
нии «мертвого» времени колонки, t0: 

0

0)()(
t

titik R −
= .   (2) 

А проблема определения мертвого 
времени, несмотря на целый рад предло-
женных способов [34], должна быть при-
знанной не решенной к настоящему вре-
мени [35]. По одному из подходов с 
«мертвым» временем колонки отож-
дествляют время удерживания сорбата, 
признаваемого как не сорбируемого в 
условиях эксперимента, например, ура-
цила, тиомочевины или др. По другому 
подходу для расчета мертвого времени 
используется указанная ранее идея о ра-
венстве селективности разделения трех 
последовательных членов гомологиче-
ского ряда: 

0

0

0

0
2 )(

)1(
)1(
)2()(

tnt
tnt

tnt
tntCH

R

R

R

R

−
−+

=
−+
−+

=α . (3) 

Этот вариант позволяет рассчитать 
«мертвое» время, которое можно назвать 
термодинамически обоснованным при 
идее одинакового роста энергии Гиббса 
переноса сорбатов из подвижной фазы на 
стационарную при переходе между по-
следовательными членами гомологиче-
ского ряда: 

)1(2)()2(
)]1([)()2( 2

0 +⋅−++
+−⋅+

=
ntntnt

ntntntt
RRR

RRR . (4) 

Однако при наличии более чем трех 
членов гомологического ряда можно вос-
пользоваться другой процедурой, позво-
ляющей получать усредненное значение 
«мертвого» времени. Пусть для диэфиров 
ксантофиллов справедливо соотношение: 

)()(lg)2(lg 22 CHCHnknk −∆=−+ . (5) 
В таком случае: 
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0)110()(10)2( tntnt RR ⋅−−⋅=+ ∆∆ . (6) 
В итоге получаем соотношение типа 

уравнения Зенкевича [36]: 
bnkank +⋅=+ )(lg)2(lg . (7) 

Коэффициенты уравнения регрессии 
легко определяются в MS Excel, а мерт-
вое время рассчитывается по формуле: 

10 −
−

=
a

bt .   (8) 

Все приведенные выше расчеты спра-
ведливы при линейности зависимости ло-
гарифма фактора удерживания от числа 
атомов углерода, N(C), в алкильных ради-
калах: 

bCNaik +⋅= )()(lg .  (9) 
Времена удерживания диэфиров зеак-

сантина, выделенных из экстракта бол-
гарских перцев оранжевой окраски, полу-
ченные для пяти наблюдений (последова-
тельных хроматографирований) пред-
ставлены в табл. 2. 

Отметим, что, во-первых, «мертвое» 
время, определенное по урацилу заметно 
более воспроизводимо по сравнению со 
временем, рассчитанным по уравнению 
(8) несмотря на высокие значения R2 для 
всех пяти параллельных наблюдений. Во-
вторых, значения t0 оказались заметно 
больше по первому варианту, чем по вто-
рому. Одним из возможных объяснений 
различных значений t0 может быть экс-
клюзивный эффект - невозможность про-
никновения больших по размеру молекул 
диэфиров ксантофиллов в мелкие поры, 
доступные для урацила.  
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Для логарифмов факторов удержива-
ния диэфиров зеаксантина, рассчитанных 
по уравнению (8), характерна высокая 
степень линейности в зависимости от 
числа атомов углерода в алкильных фраг-
ментах радикалов кислот – R2 не ниже 
0.99999, табл. 3. При этом расхождение в 
величинах инкрементов не превышало 
0.001 как для параметров внутри каждого 
из экспериментов, так и между парал-
лельными наблюдениями. Это указывает 

на высокую надежность определения ин-
крементов по данному методу: Δ(СН2-
СН2)=0.0895±0.0005. 

Для логарифмов факторов удержива-
ния диэфиров зеаксантина, рассчитанных 
по урацилу, также характерна высокая 
степень линейности в зависимости от 
числа атомов углерода в алкильных фраг-
ментах радикалов число – R2 не ниже 
0.999995, табл. 4. При этом, во-первых, 
воспроизводимость логарифмов факто-
ров удерживания однотипных диэфиров 

Таблица 2. Времена удерживания диэфиров зеаксантина на стационарной фазе Kromasil 
100-5C18 в подвижной фазе 55 об. % этилацетата и 45 об. % ацетонитрила в пяти последо-
вательных наблюдениях 
Table 2. Time of retention of zeaxanthin diesters on the Kromasil 100-5C18 stationary phase in 
the mobile phase of 55 vol.% of ethyl acetate and 45 vol. % of acetonitrile in five subsequent 
experiments 

Соединения Времена удерживания, мин 
Урацил 1.830 1.830 1.829 1.829 1.829 

Расчет-
ный па-
раметр 

(8) 

t0 1.630 1.648 1.660 1.660 1.714 

R2 0.999994 0.999998 0.999999 0.999999 0.999997 

Ди-
эфиры 
зеак-

сантина 

12+12 7.941 7.939 7.937 7.936 7.936 
12+14 9.377 9.383 9.374 9.373 9.375 
14+14 11.146 11.148 11.138 11.138 11.135 
14+16 13.328 13.325 13.313 13.313 13.304 
16+16 15.992 15.999 15.979 15.98 15.978 

 
Таблица 3. Логарифмы факторов удерживания и инкременты, приходящиеся на две мети-
леновые группы для удерживания диэфиров зеаксантина (см. Табл. 2) для «мертвого» вре-
мени, рассчитанного по уравнению (8). 
Table 3. Logarithms of the retention factors and increments of two methylene groups for the re-
tention of zeaxanthin diesters (see Table 2) for the “dead” time calculated using the equation (8). 

№ Тип диэфира зеаксантина lgk(i) для пяти параллельных наблюдений 
1 2 3 4 5 

1 12+12 0.588 0.582 0.578 0.578 0.560 
2 12+14 0.677 0.672 0.667 0.667 0.650 
3 14+14 0.766 0.761 0.757 0.757 0.740 
4 14+16 0.856 0.850 0.846 0.846 0.830 
5 16+16 0.945 0.9403 0.936 0.936 0.920 

R2 0.999999 1.000000 1.000000 1.000000 0.999999 
Переход Инкременты Δ(СН2-СН2) 

1→2 0.089 0.090 0.090 0.090 0.090 
2→3 0.089 0.089 0.089 0.089 0.090 
3→4 0.090 0.090 0.090 0.090 0.090 
4→5 0.089 0.090 0.089 0.090 0.090 
Среднее значение 0.089 0.090 0.090 0.090 0.090 
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существенно выше, чем в первом случае. 
Во-вторых, расхождение в величинах ин-
крементов также не превышало 0.001; 
среднее значение инкрементов по дан-
ному методу более стабильно: Δ(СН2-
СН2)=0.091, хотя первый инкремент (для 
перехода от дилаурата к лаурату-мири-
стату зеаксантина) всегда немногим 
больше: Δ(СН2-СН2)=0.092. Отметим, что 
строгое равенство последовательных ин-
крементов является только гипотезой. 
Действительно, если одинаковое измене-
ние энтальпии переноса гомологов с по-
движной фазы на стационарную вполне 
допустимо, то относительно изменения 
энтропийного фактора так сказать нельзя, 
как было показано в работе [37]. Поэтому 
обоснование выбора способа определе-
ния мертвого времени требует специаль-
ных исследований. Неравенство энтро-
пийных составляющих энергии Гиббса 
перехода каротиноидов из подвижной 
фазы в стационарную позволяет предпо-
ложить также и возможность неодинако-
вых значений инкрементов для различ-
ных гомологических рядов. 

Рассмотрим два различных гомологи-
ческих ряда – диэфиров зеаксантина и ди-
эфиров капсантина, построенные на 
начальных соединениях (зеаксантине и 
капсантнине) с различающейся гидро-
фильностью – у первого ряда имеется две 
полярные сложноэфирые фукциональные 
группы, а у второго к ним добавляется 
еще одна кето-группа, рис. 4.  

Для обоих рядов при использовании 
для расчетов «мертвого времени», рас-
считанного по удерживанию урацила, 
выполняются две закономерности: 1) ли-
нейность удерживания относительно 
числа атомов углерода в радикалах кис-
лот и 2) схождение линий трендов в точ-
ках конвергенции [25]. И хотя интерпре-
тация физического смысла точки конвер-
генции для зависимостей такого типа за-
труднена, найденное различие в коорди-
натах двух точек конвергенции может 
указывать на некоторые различия в меха-
низме сорбции этих гомологов.  

При этом возможно существование 
различных «мертвых» времен для удер-
живания этих гомологов. При соответ-
ствующем пересчете по временам удер-
живания по уравнению (8) в координатах 

Таблица 4. Логарифмы факторов удерживания и инкременты, приходящиеся на две мети-
леновые группы для удерживания диэфиров зеаксантина (см. Табл. 2) для «мертвого» вре-
мени, рассчитанного по урацилу 
Table 4. Logarithms of the retention factors and increments of two methylene groups for the re-
tention of zeaxanthin diesters (see Table 2) for the “dead” time calculated for uracil 

№ 
Тип диэфира зеаксантина 

lgk(i) для пяти параллельных наблюдений 
1 2 3 4 5 

1 12+12 0.524 0.524 0.523 0.523 0.523 
2 12+14 0.615 0.616 0.615 0.615 0.615 
3 14+14 0.707 0.707 0.706 0.706 0.706 
4 14+16 0.798 0.798 0.798 0.797 0.797 
5 16+16 0.889 0.889 0.888 0.888 0.888 

R2 0.999994 0.999993 0.999995 0.999995 0.999996 
Переход Инкременты Δ(СН2-СН2) 

1→2 0.092 0.092 0.092 0.092 0.092 
2→3 0.091 0.091 0.091 0.091 0.091 
3→4 0.091 0.091 0.091 0.091 0.091 
4→5 0.091 0.091 0.091 0.091 0.091 
Среднее значение 0.091 0.091 0.091 0.091 0.091 
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относительного удерживания получаем 
иной график, рис. 5. 

В этом случае абсцисса точки конвер-
генции соответствует гипотетическому 
составу подвижной фазы, при котором 
липофильность подвижной и стационар-
ной фаз сравниваются. Абсциссы точек 
конвергенции должны смещаться вправо 
при увеличении гидрофильности [40], 
что соответствует изменению структуры 
основ гомологических рядов. Очевидно 
также, что такое смещение должно со-
провождаться уменьшением инкремен-
тов для соответствующих рядов. И дей-
ствительно для подвижной фазы этилаце-
тат – ацетонитрил 60 : 40 об.% для ряда 
капсантина инкремент на две метилено-
вые группы составил 0.077 для всех по-
следовательных переходов между гомо-
логами, а для ряда зеаксантина (с таким 
же точным совпадением) – оказался не-
многим больше – 0.079. При этом анало-
гичные различия найдены и для инкре-
ментов при других составах подвижных 

фаз. Таким образом, приведенное сопо-
ставление свидетельствует в пользу опре-
деления «мертвого» времени по удержи-
ванию гомологических рядов. 

Заключение 
Таким образом, для каротиноидов, 

удерживаемых по распределительному 
механизму на «мономерных» стационар-
ных фазах, для расчетов параметров 
удерживания предпочтительно использо-
вать мертвое время, рассчитанное по 
удерживанию диэфиров ксантофиллов, 
образованных высшими жирными насы-
щенными кислотами. В таком случае вы-
сказанное ранее влияние энтропийной со-
ставляющей переноса вещества с по-
движной фазы на стационарную подтвер-
ждается результатами определения ин-
кремента (вклада двух метиленовых 
групп) на удерживание гомологов. 

Конфликт интересов  
Авторы заявляют, что у них нет из-

  
Рис. 4. Зависимость логарифма фактора 

удерживания двух рядов диэфиров зеаксан-
тина (а) и капсантина (b). Составы подвиж-

ных фаз системы «этилацетат–ацетонит-
рил»: 1 – 50 : 50; 2 – 60 : 40;  

3 – 65 : 35 об.%. 
 

Fig. 4. Dependence of the logarithm of the 
retention factors of two series of diesters of ze-

axanthin (а) and capsanthin (b). 
Compositions of the mobile phases of the 

“ethyl acetate - acetonitrile” system. 
1 – 50 : 50; 2 – 60 : 40; 3 – 65 : 35 vol. %. 

Рис. 5 Удерживание диэфиров зеаксан-
тина (а) и капсантина (b) относительно ди-
пальмитата капсантина (caps16+16) в элюент-

ной системе «этилацетат–ацетонитрил». 
Диэфиры: 1 – дипальмитаты; 2 – мири-
статы-пальмитаты; 3 – димиристаты; 

4 – лаураты-миристаты; 5 – дилаурат. 
Fig. 5. Retention of diesters of zeaxanthin 

(а) and capsanthin (b) with regard to cap-
santhin dipalmitate (caps16+16) in the eluent 

system “ethyl acetate - acetonitrile”. 
Diesters: 1 – dipalmitates; 2 – myristate palmi-
tates; 3 – dimyristates; 4 – laurate myristates; 

5 – dilaurate. 
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вестных финансовых конфликтов интере-
сов или личных отношений, которые 

могли бы повлиять на работу, представ-
ленную в этой статье. 
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