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За последние 20 лет жидкостная хроматография стала одним из наиболее 
используемых методов исследования природных и синтетических красителей 
в различных объектах. Очень важно контролировать содержание азокрасителей 
на основе фенантренхинона и производных гидразина, которые потенциально 
могут оказывать негативное воздействие на здоровье человека. Статья посвящена 
возможности хроматографического разделения некоторых азокрасителей на основе 
карбо- и гетероциклических альфа-дикарбонильных соединений. Подобраны 
условия для проведения анализа (растворители, элюент и скорость его подачи, 
температура, длина волны); установлены пределы обнаружения и линейные 
диапазоны определения исследуемых соединений.
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Широкое использование красителей в различных 
отраслях, таких как пищевая, косметическая, тек-
стильная, типографская, пластмассовая и  худо-
жественная, подчеркивает важность проведения 
углубленных аналитических исследований, направ-
ленных на их определение [1].*

Основной недостаток синтетических красите-
лей –  ​возможная токсичность (в большей или мень-
шей степени) не только самих пигментов, но и их 
составных компонентов –  ​химических реагентов, 

1	 ФГБУН Всероссийский институт научной и технической 

информации Российской академии наук (ВИНИТИ РАН), 

Москва, Россия.
2	 ФГБОУ ВО Российский государственный университет 

им. А. Н. Косыгина (Технологии. Дизайн. Искусство), Москва, 

Россия.
3	 Российский университет дружбы народов (РУДН), Москва, 

Россия.

присутствующих в красителе в виде примесей, а также 
продуктов их деградации.

Красители обладают высокой степенью поглоще-
ния света в видимой области, поэтому спектроме-
трия является подходящим методом для их анализа, 
однако спектры многих азокрасителей очень похожи, 
и в некоторых случаях не удается получить надеж-
ные результаты [2]. Это препятствует использованию 
метода в случае смесей близких по поглощающим 
характеристикам веществ из-за спектрального пере-
крытия.

Определение азокрасителей часто проводят хро-
матографическими методами, которые отличаются 
высокой чувствительностью, селективностью и уни-
версальностью. Основными являются жидкостная [3–5], 
газовая [6], тонкослойная [7] хроматография и другие 
методы [8, 9]. Для качественного определения смеси 
красителей применяют метод тонкослойной хрома-
тографии. Он позволяет получить удовлетворитель-
ные результаты за короткое время, однако это только 
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полуколичественная оценка. Для количественного 
анализа используется, в числе прочего, высокоэф-
фективная жидкостная хроматография (ВЭЖХ).

Жидкостная хроматография является предпочти-
тельным аналитическим методом для определения 
искусственных красителей, так как позволяет раз-
делить несколько схожих компонентов и дает низ-
кие пределы обнаружения веществ [10]. Наилучшие 
результаты разделения достигнуты с помощью коло-
нок с обращенной фазой, в основном C18 [11], а коли-
чественный анализ обычно основан на измерениях 
с помощью спектрофотометрического детектирования. 
Одно из преимуществ ВЭЖХ заключается в проведе-
нии анализа при относительно низких температу-
рах, что позволяет избежать разложения азосоедине-
ний на основе фенантренхинона и гидразинов [12]. 
В России действует ряд нормативных документов по 
определению красителей методом жидкостной хро-
матографии [13–15].

Статья посвящена определению некоторых новых 
азокрасителей на основе карбо- и гетероциклических 
альфа-дикарбонильных соединений хроматографи-
ческим методом.

Объекты и методы исследования

В качестве объектов исследования использовали азо-
соединения, которые изучались ранее фотометриче-
ским методом [16]. Для анализа применяли растворы 
красителей HL1, 3, 4, 5, 6 в метаноле и для HL2 в ацето-
нитриле. Готовили серию градуировочных раство-
ров в диапазонах концентраций 0,1 ÷ 50 мг · дм−3.

Условия хроматографического разделения и детектирова-
ния. Анализ проводили на жидкостном хроматографе 
ЛЮМАХРОМ со спектрофотометрическим детектором 
«Люмахром СФД 3220». Подвижные 
фазы: метанол 100% для HL1, 3, 4, 5, 6 
и ацетонитрил 100% для HL2 (изо-
кратический режим). Хроматогра-
фические колонки: «Диасфер® С18» 
(120 × 2,1 мм, 5 мкм и 200 × 2,1 мм, 
5  мкм) с  предколонкой «All
tima® С18» (10 × 2,1 мм, 5 мкм). Колон- 
ка 120 мм позволяет достичь удов-
летворительного разделения пиков 
при сокращении времени ана-
лиза. Скорость потока подвиж-
ной фазы составляла 0,2 см3 · мин−1. 
Температура хроматографической 
колонки – 25 °C; объем вводимого 
образца – ​20 мкл. Длина волны для 
HL1, 3, 5, 6 λ = 464 нм; для HL2 λ = 490 нм; 
для HL4 λ = 360 нм.

Реактивы: ацетонитрил HPLC gradient grade, 
CAS [75-05-8] Испания; метанол HPLC gradient grade, 
CAS [67-56-1] Химмед, Россия.

Сбор, обработку и  вывод данных осущест-
вляли с  помощью программы для хроматографии 
«МультиХром®» версия 3.4.

Обсуждение результатов 
исследований
На основании полученных массивов данных уста-
навливали пределы обнаружения и  определения 
исследуемых красителей, линейную область градуи
ровочного графика, R2 и число теоретических таре-
лок (ЧТТ) для каждого аналита. Предел обнаружения 
получен в результате регрессионного анализа дан-
ных как отношение тройного стандартного отклоне-
ния к наклону графика, LOD = 3S0 / b. Важно отметить, 
что линейный диапазон определения HL4 отлича-
ется от других из-за замены фенантренхинонового 
фрагмента на тетраоксопиридин.

Полученные характеристики (для индивидуаль-
ных растворов) приведены в табл. 1. Пример градуи
ровочного графика изображен на рис. 1.

На рис. 2 представлена хроматограмма смеси четы-
рех красителей. Указанная длина волны не является 
максимумом поглощения тех или иных исследуемых 
красителей, но охватывает спектральный диапазон, 
позволяющий проводить идентификацию и опре-
деление содержания азосоединений. Выбор длины 
волны в данном случае обусловлен избирательным 
поглощением красителей. На хроматограммах посто-
ронних пиков не обнаружено. Анализ площадей 
и времен удерживания пиков однозначно указывал 
на правильность идентификации.
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Рис. 1. Градуировочная зависимость концентрации (С) от площади пиков HL3
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Исследовалась эффективность 
подвижных фаз различного состава. 
Использовались водные растворы 
метанола и ацетонитрила, смеси 
метанол-ацетонитрил-вода и влия-
ние ион-парных добавок. Наилуч-
шие результаты показали чистые 
метанол 100% для HL1,3,4,5,6 и ацето-
нитрил 100% для HL2 (изократиче-
ский режим). Чистый ацетонитрил 
показывает слишком высокую элю-
ирующую силу и дает худшее разде-
ление компонентов, чем метанол. 
Водные растворы ацетонитрила 
приводят к размыванию пиков.

Использование колонки 120 мм 
дает недостаточно хорошее разре-
шение пиков 1 и 2 (HL5, HL6), что 
предположительно связано с близ-
кой химической природой кра-
сителей. Колонка 200  мм дает 

Таблица 1. Характеристики HL1–6

Соединение Формула R, радикал Линейный 
диапазон

LOD,
мг · дм−3

ЧТТ R2

HL1

O

N R

H
N

N

Br

0,1 ÷ 10 0,29 5 150 0,9979

HL2 COOH 0,1 ÷ 20 0,29 1 342 0,9993

HL3 N

S

0,1 ÷ 10 0,15 5 933 0,9994

HL5

N

0,1 ÷ 10 0,11 3 111 0,9997

HL6

NCl

N 0,1 ÷ 10 0,21 2 695 0,9988

HL4

N

NO2

O O

O
N

S
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H

5 ÷ 50 1,19 2 078 0,9991
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Рис. 2. Хроматограмма смеси красителей при 464 нм (концентрация 1,0 мг · дм−3), 
где пики 1, 2, 3, 4 – ​HL5, HL6, HL1, HL3 соответственно на колонке 200 мм
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удовлетворительное разделение (рис. 2), но время 
анализа увеличивается с 8 до 12 мин (время выхода 
последнего пика).

Заключение
Проведено определение некоторых азокрасите-
лей на основе карбо- и гетероциклических альфа-
дикарбонильных соединений хроматографическим 
методом. Время элюирования аналитов в условиях 
эксперимента не превышало 8 мин на колонке 120 мм 
и 12 мин на колонке 200 мм при скорости потока 
подвижной фазы 0,2 см3 · мин−1 и температуре тер-
мостата колонки 25  °C. Коэффициент корреляции 
калибровочных кривых варьировался от 0,9979 до 
0,9997. Значения LOD ниже, чем у фотометрического 
метода [16]. Число теоретических тарелок составляло 
от 1 342 до 5 150. Результаты показывают, что данный 
аналитический метод подходит для разделения и ана-
лиза исследуемых азокрасителей.
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