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Настоящий номер журнала содержит статьи,
подготовленные аналитиками Казани в рамках
развиваемых ими научных направлений. Авторы
статей в основном являются работниками уни-
верситетов, для них оценка их публикационной
активности – мерило профессионального уров-
ня. Акцент на вузы сделан не случайно. Истори-
чески ситуация в Казани сложилась так, что в на-
учно-исследовательских институтах, в том числе
в институтах Академии наук, исследования в об-
ласти аналитической химии, ее методологии фак-
тически не проводились. Исключение может со-
ставить короткий период всплеска интереса к
хроматографии в Институте органической и фи-
зической химии Академии наук СССР, прояв-
ленный М.С. Вигдергаузом и его сотрудниками и
отраженный в ряде публикаций в российских
журналах, но и эта область получила в дальней-
шем развитие не в Академии наук, а в Казанском
государственном энергетическом университете, в
работах В.Ф. Новикова, ученика М.С. Вигдергау-
за, что отражено в этом выпуске журнала.

В статьях выпуска, посвященных становлению
и развитию научных школ в Казани, акцент сде-
лан на электроаналитическую химию, электрохи-
мию органических соединений и создание соот-
ветствующей аппаратуры, преимущественно
вольтамперометрической. Во второй половине
прошлого века труды в этих направлениях позво-
лили создать своего рода визитную карточку Ка-
зани среди аналитиков. Сейчас картина заметно
изменилась, общий тренд связан с решением
проблем органического анализа в рамках биоме-
дицины. Современная электроаналитическая хи-
мия в Казани получила развитие в рамках кон-
цепции сенсоров (биосенсоров). Многие другие
методы (спектроскопия, хроматография, хрома-

то-масс-спектрометрия) используются в лабора-
ториях промышленных предприятий и различ-
ных служб; здесь решаются актуальные вопросы,
которые поставлены требованиями производ-
ства. В первую очередь, это оценка качества вы-
пускаемой продукции и состояния окружающей
среды.

Не будет преувеличением сказать, что анали-
тики сегодня работают в обстановке, когда имеет-
ся социальный запрос на стремление сохранить и
укрепить свое здоровье; отсюда необходимость
систематического контроля и объективной оцен-
ки состояния организма. Здесь без методов хими-
ческого анализа не обойтись, ведь человек посто-
янно имеет дело с биологически активными ве-
ществами, а они оказывают влияние на его
здоровье либо через среду обитания, либо по пи-
щевым цепям. Проведение же аналитиками ис-
следований биомедицинских объектов оказывает
влияние на методологию аналитической химии
как науки. Даже по казанской аналитике послед-
них лет можно сказать, что, вступая в “гумани-
тарную” сферу, аналитика корректирует свою па-
радигму, оставаясь точной и преимущественно
прикладной наукой. Изменяются подходы к про-
ведению исследований, их приемы и методы и да-
же способы интерпретации полученных данных.
Заметно меняется и психология исследователей.
Упомянутые тенденции в развитии аналитики
можно увидеть и в статьях этого номера.

В одном выпуске журнала трудно полно пред-
ставить все, что делается в Казани в области ана-
литической химии. Дополнительную информа-
цию об аналитиках и аналитической химии в Ка-
зани можно найти на сайтах университетов.

Г.К. Будников

EDN: EHMZQY
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принципы прямого электрохимического анализа биополимеров (белков и нуклеиновых кислот) за
счет электроактивности аминокислотных остатков, редокс активных центров, остатков нуклеино-
вых оснований на немодифицированных электродах. Обсуждается электрохимическое поведение
белков, пептидов, олигонуклеотидов, одно- и двунитевых молекул нуклеиновых кислот с точки зре-
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ТЕРМИН “БИОЭЛЕКТРОХИМИЯ”
Применение методов и подходов электрохи-

мии к изучению биомолекул стало выделяться в
отдельную область знаний около полувека тому
назад, хотя первые работы были опубликованы
несколько ранее. Междисциплинарный характер
данной области формировался постепенно, и
термин “биоэлектрохимия” появился не сразу.
К настоящему моменту он не имеет четких гра-
ниц, поскольку в его дефиницию включены не-
сколько концепций и познавательных подходов,
объединенных приставкой “био-”. Тем не менее
представляют интерес исторические аспекты ста-
новления и развития биоэлектрохимии в формате
движения идей, направленных на решение ана-
литических задач.

В 1979 г. по инициативе Джулио Милаццо бы-
ло создано международное Биоэлектрохимиче-
ское общество, официально зарегистрированное
в 1981 г. во Франции (Bioelectrochemical Society,
BES, http://www.bioelectrochemical-soc.org). Ин-
тересно, что за несколько лет до этого Милаццо
был участником VI Дискуссии Гейровского (1972 г.,

замок Либлице, недалеко от Праги), посвящен-
ной вопросам электроаналитичекой химии при-
менительно к биомедицине. В настоящее время
продолжается серия симпозиумов Биоэлектрохи-
мического общества под названием “Biannual
Symposium series of the Society on Bioelectrochem-
istry and Bioenergetics”, начатая еще в 1971 г., а вы-
пускаемый с 1974 г. международный журнал “Bio-
electrochemistry and Bioenergetics” c 2000 г. сменил
свое название на “Bioelectrochemistry” (официаль-
ный сайт: https://www.journals.elsevier.com/bioelec-
trochemistry). Журнал посвящен электрохимиче-
ским принципам в биологии и биологическим ас-
пектам электрохимии. В год 40-летия Общества, в
мае 2021 г. Биоэлектрохимический симпозиум про-
шел в двадцать шестой раз, впервые в онлайн фор-
мате (XXVI International Symposium on Bioelectro-
chemistry and Bioenergetics of the Bioelectrochemical
Society, http://www.bes2021.org). Следует упомянуть,
что чешская традиция проводить Дискуссии Гей-
ровского также сохранилась (http://www.phy-
schem.cz), и почти полвека спустя конференция
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была посвящена электрохимии биологически ак-
тивных соединений, включая биополимеры.

Интерес представляет сама история появления
в науке электрохимии термина с приставкой
“био-”. Хотя биология и химия возникли незави-
симо друг от друга, связь между соответствующи-
ми науками была осознана лишь в ХIХ в., когда
естествоиспытатели стали целенаправленно про-
водить эксперименты с живыми организмами
при воздействии на них различных физических
факторов. Электрические эксперименты, в своем
названии с приставкой “био-”, впервые были
проведены еще в конце XVIII века. В 1771 г. ита-
льянский анатом и физиолог Луиджи Гальвани
открыл и исследовал феномен сокращения мышц
препарированной лягушки под влиянием элек-
трического тока [1]. Наблюдая сокращение мышц
при соединении их металлом с нервами или
спинным мозгом, он обратил внимание на то, что
мышца сокращается при одновременном прикос-
новении к ней двух разных металлов. Гальвани
объяснил эти явления существованием “живот-
ного электричества”, благодаря которому мыш-
цы заряжаются подобно лейденской банке. Сами
явления, открытые Гальвани, долгое время назы-
вали “гальванизмом”. В 1790-х гг., заинтересо-
вавшись “животным электричеством”, итальян-
ский физик и физиолог Алессандро Вольта про-
вел ряд опытов и показал, что наблюдаемые
Гальвани явления были связаны с наличием за-
мкнутой цепи, состоящей из двух разнородных
металлов и жидкости. Вольта считал причины
“гальванизма” физическими, а физиологические
действия – одними из проявлений этого физиче-
ского процесса. Проведя опыты с разными пара-
ми электродов, Вольта установил, что физиоло-
гическое раздражение нервов тем сильнее, чем
дальше отстоят друг от друга два металла в следу-
ющем ряду: цинк, оловянная фольга, олово, сви-
нец, железо, латунь и т.д., до серебра, ртути, гра-
фита. Этот знаменитый ряд напряжений (актив-
ностей) Вольта и составлял ядро эффекта; мышца
лягушки была лишь пассивным, хотя и очень чув-
ствительным электрометром, а активными зве-
ньями являлись металлы, от контакта которых и
происходила их взаимная электризация. Проводя
многочисленные сравнительно-физиологиче-
ские опыты, Вольта наблюдал у животных бóль-
шую электрическую возбудимость нервов по
сравнению с мышцами, а также гладкой мускула-
туры кишечника и желудка по сравнению со ске-
летной. Он обнаружил электрическую раздражи-
мость органов зрения и вкуса у человека [1]. Сего-
дня изучением гальванических эффектов в
биологии занимается электрофизиология, отцом
которой можно по праву считать Гальвани. Отда-
вая дань истории, традиционно раз в два года
Биоэлектрохимическое общество вручает приз
имени Луиджи Гальвани молодому ученому,
внесшему наиболее весомый вклад в область био-

электрохимии (http://www.bioelectrochemical-
soc.org/awards-LuigiGalvani.php).

Под приставкой “био-” в термине “биоэлек-
трохимия” подразумевают биологически актив-
ные вещества, биополимеры (белки, нуклеино-
вые кислоты), целые клетки и живые организмы.
Первые работы, посвященные электрохимиче-
скому поведению белков на ртутном электроде,
появились в начале 1930-х гг., т.е. менее чем через
десять лет после открытия полярографии Яросла-
вом Гейровским. Если период практического ис-
пользования электрохимических методов, начи-
ная с полярографии, в анализе биомедицинских
объектов охватывает сто лет, то собственно био-
электрохимия как междисциплинарный раздел
науки появился сравнительно недавно. В настоя-
щее время термин “биоэлектрохимия” включает
в себя достаточно широкий спектр направлений,
так или иначе связанных с живыми системами и
регистрацией переноса электронов. Биоэлектро-
химия изучает электрохимические закономерно-
сти, лежащие в основе биологических процессов
(в частности, передачи информации по нервным
волокнам, преобразования энергии, фотосинте-
за, рецепции), а также воздействие внешних
электрических и магнитных полей на биологиче-
ские системы [2]. Общая стадия всех упомянутых
процессов – разделение зарядов (ионов и элек-
тронов), реализующееся в ходе окислительно-
восстановительной реакции или при транспорте
ионов через мембраны. Это приводит к возник-
новению мембранного потенциала и градиентов
концентрации ионов между внутренней частью
клетки и окружающей средой. Свободная энер-
гия, накопленная в виде мембранного потенциа-
ла или концентрационных градиентов, обеспечи-
вает генерацию и передачу нервных импульсов,
синтез АТФ, некоторые виды механического дви-
жения и т.п. Согласно Березовчуку [3], биоэлек-
трохимия изучает структуру и свойства мембран
живых клеток, механизм переноса ионов через
мембрану, природу скачка потенциала на мем-
бране живой клетки, механизм передачи потен-
циала вдоль нервного волокна. Знание механизма
работы клеточной мембраны позволит сконстру-
ировать различные приборы, работающие по
принципу живой клетки. Добавим, что, с другой
стороны, процессы переноса ионов в живых си-
стемах могут быть смоделированы с использова-
нием знаний ионометрии – одного из разделов
электрохимии. Таким образом, биоэлектрохимия –
это научное направление, предмет которого – элек-
трохимические аспекты работы живых систем [4].
Под термином “биоэлектрохимия” в настоящее
время также понимают область электрохимии, свя-
занную с изучением электрохимических свойств
биомолекул и разработкой способов их электрохи-
мического определения в биообразцах.

Новое “дыхание” биоэлектрохимии дало по-
явление биосенсоров: в 1962 г. Кларк и Лайонс [5]
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предложили концепцию “ферментных мембран-
ных электродов”. Раствор фермента (например,
глюкозооксидазы или уреазы) должен был быть
помещен между двумя мембранами на поверхно-
сти электрода, регистрирующего убыль субстрата
или прирост продукта ферментативной реакции.
В качестве сенсорного элемента были использо-
ваны pH- и pO2-электроды. Идея авторов заклю-
чалась в использовании свойств ферментов для
определения концентрации аналита при проведе-
нии сердечно-сосудистых операций и для после-
операционного прогноза состояния пациента [5].
Таким образом, биосенсоры – это химические
сенсоры, в которых распознающая система осно-
вана на биохимическом механизме. Согласно
определению, принятому в 1999 г. Международ-
ным союзом теоретической и прикладной химии
(ИЮПАК) [6], химический сенсор представляет
собой устройство, трансформирующее химиче-
скую информацию, начиная с концентрации
компонента и заканчивая композиционным со-
ставом, в аналитический сигнал. Химические
сенсоры обычно состоят из двух основных частей:
химической (молекулярной) распознающей си-
стемы (рецептора) и физико-химического транс-
дьюсера. Биологическая распознающая система
передает информацию от биохимического рецеп-
тора, обычно о концентрации определяемого ве-
щества, в виде химического или физического вы-
ходящего сигнала с определенной чувствительно-
стью. Согласно рекомендациям ИЮПАК [6],
термин “биосенсор” следует отделять от аналити-
ческих систем, которые включают в себя допол-
нительные стадии разделения (такие как высоко-
эффективная жидкостная хроматография), вспо-
могательные устройства и/или обработку образца
введением специальных реагентов (например,
проточно-инжекционный анализ). Таким обра-
зом, биосенсор должен представлять собой ана-
литическое устройство, не требующее дополни-
тельных реагентов помимо природных косуб-
стратов, необходимых для определения аналита.
В то же время существует и альтернативная точка
зрения: Энтони Тернер [7] подразделяет совре-
менные биосенсоры на (1) сложное, высокопро-
изводительное лабораторное оборудование, спо-
собное быстро, легко и точно детектировать
биологические взаимодействия и определять
интересующие компоненты; и (2) простые в ис-
пользовании, портативные устройства, рассчи-
танные на широкий круг потребителей, для де-
централизованного, in situ или домашнего ана-
лиза. Первые – дорогие, последние – массово
производимые и доступные. Семейства биосен-
соров – это иммунодатчики, биосенсоры на ос-
нове ферментов, а также биосенсоры на основе
целых клеток. Биосенсоры были применены к
широкому спектру аналитических проблем,
включая использование в медицине, биомеди-
цинских исследованиях, фармакологии, эколо-

гии, пищевой промышленности, перерабатываю-
щих отраслях, сфере безопасности. Самыми из-
вестным примером аналитического устройства на
основе электрохимического биосенсора служит
коммерчески доступный глюкометр. Дизайн и
изучение молекулярных и супрамолекулярных
структур с молекулярными биорецепторными и
биомиметическими свойствами для использова-
ния в аналитических устройствах также входит в
область интересов биоэлектрохимии. Здесь ос-
новное внимание уделяется комплементарному
пересечению молекулярного распознавания, на-
нотехнологии, молекулярного импринтинга и су-
прамолекулярной химии для улучшения анали-
тических характеристик и надежности устройств.
Параллельно с биосенсорикой примерно в то же
время возникла область биоэлектроники, кото-
рая стремится использовать биологию в сочета-
нии с электроникой в более широком контексте,
охватывая, например, биологические топливные
элементы, бионики и биоматериалы для обработ-
ки и хранения информации. Ключевым аспектом
здесь является интерфейс между биологическими
материалами и микро- и наноэлектроникой.

Относительно недавно вышли рекомендации
ИЮПАК [8], касающиеся терминологии методов
биоаналитической химии, анализа и исследова-
ния биомакромолекул. В них вводятся четкие
определения, связанные с биоаналитическими
образцами, ферментативными методами, имму-
ноаналитическими методами, методами, исполь-
зуемыми в геномике и анализе нуклеиновых кис-
лот, протеомике, метаболомике, гликомике, липи-
домике и интерактомике [8]. Согласно
рекомендациям 2018 г., в область биоаналитиче-
ской химии входят выявление (идентификация,
расшифровка последовательности), характери-
стика (полярность и заряд, структура, межмоле-
кулярные взаимодействия), а также количествен-
ная оценка и мониторинг (стабильность, динами-
ка, фрагментация, деградация, метаболизм и др.).
Под термином “биосенсор” понимается измери-
тельный инструмент (устройство, средство), не
требующий дополнительных реагентов и обеспе-
чивающий получение селективной качественной
и/или количественной аналитической информа-
ции с использованием элемента биологического
распознавания, который удерживается в непо-
средственном пространственном контакте с эле-
ментом трансдукции (преобразователем) [8].

БИОЭЛЕКТРОХИМИЯ: ИСТОРИЧЕСКАЯ 
РЕТРОСПЕКТИВА

История электрохимических методов анализа
прослеживается с середины ХIХ в. [9]. Открытие в
1922 г. Ярославом Гейровским метода полярогра-
фии означало появление новой области электро-
химии, в которой основным инструментом ста-
новится полярограф, позволяющий регистриро-
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вать поляризационные кривые (полярограммы)
ртутного капельного электрода в испытуемых
растворах. Первое время объектами исследова-
ния служили, как правило, неорганические со-
единения, и развитие теории метода было связано
с интерпретацией их полярографического пове-
дения. В 1925 г. Шиката в лаборатории Гейров-
ского в Праге зарегистрировал полярограмму
первого органического соединения – нитробен-
зола [10]. Если принять во внимание, что нитро-
группа входит в структуру многих органических
соединений с биологической активностью, то
можно принять эту дату началом аналитической
биоэлектрохимии. Таким образом, все началось с
полярографии низкомолекулярных органиче-
ских соединений. Из личного опыта: один из ав-
торов настоящего обзора в 1960 г. поступил в ас-
пирантуру Химического института Казанского
филиала Академии наук СССР (КФ АН СССР,
Казань) по специальности “полярография орга-
нических соединений”. Объектами исследования
были семи- и тиосемикарбазоны алдегидов и ке-
тонов, из которых ряд веществ имел противоту-
беркулезную активность. В период обучения в ас-
пирантуре была пройдена стажировка в Поляро-
графическом институте Чехословацкой академии
наук, инициированная Арбузовым и Китаевым.
Стажировка проходила под патронажем Гейров-
ского, получившего накануне Нобелевскую пре-
мию “за открытие и развитие полярографических
методов анализа” (1959 г.). Обстановка в институ-
те способствовала глубокому знакомству с рабо-
тами в области полярографии в биомедицине и
фармации. Таким образом, вначале полярогра-
фические методы успешно развивались как эф-
фективные по тому времени средства исследова-
ния строения и реакционной способности орга-
нических соединений в процессах с участием
электронов. Постепенно обширные сведения об
электрохимических свойствах органических со-
единений в растворах становились востребован-
ными при разработке способов их определения в
различных объектах.

Потребовалось почти полвека исследований,
чтобы показать, что в качестве материала для по-
ляризуемого электрода в вольтамперометрии
можно использовать не только ртуть, но и благо-
родные металлы, их оксиды, различные углерод-
ные материалы, пасты и композиты на их основе;
помимо обычных стали использовать и так назы-
ваемые модифицированные электроды. Появле-
ние стационарного твердого электрода означало
переход от катодной (восстановление) к анодной
(окисление) вольтамперометрии, что для органи-
ческого анализа оказалось крайне перспектив-
ным. Размеры самих электродов уменьшились в
десятки и даже сотни раз, а для достижения вос-
производимости их характеристик стали приме-
нять унифицированные способы изготовления,
например, трафаретную печать. Одновременно

велись исследования по аппаратурной тематике,
т.е. по совершенствованию приборов, обеспечи-
вающих надежную регистрацию полезного сиг-
нала по отношению к шуму (помехе) на принци-
пах микроэлектроники. Современный вольтам-
перограф (потенциостат) мало напоминает набор
реостатов и батарей Гейровского. Как правило,
это небольшой блок, а иногда и плата, вставляе-
мая в компьютер или смартфон. Например, такие
мини-приборы успешно выпускает фирма
“PalmSens” (Нидерланды, официальный сайт:
www.palmsens.com), в частности, совместимый со
смартфоном потенциостат “Sensit Smart”. Мини-
атюризация коснулась аппаратуры, электродов и
электрохимических ячеек. Это связано с тем, что
электроды стали использовать в качестве преоб-
разователей сигнала в интегрированных устрой-
ствах, таких как проточные тонкослойные ячей-
ки, микрофлюидные ячейки и “лаборатории на
чипе”. Миниатюризация подобных систем поз-
волила добиться выдающихся успехов в области
снижения как определяемых концентраций ана-
литов, так и объема потребляемой пробы. Тем са-
мым созданы предпосылки для очередного каче-
ственного скачка и перехода к имплантируемым
устройствам, сочетающим функции врача-диа-
гноста и лечебного средства. При этом определя-
емые количества аналита вполне могут спустить-
ся на уровень пико- и фемтограммов в образце.

Отметим, что создание устройств, которые
применяют в электрохимическом анализе, в том
числе и в мобильном исполнении, возможно
лишь на основе глубокого понимания как задач
биоаналитической химии, так и природы процес-
сов, происходящих на поверхности электрода.
Аналитический отклик на изучаемое соединение
формируется в ходе протекания на электроде
процесса, часто состоящего из нескольких стадий
[11]. Обычно собственно механизм электродной
реакции остается вне интересов аналитика. Важ-
но, чтобы отклик был повторяем в требуемых
пределах. Тем не менее полезно иметь общие
представления о механизме. Под механизмом по-
нимают всю совокупность гетерогенных реакций
переноса электронов на границе раздела элек-
трод/раствор, а также химических гомогенных
реакций вблизи электрода и в объеме раствора.
Изучение механизма включает в себя определение
последовательности этих электрохимических (Е) и
химических (С) стадий, констант их скоростей,
что позволяет выделить лимитирующую стадию
переноса, а также чисел электронов и протонов,
переносимых на одну молекулу, участвующую в
реакции, установление других фундаментальных
электрохимических характеристик отдельных
стадий, определение природы образующихся ча-
стиц и так далее. Следует иметь в виду, что каж-
дый электрохимический и химический процесс
должен включать в себя только один элементар-
ный акт [11]. В большинстве случаев лимитирую-
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щей стадией процесса является одна из химиче-
ских стадий, предшествующая, последующая или
параллельная переносу электрона. Для установ-
ления природы продуктов реакций, образующих-
ся на электроде, проводят электролиз при кон-
тролируемом потенциале, и затем продукты
идентифицируют с помощью соответствующих
физико-химических методов.

Необходимо отметить мировой тренд в элек-
троаналитике в отношении объектов биомедици-
ны. Из низкомолекулярных органических соеди-
нений в моде остаются различные флавоноиды,
включая антиоксиданты [12]. Успехи наблюдают-
ся и в области биосенсорики, в которой использу-
ют как природные, так и искусственные материа-
лы для организации селективного отклика, вклю-
чая “синтетические рецепторы” и “нанозимы”
[13, 14]. Повторимся, сказав, что мы живем в век
серьезных преобразований в областях биомеди-
цины, а отсюда и в биоэлектрохимии. Здесь несо-
мненный интерес для биоэлектроаналитиков
представляют области с междисциплинарными
взаимодействиями. Это – проблемы ранней диа-
гностики заболеваний, функционирования кле-
ток, контроля эффективности и токсичности ле-
карственных средств, контроля содержания пи-
щевых красителей и т.д.

Белки. Началом электрохимии белков можно
считать работу Гейровского и Бабички 1930 г.
[15], в которой при добавлении белка в поляро-
графическую ячейку наблюдали появление на
вольтамперограмме новой волны при потенциале
–1.6 В (на 0.2 В более положительном, чем вос-
становление -ионов аммиачного буферного
раствора) [16]. Волну отнесли к процессу элек-
трохимического восстановления водорода на по-
верхности ртути, катализируемого белком
(рис. 1). Следом, в 1932 г., Герлз и Ванкура, два
врача, изучающие по приглашению Гейровского
полярографическую активность различных био-
логических жидкостей человека, зарегистрирова-
ли другой, менее выраженный сигнал: внесение
белка в раствор хлорида натрия вызвало рост тока
при потенциале, на 0.3 В более положительном,
чем восстановление натриевых ионов фона [17].
Сигнал был назван “преднатриевая волна”
(рис. 1). Дальнейшие исследования показали, что
процессы, протекающие в полярографической
ячейке с участием белка, могут быть выражены
следующими уравнениями реакций [18]:

(1)

(2)

(3)

где P – белок (катализатор), PH+ – протониро-
ванная форма белка и DH – донор протонов. Пе-
ренапряжение каталитического выделения водо-

+
4NH

–P DH  P ,H D++ +�

0PH ē ,PH+ + →
0

22PH 2P H ,→ + ↑

рода, возникающее при этом, описывается урав-
нением Тафеля, которое можно в данном случае
записать как [18]:

(4)

где E – потенциал электрода, В; I – фарадеевский
ток восстановления ионов водорода, А; a – кон-
станта, зависящая от конструкции рабочего элек-
трода; F – постоянная Фарадея (96485 Кл/моль);
R – универсальная газовая постоянная
(8.314 Дж/моль К); T – температура, К. Белок за
счет функциональных групп аминокислотных
остатков, таких как –NH2, =NH, –SH и –COOH,
адсорбируется на поверхности ртути и сдвигает
перенапряжение выделения водорода в область
менее отрицательных потенциалов. Регистрируе-
мый ток восстановления в большинстве случаев
пропорционален концентрации белка-катализа-
тора и наблюдается при его сверхнизких количе-
ствах. Активное применение явления каталити-
ческого выделения водорода для определения
белков и пептидов началось со второй половины
1990-х годов, когда группой Эмиля Палечека был
предложен постояннотоковый хроноамперомет-
рический инверсионный анализ (ПХИА) [19].
ПХИА регистрирует изменение потенциала во
времени при наложении на рабочий электрод не-
большого постоянного тока. Метод снижает вли-
яние фонового тока и позволяет получить вместо
трудно определяемой волны ярко выраженный
пик восстановления водорода в координатах:
(ΔE/Δt)–1 – E, где Е – потенциал электрода, В; t –
время, с. Сигнал, регистрируемый методом
ПХИА, был назван “пик Н” в честь Heyrovsky
(Гейровского – родоначальника полярографии),
hydrogen evolution (выделения водорода) и high
sensitivity (высокой чувствительности). С помо-
щью ПХИА на ртутном электроде можно реги-
стрировать белки и пептиды вплоть до наномо-
лярных и субнаномолярных концентраций. За
последние годы данным методом был протести-
рован целый ряд белковых молекул [19–22]. Од-
нако, несмотря на известный механизм реакции,
так и не было выявлено, какие именно аминокис-
лотные остатки вносят основной вклад в реги-
стрируемый сигнал. Считают, что в данном слу-
чае ключевую роль играют остатки цистеина
(Цис). В слабокислых средах все пептиды
(с остатками Цис и без них) дают “пик Н”. В сла-
бощелочных растворах пептиды, не содержащие
Цис, не дают сигнал, тогда как Цис-содержащие
пептиды в тех же условиях демонстрируют четкий
пик. Исходя из данных группы Палечека [22],
практически любой пептид и белок в соответству-
ющих условиях дает “пик Н” (рис. 1).

Подобный эффект каталитического выделе-
ния водорода наблюдал и Брдичка в 1933 г. [23],
когда пытался подавить сигнал кобальта на фоне

2 3ln H – ln ,
2

RT RTE I a
F F

+ = + 
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аммиачного буферного раствора сывороткой
крови: сигнал был подавлен, но при потенциалах,
более положительных, чем для “преднатриевой
волны”, появилась новая четко выраженная
двойная волна. Данное явление было названо
“каталитическая реакция Брдички” (рис. 1). Из
аминокислот только цистин (Цис-Цис) и Цис да-
вали рост этой волны. Высота новой волны была
в сотни раз больше, чем сигнал восстановления
SS-групп Цис-Цис, что говорило о ее каталитиче-
ской природе. Так как высота каталитической
волны для Цис была в два раза ниже, чем для Цис-
Цис при той же концентрации, Брдичка заклю-
чил [24], что происходит восстановление SS-
групп Цис-Цис до SH-групп, а SH-группы в свою
очередь служат источниками ионов водорода для
регистрируемого сигнала. С помощью данного
метода был проведен анализ более 250 образцов
сыворотки крови онкологических больных и здо-
ровых доноров, который выявил существенное
различие между ними [25]. Так, в случае сыворот-
ки крови онкобольных высота характеристиче-
ской волны была всегда ниже, чем для сыворотки
здоровых добровольцев. Отвечая на вопрос, ка-
кие из групп – SH или SS – ответственны за поля-
рографическую реакцию, был сделан вывод, что
наблюдаемый эффект относится главным обра-
зом к SS-группам [25]. Более глубокое исследова-
ние, проведенное на образцах сыворотки крови от
386 человек (онкологических больных, больных
другими заболеваниями и здоровых доноров) вы-
явило влияние ряда факторов (возраста пациента,

вида опухоли) на равновесие 
[26]. С этого времени полярографическое изучение
белков строилось главным образом на каталитиче-
ских волнах в присутствии кобальта [27–29]. Ка-
талитическая реакция Брдички нашла свое при-
менение в биоанализе для определения Цис-со-
держащих белков, таких как металлотионеины
[30, 31] и фитохелатины [32]. Считается, что ката-
лизаторами реакции выступают Цис- и/или Цис-
Цис-содержащие белки, однако ее механизм до
сих пор до конца не изучен.

В 1950–1960-е гг. расшифровка аминокислот-
ной последовательности инсулина (Сенгер, Но-
белевская премия по химии 1958 г.) и получение
пространственых структур миоглобина и гемо-
глобина рентгеноструктурным анализом (Перутц
и Кендрю, Нобелевская премия по химии 1962 г.)
вывели исследования в области белков и амино-
кислот, включая электрохимические, на новый
уровень. В 1960-х гг. было открыто полярографи-
ческое восстановление белков за счет дисульфид-
ных связей Цис-Цис (RSSR) [33, 34]. Суммарное
уравнение процессов, протекающих при этом на
поверхности ртутного электрода, можно записать
как [35, 36]:

(5)
Согласно механизму реакции, предложенному

для восстановления Цис-Цис [35], сначала про-
исходит образование цистеината ртути(II) (урав-
нение (6)), а затем его восстановление (уравнение
(7)):

Цис­Цис Цис�

RSSR 2ē 2H 2RSH.++ + →

Рис. 1. Полярографические сигналы, характерные для белков.
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(6)

(7)

Другой механизм был предложен для реакции
восстановления окисленной формы глутатиона
(GSSG) (уравнения (8)–(9)) [36]:

(8)

(9)
Отметим, что для каталитического электро-

восстановления водорода в присутствии белка и
ранее требовалось восстановление SS-групп
остатков Цис-Цис (рис. 1), но сообщения такого
рода не были опубликованы. Объяснением этому
противоречию может служить значительная раз-
ница высот двух типов волн. Токи восстановле-
ния SS-групп Цис-Цис белков составляют поряд-
ка 0.1 мкА, тогда как токи каталитических волн
выделения водорода – 10–100 мкА. Таким обра-
зом, было необходимо достичь более высокой
чувствительности измерения сигнала, чтобы за-
регистрировать восстановление SS-мостиков, что
впервые продемонстрировали Сесил и Вейцман
[33] в 1964 г. на примере инсулина и ряда других
белков. Известно, что SH-группы Цис (RSH) по-
сле предварительного полярографического окис-
ления также образуют цистеинаты ртути(I) и рту-
ти(II) и адсорбируются на поверхности электрода
(уравнения (10)–(11)) [37, 38]:

(10)

(11)

Определение концентрации белковых моле-
кул возможно и через восстановление образую-
щейся связи Hg–S (уравнение (7), рис. 1). Позже,
в 1970-х гг., изучение полярографического вос-
становления гемопротеинов – белков, содержа-
щих ион Fe(II)/Fe(III) в активном центре, выяви-
ло прямой перенос электрона между электродом
и простетической группой, дав старт электрохи-
мии содержащих кофактор белков [39–41].

В 1970-х гг. было показано, что адсорбция мо-
лекул белка на поверхности электрода – ключ к
регистрации прямого переноса электрона между
электродом и активным центром белка. Термин
“прямой перенос электрона” означает обмен
электронами между кофактором фермента (бел-
ка) и электродом в отсутствие каких-либо медиа-
торов [42]. Прямой перенос электрона описан для
небольшого числа ферментов и белков, которые
принято называть “редокс-активными”. В 1972 г.
Бетсо с соавт. [39] описали восстановление иона
Fe(III) гема цитохрома с (Цит c), находящегося в
растворе, на ртутном, платиновом и золотом
электродах без необратимой денатурации белка.
Авторы заключили: “Адсорбция белка на поверх-
ности электрода значительно влияет на наблюда-

( )2RSSR Hg ,Hg SR+ �

( )2Hg SR 2ē 2H Hg 2RSH.++ + +�

•GSSG ē H GS GSH,++ + +�

•GS ē H GSH.++ + �

( )22RSH Hg Hg SR 2ē 2H  ,++ + +�

( )2 22RSH 2Hg Hg SR  2ē 2H .++ + +�

емый электрохимический сигнал, но не вызывает
загрязнения электрода или потерю способности
электрода переносить электроны” [39]. Позже, в
1977 г., был зарегистрирован обратимый прямой
перенос электрона между Цит c, находящимся в
растворе, и электродом [43, 44]:

(12)

На электроде из смешанных оксидов индия и
олова методом циклической вольтамперометрии
в области от 0.45 до –0.30 B (отн. Ag/AgCl) зареги-
стрировали четкую волну, характерную для кон-
тролируемого диффузией прямого переноса
электрона между Цит c и электродом [43]. В то же
время на золотом дисковом электроде перенос
электрона между Цит c и электродной поверхно-
стью удалось зарегистрировать только после внесе-
ния в ячейку 4,4'-бипиридила [44]. Присутствие
4,4'-бипиридила (который в данной области потен-
циалов неэлектроактивен) стимулировало перенос
электрона между Цит c и электродом. Авторы
предположили, что 4,4'-бипиридил взаимодей-
ствует с белком и/или с электродом, изменяя
двойной электрический слой [44]. Позже было
экспериментально подтверждено, что 4,4'-бипи-
ридил образует адсорбционный слой на поверх-
ности электрода, с которым Цит c связывается че-
рез остатки лизина перед переносом электрона
[45]. Таким образом, 4,4'-бипиридил – первое со-
единение, которое послужило “мостиком” между
белком и электродом, ориентируя белок на по-
верхности электрода и стимулируя прямой пере-
нос электрона. Более поздние работы подтверди-
ли важность наличия некого связующего звена
между активным центром фермента и поверхно-
стью электрода для эффективного переноса элек-
трона. В частности, подобный эффект наблюдали
для гемопротеинов при использовании пленок
поверхностно-активных веществ [46].

Дальнейшие исследования в области электро-
химии содержащих кофактор белков привели к
иммобилизации ферментов на поверхности элек-
трода и открытию явления “биоэлектрокатали-
за”. Термин “биоэлектрокатализ” определяется
как ускорение электрохимических реакций с по-
мощью биологических катализаторов [47]. “Био-
электрокатализом” также можно назвать биока-
тализ с заменой биологических систем доставки
электронов на электрохимические системы. Пря-
мой биоэлектрокатализ предполагает отсутствие
каких-либо свободно диффундирующих или им-
мобилизованных медиаторов; электроны беспре-
пятственно переходят между активным центром
фермента и электродом [47]. Пионерские работы
в области биоэлектрокатализа были выполнены в
конце 1970–1980-х гг. советскими учеными во
главе с Березиным. Первый кислородный фер-
ментный электрод был изготовлен иммобилиза-
цией лакказы на электроде из сажи [48]. Молеку-
лярный кислород восстанавливался в активном

( ) ( )Fe III ­гем ē Fe II ­гем.+ �
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центре фермента, при этом электроны поступали
из материала электрода (уравнение (13)):

(13)

Лакказа относится к семейству голубых медь-
содержащих оксидаз, к которому также принад-
лежат билирубиноксидаза, аскорбатоксидаза и
церулоплазмин. Медьсодержащие оксидазы об-
ладают способностью к прямому восстановлению
кислорода до воды (уравнение (13)) без образова-
ния высокореакционноспособных токсичных
промежуточных соединений кислорода, таких
как супероксид анион-радикал  гидроксил
радикал (•OH) и пероксид водорода (H2O2). Еще
один большой класс белков, содержащих редокс-
активные кофакторы, – это гемопротеины. Пер-
вая работа, описывающая биоэлектрокатализ с
участием гемопротеина пероксидазы, иммобили-
зованной на электроде из сажи [49], была опубли-
кована в 1979 г., а пять лет спустя был открыт пря-
мой биоэлектрокатализ с участием другого гемо-
протеина – гидрогеназы [50]. Очевидно, что
принципы электрохимии содержащих кофактор
редокс-активных белков основаны на биологиче-
ских реакциях переноса электронов. Природа ис-
пользует относительно ограниченную палитру
редокс-активных центров: гем, хиноны, флави-
ны, железо-серные кластеры. Понимание биологи-
ческих принципов, определяющих эффективный
перенос электрона, важно при использовании при-
родных переносчиков электрона (оксидоредуктаз,
НАДH-зависимых дегидрогеназ и редокс-актив-
ных белков) в биосенсорах, биотопливных эле-
ментах и биоэлектросинтезе [51].

Параллельно в 1960-х гг. было продемонстри-
ровано и детально изучено электрохимическое
окисление серосодержащих аминокислот Цис и
Цис-Цис на электродах из платины и золота [52–
54]. Спустя два десятилетия, в 1980 г., две незави-
симые группы под руководством Брабека [55] и
Рейно [56] описали окисление белков за счет ами-
нокислотных остатков тирозина (Тир) и триптофа-
на (Трп) на электродах из углеродных материалов.
Сигнал окисления рибонуклеазы, альбумина, лизо-
цима и инсулина наблюдали на импрегнированном
графитовом электроде при потенциалах около 0.7–
0.8 В (отн. насыщенного каломельного электрода,
НКЭ) [55]. На угольно-пастовом электроде при
потенциалах 0.8–0.9 В (отн. НКЭ) удалось заре-
гистрировать сигналы электроокисления РНКазы
(рибонуклеазы), альбумина и конканавалина А, в
то время как на золотом, платиновом и стеклоугле-
родном электродах четких пиков окисления этих
белков получено не было [56]. С тех пор электрохи-
мия белков и пептидов развивается преимуще-
ственно с использованием твердых электродов.

Нуклеиновые кислоты. У истоков электрохи-
мии нуклеиновых кислот стоял Эмиль Палечек
(1930–2018, Брно, Чехия). Свою жизнь он посвя-

2 2O 4ē 4H 2H O.++ + →

–•
2(O ),

тил исследованию свойств ДНК и других биопо-
лимеров и оставил после себя огромное число ра-
бот (книг, обзоров и оригинальных статей). Ак-
тивное изучение электрохимических свойств
нуклеиновых кислот началось в конце 1950-х гг.,
когда было показано окисление и восстановление
молекул ДНК и РНК на ртутном электроде [57,
58]. Ученик Гейровского, Палечек в 1958 г., еще
будучи аспирантом, наблюдал восстановление
аденина (Аде) и цитозина (Цит) на ртутном капа-
ющем электроде, причем восстановление послед-
него протекало не только в кислой, но и в ней-
тральной среде; гуанин (Гуа) давал характерный
анодный сигнал, обусловленный окислением
продукта восстановления ДНК при высоких от-
рицательных потенциалах [57, 59–61] (рис. 2). До
этого считалось, что из компонентов нуклеино-
вых кислот только Аде способен электрохимиче-
ски восcтанавливаться на ртути в сильнокислых
средах [62]. Любопытно, что в то же самое время,
в 1957 г., Берг [63], определяя следы белка в образ-
цах ДНК и РНК в присутствии ионов кобальта,
подтвердил электрохимическую инертность нук-
леиновых кислот. В 1960 г. Миллер [64, 65] впер-
вые доказал способность ДНК адсорбироваться
на поверхности поляризованного ртутного элек-
трода. Эмиль Палечек так вспоминал о своей ра-
боте в те годы [57]: “Вскоре после публикации мо-
ей статьи об осциллографической полярографии
ДНК из тимуса теленка и продуктов ее деграда-
ции в журнале Nature (1960 г.) [60] я был пригла-
шен Юлиусом Мармуром из Гарвардского уни-
верситета пройти стажировку в его лаборатории в
качестве докторанта. Прошло около двух лет,
прежде чем мне разрешили покинуть коммуни-
стическую Чехословакию, но для меня это было
похоже на чудо. В 1962 г. оборудование для осци-
лографической полярографии “Polaroskop P 524”
производили только в Чехословакии. Мармур,
который к этому времени перешел из Гарварда в
университет Брандейса, посоветовал мне привез-
ти прибор с собой. Таким образом, я отправил
прибор авиагрузом. Вооружившись рекоменда-
тельным письмом от Гейровского, в ноябре 1962 г. я
поехал в Соединенные Штаты без каких-либо со-
мнений о пригодности моего метода в исследова-
нии нуклеиновых кислот. К сожалению, прибор
прибыл только через девять месяцев, полностью
сломанный. В лаборатории преобладало мнение,
что он был тщательно “обыскан” секретными
службами по обеим сторонам “железного занаве-
са”. В этом месте заканчиваются воспоминания,
процитированные по вышестоящей ссылке [57].
В Соединенных Штатах Палечек приобрел необ-
ходимые микробиологические знания и практи-
ческий опыт в молекулярной биологии. В то вре-
мя Мармур был одним из ведущих специалистов
в области ДНК. Мармур первым обнаружил рена-
турацию и гибридизацию ДНК, т.е. ее способ-
ность восстанавливать двойную спираль из ком-
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плементарных одиночных нитей [66, 67]. Эта спо-
собность ДНК используется сегодня в целом ряде
молекулярно-биологических методов, также как
и в биотехнологии, включая электрохимические
ДНК-датчики. Мармур также предложил метод
выделения ДНК [68], который применялся с не-
которыми поправками в течение нескольких де-
сятилетий как классический метод извлечения
ДНК из бактерий и других организмов. Вернув-
шись из США, Палечек продолжил активную ра-
боту в области электроанализа нуклеиновых кис-
лот. Открытие Палечека заложило фундамент для
дальнейшего изучения электрохимического по-
ведения молекул нуклеиновых кислот и род-
ственных им соединений.

В конце 1970-х гг. Каммингс и Элвинг осуще-
ствили одноэлектронное восстановление на рту-
ти тимина (Тим, El/2 = –2.4 В) [69] и урацила (Ура,
El/2 = –2.3 В) [70] с формированием соответству-
ющих анион-радикалов и переносом протонов в
среде из диметилсульфоксида (рис. 2). При этом,
анионы Ура и Тим образовывали с ртутью нераство-
римые соли, давая последующие волны окисления
продуктов восстановления (El/2 от –0.1 до –0.3 В)
[69, 70]. В отличие от Ура, в случае Тим, содержаще-
го в пятом положении метильную группу, стабили-
зирующую свободный радикал и создающую стери-
ческое препятствие для димеризации, наблюдалось
восстановление образовавшегося свободного ради-
кала [70]. Было показано, что все нуклеиновые ос-
нования и некоторые другие производные пурина
и пиримидина дают анодные сигналы, благодаря
формированию малорастворимых соединений с
ртутью электрода, что в дальнейшем использова-

ли для их катодного инверсионного определения
в наномолярных концентрациях [71–73]. В сере-
дине 1980-х гг. группой Палечека был предложен
адсорбционный инверсионный анализ нуклеи-
новых кислот, который позволил на несколько
порядков повысить чувствительность определе-
ния концентрации ДНК. Было обнаружено, что
ДНК и РНК легко иммобилизуются на поверхно-
сти ртутных электродов путем простого погруже-
ния электрода в каплю раствора нуклеиновой
кислоты (3–10 мкл) на короткое время (30–180 с)
[74, 75]. Благодаря сильной адсорбции, ДНК и
РНК формируют стабильный слой на поверхно-
сти электрода; далее электрод промывают и про-
водят вольтамперометрические измерения в но-
вом растворе, уже не содержащем аналита. Такая
процедура позволила снизить объем анализируе-
мой пробы на 2–3 порядка по сравнению с клас-
сической вольтамперометрией. Данную технику
назвали “адсорбционная инверсионная вольтам-
перометрия с переносом электрода (АИВАПЭ)”.
Комбинирование АИВАПЭ с постояннотоковой
хронопотенциометрией оказалось особенно
успешным в определении нуклеиновых кислот с
помощью ртутных электродов [76].

В течение первых двух десятилетий для опре-
деления содержания нуклеиновых кислот ис-
пользовали только ртутные электроды. Однако,
несмотря на уникальные преимущества, электро-
ды из ртути имеют ряд ограничений, включая ме-
ханическую нестабильность и узкую анодную об-
ласть рабочих потенциалов, только в редких слу-
чаях подходящую для окисления органических
соединений. В 1980-е гг. Брабек – аспирант Пале-

Рис. 2. Полярографические сигналы, характерные для нуклеиновых оснований.
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чека [77, 78], после защиты диссертации ставший
сотрудником Драйхерста, вместе с последним ввел в
электрохимию нуклеиновых кислот электроды из
углеродных материалов [79–83]. Учитывая вклад
Брабека в электрохимию белков, его смело можно
назвать основателем прямого электрохимического
анализа биополимеров на твердых электродах. Уди-
вительно, что первые публикации об электрохими-
ческом окислении высокомолекулярных нуклеи-
новых кислот на электродах из углеродных матери-
алов появились только в 1978 г. [79–81]. Уже в
начале 1960-х гг. Элвинг и Смит [84, 85], изучая по-
ведение мономерных компонентов нуклеиновых
кислот на электроде из графита, показали, что Гуа
и Аде способны окисляться на данном типе элек-
тродов. Позже Драйхерст с соавт. [86, 87] более
подробно исследовали окисление Аде и Гуа на
электроде из пиролитического графита и предло-
жили возможные механизмы электродных реак-
ций. Важным результатом исследования электро-
окисления низкомолекулярных компонентов
нуклеиновых кислот было открытие об окисле-
нии нуклеозидов Аде и Гуа при значительно более
высоких положительных потенциалах, чем по-
тенциалы, характерные для свободных основа-
ний [88, 89]. Эти исследования также показали
существенную разницу между потенциалами пи-
ков окисления гуанозина и аденозина. В 1980 г.
Брабек опубликовал обнаруженные им с помо-
щью дифференциальной импульсной вольтампе-
рометрии количественные закономерности окис-
ления молекул ДНК из разных природных объек-
тов на электроде из пиролитического графита
[82]. Изученные молекулы ДНК отличались сум-
марным содержанием оснований Гуа и Цит
(Гуа + Цит). Все образцы ДНК давали на вольт-
амперограмме “пик Г” (при потенциале около
0.9 В отн. НКЭ, рН 6.4), соответствующий окис-
лению остатка Гуа, и “пик А” (около 1.2 В), соот-
ветствующий окислению Аде. Отмечается, что
потенциалы пиков Г и А отличались на 0.28 В и не
отражали содержание (Гуа + Цит) в образце
ДНК. Однако было найдено, что отношение вы-
сот пиков А и Г, обозначенное K, равно отноше-
нию (Аде + Тим)/(Гуа + Цит) образца ДНК. Этот
факт использовали для разработки метода опре-
деления содержания (Гуа + Цит) в ДНК согласно
формуле:

(14)

где K – отношение высот пиков А и Г, соответ-
ствующих окислению остатков Аде и Гуа ДНК.
Интересно, что отношение высот пиков А и Г бы-
ло одним и тем же для нативной и термически де-
натурированной ДНК. В случае денатурирован-
ной ДНК величины сигналов заметно возрастали
по сравнению с неденатурированной [82].

Интерес электрохимиков к нуклеиновым кис-
лотам был в немалой степени поддержан вруче-

( ) 100Гуа Цит % ,
1K

+ =
+

нием в 1962 г. Нобелевской премии по медицине
Вилкинсу, Крику и Уотсону “за открытия, касаю-
щиеся молекулярной структуры нуклеиновых
кислот и их значения для передачи информации в
живых системах”. К моменту первых публикаций
об электрохимической активности нуклеиновых
кислот была известна структура ДНК в форме
двойной спирали, показанная Уотсоном и Кри-
ком [90] одновременно с Франклин и Гослингом
[91] в 1953 г. Это произошло спустя почти сто лет
после открытия молекулы ДНК Мишером в
1869 г. [92]. Уотсон и Крик предложили систему
на основе спаренных оснований [90]. Структура
ДНК включала две водородные связи для пары
Аде и Тим и три водородные связи для пары Гуа и
Цит. Такая молекула нуклеиновой кислоты те-
перь известна как B-форма ДНК, стабилизируе-
мая связанной водой, которая идеально вписыва-
ется в минорную бороздку. Альтман в 1889 г. дал
имя ДНК, а ее роль в передаче генетической ин-
формации была открыта Гриффитом в 1928 г. [92]. В
1950 г. Чаргафф с соавт. [93] обнаружили, что в
ДНК количество Аде всегда равно количеству
Тим, а количество Гуа всегда равно количеству
Цит. Эта закономерность была крайне важна при
разработке модели двойной спирали. Количество
пуринов (Аде + Гуа) всегда равно количеству пи-
римидинов (Цит + Тим), но отношение (Гуа +
+ Цит)/(Аде + Тим) варьируется от вида к виду.

Таким образом, можно заключить, что к концу
1980-х годов был заложен фундамент электрохи-
мии белков и нуклеиновых кислот и опубликова-
ны основные виды аналитических сигналов окис-
ления и восстановления данных биомолекул на
ртутном электроде и электродах из твердых мате-
риалов. Однако, несмотря на знания о сложной
пространственной организации молекул биопо-
лимеров, в электрохимии господствовало пред-
ставление об одномерной структуре белков и нук-
леиновых кислот при интерпретации результатов.
Хотя многие процессы и явления, такие как пря-
мой перенос электрона или биоэлектрокатализ, к
этому времени были открыты, природа аналити-
ческих сигналов биополимеров не была до конца
объяснена.

СОВРЕМЕННЫЕ ПРЕДСТАВЛЕНИЯ 
ОБ ЭЛЕКТРОХИМИЧЕСКИХ СВОЙСТВАХ 

БЕЛКОВ И НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ
Сегодня ученые-электрохимики приходят к

пониманию необходимости расширения пред-
ставлений о редокс-процессах, протекающих на
поверхности электродов с участием биополиме-
ров, таких как белки и нуклеиновые кислоты,
прежде всего, принимая во внимание их про-
странственную (3D) структуру [94]. Долгое время
электрохимическое поведение биополимеров
рассматривалось с точки зрения общего числа тех
или иных электроактивных групп в первичной
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последовательности молекул, опираясь на число
мономерных звеньев. Однако последние исследо-
вания свидетельствуют, что далеко не все потенци-
ально электроактивные группы в полипептидной
или полинуклеотидной цепи могут одновременно
участвовать в электрохимических реакциях [95].
C увеличением молекулярной массы биополимера
(площади его поверхности), приходящейся на од-
ну электроактивную группу, электрохимический
сигнал падает [95, 96]. С развитием компьютер-
ных технологий и методов биоинформатики, поз-
воляющих моделировать пространственную
структуру макромолекул, становится очевидным,
что электрохимический сигнал биополимера не
может быть равен сумме сигналов входящих в не-
го мономеров. Это, с одной стороны, усложняет
интерпретацию аналитического сигнала, а с дру-
гой, – открывает широкие перспективы для при-
менения электрохимии с целью решения биохи-
мических и медицинских задач. Опираясь на
структуру молекулы, с помощью электрохимиче-
ского анализа ученый может зарегистрировать та-
кие изменения, как образование биполимерных
комплексов [97], агрегация [98] или деградация
биополимеров [99], а также их посттрансляцион-
ные (ПТМ) [100] или пострепликативные (ПРМ)
модификации [101]. Такие изменения в структуре
биополимеров происходят в живых системах как в
норме, так и при различных патологиях [98–105].
К тому же, если раньше господствовало четкое
разделение на “электроактивные” и “неэлектроак-
тивные” вещества, то сегодня более корректно бу-
дет сказать, что биомолекула неэлектроактивна в
данных экспериментальных условиях. Возникает
уверенность, что поиск подходящих условий в буду-
щем позволит открыть новые свойства веществ, в
частности, биополимеров, сахаров и липидов.
Углубление понимания взаимосвязи между про-
странственной организацией белков и нуклеино-
вых кислот и их электрохимическим поведением
способствует появлению принципиально новых
(био)сенсорных систем как для повседневного
применения, так и для биомедицинских исследо-
ваний.

Белки. На сегодняшний день известно, что на
твердых электродах белки способны давать элек-
трохимический сигнал: (1) за счет окисления
аминокислотных остатков (в диапазоне потенци-
алов от 0.5 до 1.5 В); (2) и/или за счет восстанов-
ления или окисления своих простетических
групп (например, гема или флавина в диапазоне
от –0.5 до 0.5 В отн. Ag/AgCl) [47, 51, 106–112]
(рис. 3). Подробный анализ электрохимического
поведения биомолекул, в частности, биополиме-
ров, на электродах из углеродных материалов
(графит, графен, углеродные нанотрубки, допиро-
ванный бором алмаз) с учетом влияния структуры
поверхности электрода на адсорбцию молекул дан в
обзоре Фойты с соавт. [112]. Необходимо отметить,
что, в отличие от ставших рутинными графитовых и

стеклоуглеродных электродов, допированный бо-
ром алмаз обладает более широким рабочим диапа-
зоном положительных потенциалов. Однако, на-
сколько известно, до сих пор не обнаружены какие-
либо принципиально новые свойства белковых мо-
лекул и нуклеиновых кислот на электродах из допи-
рованного бором алмаза [113], впрочем, как и на
электродах, модифицированных графеном или уг-
леродными нанотрубками. При этом недавно пока-
зано [114], что практически все протеиногенные
аминокислоты способны окисляться на поверхно-
сти печатных графитовых электродов при потенци-
але 0.95 В в амперометрическом проточно-инжек-
ционном анализе, а в некоторых случаях может
быть зарегистрирован и сигнал восстановления
продуктов окисления аминокислот, в частности,
Трп на электроде из карандашного графита [115].
Тем не менее четких аналитически значимых сиг-
налов восстановления протеиногенных амино-
кислот и их остатков пока получить не удалось.
Наибольший вклад в сигнал окисления молекулы
белка при потенциале 0.6–0.8 В вносят остатки
Тир, Трп и Цис [109, 116–124], тогда как для окис-
ления остатков Гис, Мет и Цис-Цис требуется по-
тенциал около или выше 1 В (отн. Ag/AgCl, ней-
тральная среда) [118–124] (рис. 4). Так, показано,
что пептид Aβ(1–42) на квадратно-волновой
вольтамперограмме дает два четких пика при по-
тенциалах 0.6 и 1.0 В и волну в области потенциа-
лов 1.2–1.5 В, отнесенных соответственно к
остаткам Тир (Тир-10), Гис (Гис-6, -13, -14) и Мет
(Мет-35) пептида [122]. На электродах из углерод-
ных материалов и золота окисление белков за
счет аминокислотных остатков протекает как не-
обратимый рН-зависимый процесс [95, 117–120].
Необходимо отметить, что механизм окисления
остатков аминокислот в составе белка остается до
конца не изученным, также как и реакции окис-
ления большинства свободных аминокислот
[109, 110, 125–127]. Требуется установление про-
дуктов электрохимических реакций с помощью
различных физико-химических методов (в част-
ности, ЯМР и ИК-спектроскопии). Возникает за-
кономерный вопрос о связи структуры белка с его
электрохимическими свойствами. Одна из пер-
вых попыток ответить на данный вопрос была
предпринята Брабеком и Морнштейном, кото-
рые писали [55]: “Бычий сыворочный альбумин,
также содержащий, как и лизоцим, остатки трип-
тофана, дает, однако, только один пик при потен-
циалах окисления остатков тирозина. Это пове-
дение может быть объяснено тем фактом, что бы-
чий сывороточный альбумин содержит примерно
в 10 раз больше остатков тирозина, чем триптофа-
на”. Таким образом, видно, что в данной работе,
опубликованной в 1980 г., авторы опирались
лишь на первичную структуру белка, а именно на
его аминокислотную последовательность, и
предполагали, что количество электроактивных
остатков, таких как Тир и Трп, определяет наблю-
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даемое электрохимическое поведение белков.
Потребовалось три десятилетия, чтобы понять,
что только остатки аминокислот, расположенные
на поверхности молекулы белка, с электроактив-
ными группами, ориентированными наружу, до-
ступны для электрохимического окисления на
поверхности электрода и, следовательно, опреде-
ляют сигнал электроокисления [95]. Если белки
имеют достаточно жесткую пространственную
структуру, то конформация пептидов часто ха-
рактеризуется как “случайный клубок”. Электро-
химию пептидов можно выделить в отдельную
область [128]: из-за небольшой молекулярной
массы сигналы их аминокислотных остатков вы-
ражены ярче и легче интерпретируются. Веским
аргументом в пользу тесной связи интенсивности
сигнала электроокисления со структурой белка
является то, что разворачивание (денатурация)
белка приводит к значительному увеличению ве-
личины тока [55, 120, 129]. Напротив, агрегация
белков или пептидов приводит к уменьшению то-
ка электроокисления [130–134], что также позво-
ляет предположить, что не общее число электроак-
тивных остатков, а их расположение на поверхно-
сти белковой молекулы определяет наблюдаемое
электрохимическое поведение. Интересно, что
крупные пептидные агрегаты, такие как агрегаты
β-амилоида, участвующего в патогенезе болезни
Альцгеймера, неспособны производить какой-
либо значимый сигнал окисления: во время агре-
гации пептидов основной вклад в общий сигнал
образца вносят мономеры и мелкие олигомеры
[130]. Фактически, это делает электрохимию уни-
кальным методом мониторинга агрегации пепти-
дов путем регистрации уменьшения тока окисле-
ния, вызванного исчерпанием пула пептидных
мономеров/олигомеров при их включении в агре-
гаты [131–134]. Показано также, что сигнал элек-
троокисления чувствителен к заменам отдельных

аминокислот в полипептидной цепи, как это про-
исходит в случае мутантов β-амилоида [122, 123,
135] и генетически модифицированных вариан-
тов ацетилхолинэстеразы [117]. В последнем слу-
чае некоторые замены электроактивных остатков
на условно “неэлектроактивные” приводили к
увеличению сигнала электроокисления, указывая
на значимость конформационных изменений,
связанных с заменами, для доступности электро-
активных остатков для окисления на поверхности
электрода [95]. Таким образом, изменения кон-
формации также могут влиять на интенсивность
сигнала электроокисления наряду с концентра-
цией белка или пептида [55, 120, 122, 136].

Возвращаясь к активным центрам, необходи-
мо отметить, что регистрация редокс-активности
белков, несущих простетические группы, требует
специальной модификации поверхности элек-
трода, позволяющей “соединить” активный
центр и электрод [46, 47, 108]. Фактически, это
также подтверждает гипотезу о сохранении про-
странственной структуры редокс-активного бел-
ка в условиях электрохимического эксперимента
на поверхности электрода [46]. Как правило,
электродные реакции с вовлечением активных
центров белков протекают в тонком слое на по-
верхности электрода и характеризуются линей-
ной зависимостью тока пика от скорости разверт-
ки потенциала [46, 47, 106–108]. Белок Цит с яв-
ляется, возможно, единственным исключением
из этого правила и дает обратимый сигнал иона
Fe(III)/Fe(II) гема из капли раствора даже на не-
модифицированном электроде [39, 43]. В случае
редокс-активных белков их “ориентированная”
иммобилизация на поверхности электрода при-
обретает определяющее значение для достижения
эффективного переноса электронов и биоэлек-
трокатализа [47, 137]. Добиться упорядоченного
расположения молекул фермента на поверхности

Рис. 3. Потенциалы сигналов окисления и восстановления белков и нуклеиновых кислот на твердых электродах.
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электрода, т.е. сориентировать их для наблюде-
ния наиболее эффективного биоэлектрокатали-
за, возможно, с помощью проводящих полимеров
или проводящих наноматериалов. Помимо этого
широко используют мутантные формы фермен-
тов со специально введенными аминокислотны-
ми заменами. Прямой перенос электрона с элек-
трода на активный центр фермента (белка) позво-
ляет определить концентрацию редокс-активных
белков путем регистрации величины тока пика
восстановления или окисления его активных
центров [138–140]; а ферментативная активность
белка может быть инициирована наложением со-
ответствующего потенциала [137, 141]. Однако
поиск подходящей матрицы для иммобилизации
редокс-активных белков является непростой за-
дачей, и часто оказывается невозможным добить-
ся эффективного соединения биохимической
ферментативной реакции с электродной. В неко-
торых случаях прямой перенос электронов между
активным центром фермента (белка) и электро-
дом недостижим по определению из-за гликози-
лирования или большого размера белковой гло-
булы. Изучая механизмы прямого биоэлектрока-
тализа [47], можно выявить взаимосвязь между
структурой и функциями белка-фермента, что
важно для понимания биохимических процессов,
а также для разработки биосенсорных систем.
Направленное введение аминокислотных остат-

ков, таких как Гис и Цис, пептидов или фрагмен-
тов биотина, с использованием технологий ген-
ной инженерии позволило разработать редокс-
активные ферменты с заданными электрохими-
ческими свойствами, включая возможность их
“ориентированной” иммобилизации [137, 142].
Известно, что некоторые аминокислотные заме-
ны (мутации) могут оказывать заметное влияние
на ферментативную активность белков. Так, изу-
чение электрохимической и электрокаталитиче-
ской активности иммобилизованных на поверх-
ности стеклоуглеродного электрода гемопротеи-
нов семейства цитохромов Р450 (CYP), а именно
CYP 2C9 человека и двух его полиморфных вари-
антов, присутствующих примерно у 35% кавказ-
ской популяции, показало более низкую катали-
тическую активность для форм CYP 2C9*3 (ks =
= 3 ± 1 мин–1) и CYP 2C9*2 (ks = 12 ± 2 мин–1) по срав-
нению с диким типом CYP 2C9 (ks = 18 ± 1 мин–1) в
присутствии S-варфарина – маркерного субстра-
та CYP 2C9 [143]. Разработанный биоэлектрохими-
ческий способ позволяет определять терапевтиче-
ски значимые различия в метаболизме лекарствен-
ных средств, связанные с полиморфизмом,
ответственным за неблагоприятные лекарственные
реакции, в частности, у значительной части насе-
ления Кавказа. С помощью точечных аминокис-
лотных замен в последовательности фермента

Рис. 4. Потенциалы и сайты окисления аминокислот тирозина, триптофана, цистеина, гистидина, метионина и ци-
стина на твердых электродах.

S

O

OH

HS

O

OH

H
N

O
OH

S
S

NH2

NH2 NH2

NH2NH2

NH2 NH2

O

OH

O

HO

HN

N

O

OH

Цистин Тирозин

Гистидин

ТриптофанМетионин

Цистеин

0 1

Цистеин

Тирозин

Триптофан

Метионин

Цистин

Гистидин

0

HO

O

OH
Окисление

E, B (отн. Ag/AgCl)



ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 77  № 6  2022

БИОЭЛЕКТРОХИМИЯ КАК ОБЛАСТЬ АНАЛИЗА 503

можно решить и задачу увеличения скорости пря-
мого переноса электрона в электрохимических
биосенсорах, как показано на примере перокси-
дазы из табачной мозаики [144]. Авторы наблю-
дали значительное увеличение скорости прямого
переноса электронов между графитовым элек-
тродом и пероксидазой из табачной мозаики по-
сле замены остатка лейцина, расположенного
вблизи кармана гема на поверхности фермента,
на Трп [144]. Увеличение скорости прямого пере-
носа электронов между редокс-активным цен-
тром белка и электродом и повышение чувстви-
тельности определения субстрата фермента могут
быть достигнуты с помощью изменения про-
странственной структуры белка, т.е. направлен-
ного разворачивания (денатурации) полипептид-
ной цепи, как показано на примерах гемоглобина
[145] и Цит с [146] по отношению к пероксиду во-
дорода и нитрит-иону. Стоит отметить, что для
гемопротеинов обнаружено множество ПТМ
[102]. На вопрос, влияют ли эти ПТМ на способ-
ность иона Fe(III)/(II) гема белка отдавать или
принимать электроны, можно ответить с помо-
щью электрохимии. Например, показано [147],
что миоглобин скелетных мышц лошади с элек-
трохимически пронитрованным Тир-103 дает бо-
лее низкий и менее выраженный пик востановле-
ния, чем у нативного миоглобина на циклических
вольтамперограммах. К сожалению, несмотря на
важность влияния ПТМ на структуру и функции
редокс-активных гемопротеинов, таких как Цит с
[148] или цитохром Р450 2B1 [149], изменения в ин-
тенсивности прямого переноса электронов и био-
электрокатализе этих белков в результате ПТМ в
настоящее время изучены мало.

Современные технологии позволяют получить
трехмерную структуру молекулы белка с локали-
зацией всех аминокислотных остатков. В настоя-
щее время в Банке данных о белках (PDB, protein
data base, https://www.rcsb.org) доступно множе-
ство 3D моделей структур, включая сложные бел-
ковые комплексы. Конечно, результаты компью-
терного моделирования не обязательно предска-
зывают истинную локализацию электроактивных
групп аминокислотных остатков в условиях элек-
трохимического эксперимента, и следует иметь в
виду, что на их расположение могут в некоторой
степени влиять: (1) состав электролита (раствори-
теля), (2) электрическое поле электрода и (3) сте-
пень жесткости молекулы белка как таковой.
Другим важным аспектом электроокисления бел-
ка является то, что некоторые аминокислотные
остатки в последовательности белка могут быть
модифицированы различными функциональны-
ми группами, благодаря явлению посттрансляци-
онной модификации [150]. Эти новые функцио-
нальные группы могут генерировать свои соб-
ственные электрохимические сигналы или
влиять (подавлять или усиливать) на исходный
сигнал аминокислотных остатков [100, 151]. В на-

стоящее время как аминокислотные последова-
тельности, так и ожидаемые ПТМ могут быть взяты
для подавляющего числа белков во всеобъемлющей
базе данных, известной как Универсальный белко-
вый ресурс (UniProt, https://www.uniprot.org). Та-
ким образом, используя Банк данных о белках и
Универсальный белковый ресурс, становится
возможным предсказать электрохимическое по-
ведение на электроде практически любой белко-
вой молекулы, что делает интерпретацию этого
поведения исключительно на основе аминокис-
лотной последовательности белка (как, напри-
мер, в работах [118, 152]) довольно упрощенной.
Учет пространственной структуры белка для ин-
терпретации его электрохимических сигналов
позволяет глубже понять реальные процессы,
происходящие на поверхности электрода [153].

Нуклеиновые кислоты. Известно, что в процес-
сах восстановления и окисления нуклеиновых
кислот на твердых электродах участвуют остатки
азотистых оснований (Гуа, Аде, Тим, Цит и Ура)
[79, 82, 94, 96, 97, 112, 154–161]. Однако среди раз-
личных типов электродов только электрод из пи-
ролитического графита позволил зарегистриро-
вать как восстановление, так и окисление остат-
ков азотистых оснований в нуклеозидах [162] и
олигонуклеотидах [159] из-за широкого рабочего
окна потенциалов от –2 до 2 В (отн. Ag/AgCl; аце-
татный буферный раствор, рН 5). Кроме того и
сигналы окисления продуктов восстановления, и
сигналы восстановления продуктов окисления
азотистых оснований в нуклеозидах и олигонук-
леотидах также зарегистрированы на пиролити-
ческом графите [159, 162] (рис. 3). Реакции вос-
становления или окисления нуклеиновых осно-
ваний или их остатков требуют достаточно
высоких отрицательных (примерно от –1.5 до
‒2.0 В) или положительных (примерно от 1.0 до
1.5 В) потенциалов соответственно [79, 82, 86, 87,
154, 155, 158, 161–173]. Если сигналы окисления
или восстановления оснований Гуа и Аде и их
остатков в молекулах нуклеиновых кислот доста-
точно легко получить в различных эксперимен-
тальных условиях и на различных типах твердых
электродов, то Тим, Цит и Ура требуют более вы-
соких положительных или отрицательных потен-
циалов и более жестких условий эксперимента, и,
как следствие, атрибуция их сигналов часто до-
вольно сомнительна (рис. 5). Так, окисление мо-
нонуклеотидов на углеродных электродах прояв-
лялось в виде анодных пиков при потенциалах
0.9–1.0 В для гуанозинмонофосфата, 1.2–1.3 В
для аденозинмонофрсфата, 1.4–1.5 В для тими-
динмонофосфата и 1.5–1.6 В для цитидинмоно-
фосфата (отн. Ag/AgCl, фосфатный буферный
раствор, рН 7.4) [163, 174]. Интересно, что добав-
ление сахара и фосфатных групп к азотистому ос-
нованию (с образованием нуклеозида или нук-
леотида) сдвигает максимум потенциала окисле-
ния молекул к более положительным значениям
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и наоборот [86, 87, 164, 165]. Однако процессы
окисления и восстановления нуклеиновых осно-
ваний в молекулах ДНК происходят при потен-
циалах, отличных от потенциалов, характерных
для соответствующих свободных нуклеозидов
или нуклеотидов, что указывает на то, что про-
цессы окисления остатков оснований в мономер-
ных и полимерных молекулах протекают по раз-
ным механизмам и дают разные продукты [159,
162]. В то время как механизмы и продукты элек-
трохимического окисления или восстановления
свободных азотистых оснований, их нуклеозидов
и нуклеотидов достаточно хорошо изучены [55,
86, 87, 159, 162, 164–168] (рис. 5), аналогичные
подробные исследования для остатков оснований
в полимерных молекулах ДНК или РНК отсут-
ствуют, поэтому какие-либо выводы на основе
знаний о мономерах оказываются довольно умо-
зрительными [162]. Как окисление, так и восста-
новление нуклеиновых оснований могут вклю-
чать образование промежуточных продуктов в
виде радикалов и их химические реакции, кото-
рые по своей природе чувствительны к располо-
жению активных фрагментов [162]. Многие фак-
торы, такие как последовательность и структура
нуклеиновых кислот, концентрация аналита,
свойства поверхности электрода, рН и состав фо-
нового электролита, могут влиять на механизмы
электродных реакций нуклеиновых оснований
[162]. Надо сказать, что на сегодняшний день на
твердых электродах не зарегистрировано сигна-
лов восстановления остатков оснований высоко-
молекулярных ДНК или РНК из природных ис-
точников. В то же время сигналы окисления и
восстановления получены для всех остатков ос-
нований в коротких синтетических олигонуклео-
тидах определенной последовательности с преоб-
ладанием сигналов окисления остатков Гуа и Аде
[159, 161, 173–176]. Однако необходимо отметить,
что в большинстве работ, к сожалению, не приво-
дится никакой информации о чистоте олигонук-
леотидов или о дополнительной очистке получен-
ных синтетических препаратов, так же как и о кон-
формации молекул однонитевой ДНК (онДНК).

Что касается высокомолекулярной двуните-
вой ДНК (днДНК) из природных источников, то
ее окисление на твердых электродах за счет остат-
ков оснований, впервые продемонстрированное
в пионерских работах Брабека [82, 154, 155], до
сих пор остается спорным [112, 158, 169, 175]. На
вольтамперограммах, снятых на электродах из уг-
леродных материалов, молекулы днДНК дают
только два пика окисления: около 0.7–0.9 В и
1.0–1.2 В (отн. Ag/AgCl, нейтральная среда), ко-
торые приписывают остаткам Гуа и Аде соответ-
ственно [79, 82, 83, 155, 172]. Выдвинута гипотеза,
что электроактивные группы этих азотистых ос-
нований, не участвующие в образовании водо-
родных связей в двойной спирали ДНК, остаются
свободными для электроокисления на поверхно-

сти электрода [82, 154, 155]. Также обнаружено,
что токи пиков окисления для нативной днДНК
заметно ниже по сравнению с сигналами денату-
рированной ДНК [82, 95, 154, 155] и закономерно
уменьшаются с увеличением логарифма молеку-
лярной массы ДНК как для нативных, так и для
денатурированных биополимеров [96]. Для объ-
яснения наблюдаемых различий в электрохими-
ческом поведении нативной и денатурированной
ДНК высказано предположение, что ДНК адсор-
бируется на поверхности электрода, и гибкая по-
лимерная цепь денатурированной ДНК может
лучше прилегать или повторять неровную по-
верхность электрода, чем более жесткая молекула
нативной днДНК [154, 155, 95]. В результате ко-
личество сегментов ДНК, находящихся в контак-
те с поверхностью электрода или в непосред-
ственной близости от нее так, чтобы их можно
было электроокислить, выше для денатурирован-
ной ДНК, чем для нативной днДНК. На самом
деле, это яркий пример рассмотрения молекулы
ДНК как одномерной структуры. Действительно,
данная гипотеза частично подтверждена вывода-
ми о том, что предварительная поляризация элек-
трода при положительных потенциалах (от 0.2 до
1.3 В) в течение нескольких минут требовалась
для надежной регистрации сигналов окисления
как от нативной, так и от денатурированной ДНК и
даже от небольших олигонуклеотидов на углерод-
ных и золотых электродах [96, 154, 155, 169–171,
174]. Это объяснялось более эффективной адсорб-
цией отрицательно заряженных биомолекул на по-
ложительно заряженных электродах. Например,
обнаружено, что после предполяризации элек-
трода из высокоупорядоченного пиролитическо-
го графита при 0.4 В (отн. Ag/AgCl) в течение
15 мин днДНК из тимуса теленка дает выражен-
ные пики окисления остатков Гуа и Аде, которые
не могут быть получены без предполяризации
[171]. Однако в другой работе сигнал окисления
остатков Гуа нативной днДНК из тимуса теленка
не удалось получить даже после предполяризации
[79]. Более того, Ванг с соавт. [177], используя ам-
перометрический проточно-инжекционый ана-
лиз при потенциале 1 В, продемонстрировали,
что нативная днДНК из тимуса теленка дает на
угольно-пастовых электродах более высокие токи
окисления, чем денатурированная ДНК. В насто-
ящее время все чаще признается, что азотистые
основания, скрытые внутри двойной спирали
ДНК, могут быть труднодоступны или недоступ-
ны совсем для электродных реакций [157, 178].
Таким образом, результаты экспериментов по
электрохимическому окислению днДНК пока
вызывают больше вопросов, чем ответов.

Одним из объяснений наблюдаемых расхож-
дений в электрохимическом поведении ДНК мо-
жет быть деградация, особенно с учетом извест-
ной зависимости тока электроокисления от раз-
мера ДНК [96]. Деградация может привести к
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образованию низкомолекулярных фрагментов
ДНК и/или, возможно, свободных мономеров,
которые могут существенно повлиять на резуль-
тат электрохимического эксперимента. Действи-
тельно, деградация ДНК продемонстрирована
для днДНК из тимуса теленка, иммобилизован-
ной на поверхности золотого электрода при по-
тенциале 0.5 В (отн. Ag/AgCl) [179]. Процедура
предполяризации электрода потенциально может
способствовать такой деградации. Присутствие в
образце ионов металлов (или их комплексов) в
комбинации с наложением на электрод отрица-
тельного потенциала может разрушать молекулы
ДНК, как показано для ДНК и комплексов
Cu(II)-бипиридил при –0.6 В [180]. Тем не менее,
деградирует ли ДНК на электродах из углеродных
материалов во время электрохимического экспе-
римента, в настоящее время до конца не известно
[155].

Хотя использование в исследованиях днДНК
из природных источников представляется крайне
привлекательным из-за доступности и низкой
стоимости коммерческих препаратов, такие пре-
параты страдают неоднородностью размеров мо-
лекул и потенциального присутствия как онДНК,
так и днДНК, как справедливо указывали Брабек
и Куделка в 1980 г. [96]. К сожалению, во многих
электрохимических работах (например, [171, 172,
177, 181]) отсутствует биохимическая характери-
стика используемых образцов ДНК, что затруд-
няет сравнение результатов, полученных разны-
ми авторами, и их интерпретацию. Очевидно, что

ампликоны, полученные с помощью полимераз-
ной цепной реакции (ПЦР), являющиеся идеаль-
ными фрагментами днДНК заданной длины, ко-
торая может варьироваться от десятков до сотен
пар оснований, – более подходящая модель для
изучения электроокисления днДНК. Их приме-
нение позволило бы лучше понять механизмы,
лежащие в основе электроокисления днДНК в
электрохимическом эксперименте. Недавно по-
казано [175], что электроокисление ДНК природ-
ного происхождения на печатных графитовых
электродах протекает преимущественно путем
окисления остатков Гуа и Аде молекул онДНК,
что выражается двумя сигналами при потенциа-
лах около 0.75 и 1.05 В (фосфатный буферный рас-
твор, рН 7.4) соответственно. Для онДНК обнару-
жено, что реакции окисления обоих остатков кон-
тролируются диффузией. В молекулах днДНК,
даже таких коротких, как молекулы длиной 24
нуклеотида, остатки этих оснований, по-видимо-
му, недоступны для окисления на углеродных
электродах. Можно сделать вывод, что сигналы
электроокисления для конкретного гетерогенно-
го препарата ДНК природного происхождения
продуцируются преимущественно низкомолеку-
лярными фрагментами онДНК [175]. Такое элек-
трохимическое поведение ДНК хорошо согласу-
ется с результатами, полученными для белковых
молекул, в которых электроактивные аминокис-
лотные остатки, скрытые внутри белковой глобу-
лы [95] или пептидного агрегата [128, 130, 132],
недоступны для электродных реакций.

Рис. 5. Схемы реакций первичного окисления гуанина и аденина на электродах из углеродных материалов [83].
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Хотя прямая электрохимия нуклеиновых кис-
лот характеризуется высокими потенциалами
окисления (от 1 до 2 В) и восстановления (от –1
до –2 В) и относительно низкими значениями ре-
гистрируемых токов, некоторые системы элек-
трохимических (био)сенсоров разработаны на ос-
нове снижения сигналов электроокисления при
образовании двойной спирали [99, 178, 182]. С це-
лью улучшения аналитических характеристик ши-
роко используют электроды, модифицированные
различными материалами, позволяющие достичь
электрокатализа в отношении нуклеиновых кис-
лот и их мономеров и, как следствие, повысить
чувствительность анализа [156]. Альтернативная
стратегия, предложенная группой Хочека и Фойты
[183, 184], основана на прямом электрохимиче-
ском зондировании ДНК с модифицированными
основаниями. Разработана палитра электрохими-
чески активных групп, которые могут быть введе-
ны в последовательности ДНК путем полимераз-
ного включения химически модифицированных
нуклеотидов [183, 184]. Такой подход позволил
значительно повысить чувствительность и селек-
тивность электрохимического детектирования
нуклеиновых кислот на различных электродах.
Более того, стало возможным мультипотенциаль-
ное редокс-кодирование нуклеиновых кислот.
Данный подход может иметь широкий спектр
аналитических применений, включая регистра-
цию мутаций, повреждения, гибридизации, ам-
плификации ДНК, а также анализ взаимодей-
ствия ДНК с белками. Электрохимические свой-
ства нуклеиновых кислот потенциально могут
быть использованы для мониторинга различных
ПРМ ДНК и РНК [185, 101]. Подобно аминокис-
лотным остаткам в белках, большое количество
модифицированных нуклеозидов идентифици-
ровано в ДНК и РНК живых организмов, виру-
сов, митохондрий и хлоропластов в результате
нормальных и патогенных ферментативных или
неферментативных процессов [185]. Разработаны
различные электрохимические стратегии для об-
наружения ДНК или РНК как потенциальных
онкологических биомаркеров, например, мети-
лированой ДНК промоторов генов, циркулирую-
щей опухолевой ДНК, вирусных нуклеиновых
кислот или коротких некодирующих молекул
РНК, в частности, микроРНК [101]. В заверше-
ние необходимо отметить, что селективность
электрохимического определения веществ, преж-
де всего, задается методами пробоподготовки,
выделения и концентрирования. Aнализу биооб-
разцов на наличие ДНК вирусов или бактерий
предшествует этап направленной амплифика-
ции, реализуемый за счет ПЦР или изотермиче-
ской амплификации [186] и позволяющий вы-
явить вплоть до одной молекулы нуклеиновой
кислоты заданной последовательности в образце.

Нанопоровое секвенирование биополимеров.
В современной биоэлектрохимии можно выде-

лить еще одно перспективное направление, осно-
ванное на изменение проводимости при прохож-
дении биомолекулы через канал наноразмеров,
так называемую “нанопору”, – “нанопоровое се-
квенирование”. Считываемый кондуктометриче-
ский сигнал обусловлен особенностями строения
биополимеров. Нанопоровое секвенирование
развивается с начала 1990-х гг. и не так давно поз-
волила успешно секвенировать ДНК [187]. Дан-
ный способ регистрации электрохимического
сигнала биомолекулы открывает возможности
для изучения популяционных неоднородностей и
конформационной динамики систем, начиная от
отдельных ДНК и заканчивая отдельными белка-
ми [188]. Нанопоры, обеспечивающие размеще-
ние отдельных объектов анализа в ограниченном
пространстве, преобразуют поведение одной мо-
лекулы в регистрируемый электрохимический
сигнал с высоким соотношением сигнал/шум.
Большой объем исследований посвящен электро-
химическому обнаружению различных объектов,
начиная с нуклеиновых кислот, пептидов, белков
и биомолекулярных комплексов и заканчивая ор-
ганическими низкомолекулярными и высокомо-
лекулярными молекулами с помощью нанопор.
Благодаря последовательному удержанию части
молекулы в нанопоре, новые механизмы считы-
вания сигнала проливают свет на связь структуры
одной молекулы с ее кондуктометрической ак-
тивностью. Так, с помощью нанопоры, изготов-
ленной из мутантного белка аэролизина
T232K/K238Q с усиленным электростатическим
взаимодействием на участке T232K и высоким от-
талкивающим барьером на участке K238Q, было
изучено фосфорилирование 9-членного пептида
Тау-белка, участвующего в патогенезе болезни
Альцгеймера [189]. Сигнал, производимый дат-
чиком на основе аэролизина T232K/K238Q, поз-
волил почти со 100%-ной точностью идентифи-
цировать характерное распределение нефосфо-
рилированного Тау-пептида, пептида pS262-Тау,
pT263-Тау и пептида pS262/pT263-Тау (где “p”
указывает на фосфорилированную аминокисло-
ту). Превосходная чувствительность данной бел-
ковой нанопоры обусловлена чрезвычайно низ-
кой скоростью транслокации, которая увеличи-
вает продолжительность считывания сигнала до
десятков или сотен миллисекунд для пептида из
девяти аминокислотных остатков [189].

В настоящее время компания Oxford Nanopore
Technologies выпускает серию устройств для се-
квенирования ДНК под брендом Oxford Nanopore
(https://nanoporetech.com). В России эксклюзив-
ным дистрибьютором продукции Oxford
Nanopore Technologies является компания Sky-
Gen (https://www.skygen.com). Компания SkyGen
регулярно проводит конференции и семинары и
оказывает научную поддержку пользователям се-
квенаторов Oxford Nanopore. В устройствах Ox-
ford Nanopore регистрируется изменение ионного
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тока в момент прохождения биомолекулы через
нанопору. Информация об изменении тока ис-
пользуется для идентификации анализируемой
биомолекулы. В приборах, изготовленых по тех-
нологии Oxford Nanopore, для создания пор в
мембранах используются специально разрабо-
танные и запатентованные порообразующие бел-
ки. Порообразующие белки распространены в
природе. Например, белок α-гемолизин и анало-
гичные белковые поры естественным образом су-
ществуют в клеточных мембранах, где они дей-
ствуют в качестве каналов для переноса ионов
или молекул в клетки и из клеток. Белок α-гемо-
лизин представляет собой гептамер с порой внут-
ренним диаметром 1 нм. В том же диапазоне ле-
жат размеры многих биомолекул, включая ДНК.
Поры достаточно стабильны. Необходимо отме-
тить, что технология нанопорового секвенирова-
ния была бы неосуществима на практике без био-
информатической обработки регистрируемого
сигнала. Компания также разработала и запатен-
товала электронику, которая позволяет парал-
лельно проводить регистрацию сигналов не-
скольких нанопор, собирать и анализировать
данные в режиме реального времени. Самый про-
стой вариант прибора, основанного на данной
технологии, – это MinION Oxford Nanopore Tech-
nologies, который позволяет считывать всю по-
следовательность ДНК, соответствующею десят-
кам килобаз и ограниченную только собственной
длиной исследуемых молекул [190]. Компания
Oxford Nanopore ведет поиск новых решений для
создания нанопор, обладающих свойствами, ко-
торые могут улучшить производительность при-
боров. Белковые нанопоры достаточно прочны,
легко воспроизводимы при низких затратах и лег-
ко модифицируются. Однако будущие поколения
сенсорных устройств на основе нанопор, вероят-
но, будут использовать нанопоры, изготовленные
из синтетических материалов. Хотя в настоящее
время твердотельные нанопоры не обладают хи-
мической специфичностью белковых.

Таким образом, электрохимия биополимеров
основана на измерении сигналов восстановления
или окисления редокс-активных центров белков
или/и окисления их аминокислотных остатков, а
также окисления или восстановления азотистых
оснований в составе ДНК или РНК (рис. 3). По-
казано, что практически все протеиногенные
аминокислоты подвержены специфическому
электрохимическому окислению (при потенциа-
ле от 0.5 до 1.5 В); в то же время все нуклеотиды,
входящие в состав ДНК и РНК, способны как не-
обратимо окисляться (при потенциале от 1 до
2 В), так и восстанавливаться (при потенциале от
–1 до –2 В) за счет остатков азотистых оснований
на электродах из углеродных материалов (графит,
стеклоуглерод). Электрохимические реакции
свободных аминокислот и нуклеиновых основа-
ний, а также их остатков в белках и нуклеиновых

кислотах требуют систематического исследова-
ния с целью идентификации продуктов реакций
и установления механизмов. Кроме того, элек-
трохимия биополимеров в настоящее время нуж-
дается в характеристике рядов из белковых моле-
кул и нуклеиновых кислот с известными про-
странственной структурой, последовательностью
мономеров и молекулярной массой для выявле-
ния общих закономерностей “структура–свой-
ства”. Использование в электрохимических ис-
следованиях препаратов без дополнительной
биохимической характеристики и, при необходи-
мости, дополнительной очистки затрудняет ин-
терпретацию и сравнение экспериментальных
результатов разных научных групп. Требуется
рассмотрение электрохимического поведения
белков и нуклеиновых кислот с точки зрения их
пространственной структуры. Современный уро-
вень технологий позволяет моделировать про-
странственную структуру одной биомолекулы и ре-
гистрировать сверхнизкие токи с высоким разреше-
нием сигнал/шум. С помощью электрохимических
подходов сегодня стало возможным определение
нуклеотидной последовательности молекул ДНК, а
расшифровка первичной структуры белков уже
не за горами.

* * *
В заключении сопоставим две рассмотренные

области электрохимии биополимеров: белков и
нуклеиновых кислот. Первые работы по изуче-
нию электроактивности нуклеиновых кислот по-
явились примерно на 30 лет позже пионерских
исследований в области полярографии белков и к
настоящему времени, переживая бурный рост,
догоняют и даже опережают их. Интересно, что
одни и те же ученые внесли заметный вклад в раз-
витие этих двух параллельных направлений –
электрохимии ДНК и белков: Палечек, Брабек,
Фойта, Ванг, Оливейра-Бретт и др. Те, кто начи-
нал с изучения электрохимии ДНК, затем пере-
шел к белкам, и наоборот. Можно только восхи-
щаться стойкостью Палечека, который до конца
своих дней оставался верен ртутному электроду,
изучая поведение различных классов биополиме-
ров. Временем основания электрохимического
анализа биополимеров на твердых электродах
можно считать конец 1970-х начало 1980-х годов,
когда Брабек опубликовал результаты своих ис-
следований по электроокислению молекул ДНК
и белков на электродах из углеродных материа-
лов. В данном обзоре обобщены данные об из-
вестных на сегодняшний день собственных элек-
трохимических свойствах биополимеров, прояв-
ляющихся на немодифицированных электродах.
Зная фундаментальные свойства, исследователи
в зависимости от конкретной аналитической за-
дачи всегда смогут подобрать систему, где эти
свойства проявятся желаемым образом. Развитие
электрохимии белков и нуклеиновых кислот рас-
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ширяет области применения электроанализа в
целом – не только для количественного опреде-
ления, но и для качественного анализа измене-
ний структуры молекул. Моделируя сложные
биологические системы и процессы in vitro, уче-
ные могут исследовать влияние различных внеш-
них и внутренних факторов, таких как рН среды
или мутаций. Таким образом, электрохимия дает
нам особую информацию о свойствах биомоле-
кул, которая в комбинации с другими физико-хи-
мическими методами позволяет глубже заглянуть
в молекулярные механизмы процессов в живых
организмах.

Работа выполнена в рамках Программы фунда-
ментальных научных исследований в Российской
Федерации на долгосрочный период (2021–2030 гг.).
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Созданы стеклоуглеродные электроды (СУЭ), модифицированные наночастицами CeO2 и поверх-
ностно-активными веществами (ПАВ) различной природы, и найдены вольт-амперные характери-
стики окисления тартразина на них. Электрод, модифицированный катионным ПАВ цетилтрифе-
нилфосфония бромидом (ЦТФФБ), обеспечивает 72.5-кратное увеличение токов окисления тарт-
разина по сравнению с СУЭ. Установлено, что окисление тартразина на CeO2-ЦТФФБ/СУЭ
протекает необратимо с участием одного электрона и контролируется поверхностными процесса-
ми. Разработан способ вольтамперометрического определения тартразина на CeO2-ЦТФФБ/СУЭ.
Диапазон определяемых содержаний составляет 2.50–250 мкМ тартразина с пределом обнаружения
2.4 мкМ. Предложенный способ применен для определения содержания тартразина в напитке
“Тархун”.

Ключевые слова: вольтамперометрия, химически модифицированные электроды, наночастицы ок-
сидов металлов, пищевые красители, анализ пищевых продуктов.
DOI: 10.31857/S0044450222060202

Для восстановления цвета, утраченного в про-
цессе технологической обработки, или улучше-
ния внешнего вида продуктов питания активно
используются красители. Среди большого разно-
образия пищевых красителей можно отметить тарт-
разин (5-окси-1-(п-сульфофенил)-4-[(п-сульфофе-
нил)-азо]-пиразол-3-карбоновой кислоты трина-
триевая соль). В пищевой промышленности он
маркируется как пищевая добавка Е102 [1]. Тартра-
зин входит в состав безалкогольных напитков, со-
ков, желе, конфет, пирожных, хлопьев, супов и
других продуктов [2]. Однако тартразин, как и
другие синтетические красители, проявляет ток-
сические свойства, зависящие от его концентра-
ции. Высокая концентрация тартразина в сочета-
нии с бензоатом натрия – консервантом, присут-
ствующим в пищевых продуктах, может вызывать
гиперактивность у детей, аллергию и астму [1]. В
результате распада красителя в организме под
действием азоредуктазы образуются токсичные
ароматические амины [2]. В связи с этим необхо-
димо строго контролировать содержание тартра-
зина в пищевых продуктах, что требует экспресс-
ных, чувствительных и селективных способов его
определения.

Азо- и гидроксильная группы в структуре тарт-
разина электрохимически активны, поэтому для
определения тартразина предложен широкий
круг электрохимических способов. Так, рассмот-
рено электровосстановление тартразина на стек-
лоуглеродном электроде (СУЭ) в кислой среде
[3]. Показано, что в условиях адсорбционной ин-
версионной вольтамперометрии диапазон опре-
деляемых содержаний составляет 0.05–0.50 мг/л с
пределом обнаружения 0.011 мг/л. Для повыше-
ния чувствительности определения тартразина
разработан ряд химически модифицированных
электродов на основе поверхностно-активных ве-
ществ (ПАВ) [4], углеродных наноматериалов [5,
6], наночастиц металлов [7, 8], полимерных по-
крытий [9] и их сочетаний [10–12]. Для повыше-
ния селективности определения тартразина со-
зданы электроды на основе полимеров с молеку-
лярными отпечатками [13–15]. Определение
проводят по уменьшению токов восстановления
K3Fe(CN)6 в присутствии тартразина [13, 15].
Аналитические характеристики вольтамперомет-
рического определения тартразина на модифици-
рованных электродах представлены в табл. 1.
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Наночастицы CeO2 в сочетании с ПАВ пред-
ставляют интерес в качестве модификатора элек-
тродной поверхности. Такой подход обеспечива-
ет значительное повышение чувствительности и
более низкие пределы обнаружения целевых ана-
литов, что показано на примере природных фе-
нольных антиоксидантов [16–19]. При этом мо-
дифицированные электроды не проявляют элек-
трохимическую активность. Это позволяет
регистрировать собственный аналитический сиг-
нал определяемого соединения, что повышает его
селективность. Применительно к пищевым кра-
сителям такое сочетание модификаторов в лите-
ратуре не описано.

В настоящей работе для определения тартра-
зина предложен СУЭ, модифицированный нано-
частицами CeO2 и поверхностно-активными ве-
ществами.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реагенты и растворы. Использовали тартразин
(85%, Sigma, США), цетилпиридиний бромид
(ЦПБ) (98%, Aldrich, Германия), цетилтриметил-
аммоний бромид (ЦТАБ) (99% Acros Organics,
Бельгия), цетилтрифенилфосфоний бромид
(ЦТФФБ) (синтезирован на кафедре высокомо-

лекулярных и элементорганических соединений
Химического института им. А.М. Бутлерова
КФУ), додецилсульфат натрия (ДДС) фармако-
пейной чистоты (Panreac, Испания), Brij® 35
(Acros Organics, Бельгия) и Triton X-100 (Aldrich,
Германия). Остальные реактивы были марки х. ч.

Cтандартный 10 мМ раствор тартразина гото-
вили по точной навеске, которую растворяли в
5.0 мл дистиллированной воды. Более разбавлен-
ные растворы готовили непосредственно перед
измерениями в мерных колбах емк. 5.0 мл, доводя
до метки дистиллированной водой.

Растворы ПАВ (5.0 мМ растворы ЦПБ и
ЦТАБ, 3.0 мМ ЦТФФБ, 10 мМ ДДС, Brij® 35 и
Triton X-100) готовили, растворяя точные навески
в дистиллированной воде. Более разбавленные
растворы готовили соответствующим разбавле-
нием стандартных растворов.

Модифицирование электрода. В качестве моди-
фикатора поверхности электрода использовали
водную дисперсию, содержащую 10 мас. % нано-
частиц CeO2, с размером частиц <25 нм (Sigma-
Aldrich, США). Рабочие дисперсии в растворах
ПАВ различной природы и концентрации гото-
вили последовательным разбавлением с последу-
ющей ультразвуковой обработкой в течение

Таблица 1. Аналитические характеристики вольтамперометрического определения тартразина на химически
модифицированных электродах

Обозначения: ПрО – предел обнаружения, УПЭ – угольно-пастовый электрод, ГЭ – графитовый электрод, МУНТ – много-
стенные углеродные нанотрубки, ЦВА – циклическая вольтамперометрия, СУЭ – стеклоуглеродный электрод, АдАДИВ –
адсорбционная анодная дифференциально-импульсная вольтамперометрия, ДИВ – дифференциально-импульсная вольт-
амперометрия, ДВА – дифференциальная вольтамперометрия, ПМО – полимер с молекулярными отпечатками, КВВ –
квадратно-волновая вольтамперометрия.

Электрод Метод ПрО, мкМ Диапазон определяемых 
содержаний, мкМ

Литера-
тура

УПЭ-додецилсульфат натрия ЦВА 5.2 20–50, 60–110  [4]
Пиролитический ГЭ/МУНТ ЦВА 0.93 3.7–130, 130–430  [5]
СУЭ/расслоенный графит АдАДИВ 0.0028 0.0094–0.37  [6]
СУЭ/нанолисты Bi с хитозаном ДИВ 15.12 24–980, 980–2780  [7]
УПЭ-наночастицы золота ДИВ 0.017 0.05–1.5  [8]
УПЭ/полиглицин ЦВА 0.283 1–27, 35–87  [9]
СУЭ/электровосстановленный оксид 
графена-TiO2

ДВА второго 
порядка 0.008

0.020–20  [10]

ГЭ/поли(L-фенилаланин)/графен ДИВ 1.54 2.0–100  [11]
УПЭ-наночастицы ZnO/поли(п-аминобен-
золсульфоновая кислота)

ДИВ 0.080 0.0349–1.246, 1.246–5.44  [12]

СУЭ/ПМО на основе полипиролла КВВ 0.001 0.001–0.010  [13]
СУЭ/МУНТ-1-пропаргил-3-бутилимидазо-
лий бромид@наночастицы Pt/ПМО на основе 
4-винилпиридина

ДИВ 0.008 0.03–5.0, 5.0–20  [14]

СУЭ/ПМО на основе со-электрополимеризо-
ванных м-дигидроксибензола и о-фениленди-
амина

ДИВ 0.0035 0.005–1.1  [15]
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10 мин. Концентрацию наночастиц варьировали
от 0.5 до 1.5 мг/мл.

На поверхность СУЭ наносили 3 мкл суспен-
зии методом капельного испарения. Перед моди-
фикацией рабочую поверхность СУЭ обновляли
механически, полируя оксидом алюминия с раз-
мером частиц 0.05 мкм. Затем электрод ополаски-
вали ацетоном и дистиллированной водой.

Вольтамперометрические и хроноамперометри-
ческие измерения проводили на потенциоста-
те/гальваностате Autolab PGSTAT 302N (Eco Chemie
B.V., Нидерланды) с программным обеспечением
NOVA 1.10.1.9 в трехэлектродной электрохимической
ячейке объемом 10.0 мл. Использовали рабочий СУЭ
(CH Instruments, Inc., США, площадь поверхности
7.07 мм2) и СУЭ, модифицированный наночастица-
ми CeO2, насыщенный хлоридсеребряный элек-
трод сравнения и вспомогательный платиновый
электрод. Для расчетов в вольтамперометрии
применяли коррекцию базовой линии по про-
грамме NOVA 1.10.1.9, что позволило точнее изме-
рять параметры пиков. В электрохимическую
ячейку вносили фоновый электролит и аликвоту
раствора тартразина (общий объем раствора в
ячейке 5.0 мл) и регистрировали дифференциаль-
но-импульсные вольтамперограммы при ампли-
туде импульса 50 мВ и времени импульса 50 мс
или циклические вольтамперограммы от 0.4 до
1.5 В при различных скоростях сканирования по-
тенциала. Для количественного определения
тартразина использовали вольтамперометрию с
линейной разверткой потенциала от 0.4 до 1.6 В
со скоростью 250 мВ/с.

Для определения рН фонового электролита
использовали рН-метр Эксперт-001 (ООО “Эко-
никс-Эксперт”, Россия).

Анализ реальных образцов проводили после
предварительной дегазации в ультразвуковой
ванне в течение 10 мин. В электрохимическую
ячейку вносили 500 мкл напитка “Тархун” и реги-
стрировали вольтамперограммы с линейной раз-
верткой потенциала в диапазоне от 0.4 до 1.6 В со
скоростью изменения потенциала 250 мВ/с.

Статистическую обработку результатов прово-
дили для 5 измерений при доверительной вероят-
ности 0.95. Результаты представляли как X ± ΔX,
где X – среднее значение и ΔX – доверительный
интервал. Случайную погрешность определения
оценивали по величине относительного стан-
дартного отклонения (sr). Регрессионный анализ
выполняли в программе OriginPro 8.0 (OriginLab,
США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Установлено, что тартразин окисляется на

СУЭ при 0.890 В на фоне фосфатного буферного
раствора с рН 7.0 (рис. 1). Несмотря на высокую

концентрацию тартразина в ячейке (100 мкМ),
токи окисления составляют 12 ± 4 нА даже в диф-
ференциально-импульсном режиме, что не позво-
ляет использовать СУЭ для аналитических целей.
В связи с этим рассмотрели СУЭ, модифицирован-
ные наночастицами CeO2, диспергированными в
ПАВ. Следует отметить, что наночастицы CeO2
имеют при рН 7.0 частичный отрицательный по-
верхностный заряд [20], что обусловливает их элек-
тростатическое взаимодействие с положительно
заряженными “головами” катионных ПАВ. Для
анионного ПАВ ДДС в этих условиях наблюдает-
ся электростатическое отталкивание, а в случае
неионогенных ПАВ ключевую роль, вероятно,
играют гидрофобные взаимодействия. Таким об-
разом, катионные ПАВ более прочно удержива-
ются на электродной поверхности.

Варьирование природы ПАВ показало, что для
всех рассматриваемых ПАВ происходит увеличе-
ние токов окисления тартразина по сравнению с
СУЭ (табл. 2). Более высокие токи окисления на-
блюдаются на электродах, модифицированных
катионными ПАВ, что объясняется электроста-
тическими взаимодействиями катионного ПАВ с
тартразином, присутствующим при рН 7.0 в виде
аниона (pKa1 = 2.0, pKa2 = 5.0, pKa3 = 10.89) [21].
Кроме того, сравнение токов окисления для
ЦТАБ, ЦПБ и ЦТФФБ иллюстрирует вклад гид-
рофобных взаимодействий, в частности взаимо-
действий ароматических колец в структуре ПАВ и
тартразина. Максимальные токи наблюдаются в
случае ЦТФФБ, обладающего наибольшей гид-
рофобностью среди изученных катионных ПАВ.
Пик окисления тартразина расщепляется на два в
случае катионных ЦТАБ и ЦПБ (табл. 2). Анало-
гичный эффект описан для эвгенола на CeO2-

Рис. 1. Дифференциально-импульсные вольтамперо-
граммы 100 мкМ тартразина на стеклоуглеродном
электроде (1) на фоне фосфатного буферного раство-
ра с рН 7.0 (2). Амплитуда импульса 50 мВ, время им-
пульса 50 мс, скорость изменения потенциала
10 мВ/с.

0.4

0.3

0.2

0.1

0
0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

I, мкА
1

2

E, В



ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 77  № 6  2022

ВОЛЬТАМПЕРОМЕТРИЧЕСКОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ 517

ДДС/СУЭ [16], а также характерен для электро-
окисления органических соединений в ПАВ-со-
держащих средах и объясняется изменением ско-
рости переноса электрона [22]. Это также под-
тверждается смещением потенциалов окисления
тартразина.

Оценено влияние концентрации наночастиц
CeO2 и ЦТФФБ в дисперсии на вольт-амперные
характеристики тартразина. Установлено, что по-
тенциалы окисления при этом не изменяются, а
токи окисления варьируются статистически зна-
чимо (рис. 2). При увеличении концентрации на-
ночастиц СeO2 до 1.0 мг/мл наблюдается увеличе-
ние токов окисления независимо от концентра-

ции ЦТФФБ. А при переходе к концентрации
наночастиц СeO2 1.5 мг/мл токи уменьшаются,
причем для содержания ЦТФФБ 0.10 мМ стати-
стически недостоверно. Таким образом, для даль-
нейших исследований выбрали электрод, полу-
ченный на основе концентрации наночастиц
СeO2 1.0 мг/мл в 0.10 мМ растворе ЦТФФБ.

Изучено электроокисление тартразина на
CeO2-ЦТФФБ/СУЭ (рис. 3). Варьирование рН
фонового электролита от 4.8 до 8.0 показало, что
потенциал окисления тартразина смещается в об-
ласть меньших значений по мере увеличения рН
фонового электролита (рис. 3а), что свидетель-
ствует об участии протонов в электродной реак-
ции. Токи окисления тартразина постепенно уве-
личиваются вплоть до рН 7.5, а затем резко умень-
шаются (рис. 3б). Дальнейшие исследования
проводили при рН 7.5.

Для установления природы электрохимиче-
ского процесса оценили влияние скорости изме-
нения потенциала на токи окисления тартразина
(рис. 4). Показано, что окисление контролирует-
ся адсорбцией аналита, что подтверждается ли-
нейной зависимостью токов окисления от v

(уравнение (1)) и значением тангенса угла накло-
на зависимости lnIп от lnv (уравнение (2)):

(1)

(2)

Отсутствие катодной ступени на циклических
вольтамперограммах и смещение потенциала
окисления тартразина в область более положи-
тельных значений по мере увеличения υ свиде-
тельствуют о необратимом окислении. Потенци-
ал окисления линейно увеличивается в зависимо-
сти от lnv согласно уравнению (3):

(3)

Согласно уравнению Лавирона [23] (уравне-
ние (4)) αаn = 0.51.

(4)

Для необратимого процесса αа = 0.5 [24]. Тогда
число электронов, участвующих в реакции,
равно 1, что хорошо согласуется с данными для
других модифицированных электродов [9–12].
Таким образом, с учетом данных [9–12] тартразин
окисляется на CeO2-ЦТФФБ/СУЭ с участием од-
ного электрона и одного протона согласно
схеме 1.
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Таблица 2. Вольт-амперные характеристики окисле-
ния тартразина на электродах, модифицированных
CeO2 и ПАВ различной природы (cПАВ = 0.10 мМ,
n = 5, P = 0.95)

Электрод E, В I, мкA
СУЭ 0.890 0.012 ± 0.004
CeO2-ДДС/СУЭ 0.890 0.17 ± 0.04
CeO2-ЦТАБ/СУЭ 0.750 0.078 ± 0.03

0.910 0.18 ± 0.01
CeO2-ЦПБ/СУЭ 0.745 0.27 ± 0.01

0.900 0.31 ± 0.02
CeO2-ЦТФФБ/СУЭ 1.02 0.87 ± 0.03
CeO2-Brij® 35/СУЭ 0.900 0.21 ± 0.01
CeO2-Triton X-100/СУЭ 0.895 0.087 ± 0.005

Рис. 2. Влияние концентраций наночастиц СeO2 и
бромида цетилтрифенилфосфония на токи окисле-
ния 100 мкМ тартразина на фоне фосфатного буфер-
ного раствора с pH 7.0 по данным дифференциально-
импульсной вольтамперометрии.
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Схема 1. Окисление тартразина на стеклоуглеродном электроде, модифицированном 
наночастицами CeO2 и бромидом цетилтрифенилфосфония.
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Для количественного определения тартразина
использовали вольтамперометрию с линейной
разверткой потенциала. При этом на вольтампе-
рограммах наблюдается четко выраженный пик
окисления при 1.17 В (рис. 5), высота которого ли-

нейно связана с концентрацией тартразина в диа-
пазоне 1.0–15 и 15–250 мкМ (уравнения (5) и (6)).

(5)

(6)

Предел обнаружения тартразина составляет
0.40 мкМ. Полученные характеристики превосхо-
дят описанные для некоторых других химически
модифицированных электродов (табл. 1). Кроме
того, предложенный электрод характеризуется
более простой и экспрессной процедурой изго-
товления.

Выполнено определение тартразина в модель-
ных растворах. Правильность результатов оцене-
на по методу введено–найдено (табл. 3). Величи-
на относительного стандартного отклонения не
превышает 2%. Значения меры правильности
свидетельствуют о высокой надежности результа-
тов, получаемых с применением разработанного
подхода.

Показана селективность отклика тартразина в
присутствии 1000-кратных избытков неорганиче-
ских ионов (K+, Mg2+, Ca2+,  Cl– и ), 100-
кратных избытков глюкозы, рамнозы и сахарозы,

( ) ( ) ( ) 3
п

2
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0.9990,

I × с
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= ± + ±
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Рис. 3. Влияние рН фонового электролита на потенциал (а) и токи окисления (б) 250 мкМ тартразина по данным цик-
лической вольтамперометрии. Скорость изменения потенциала 100 мВ/с.
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Рис. 4. Циклические вольтамперограммы 100 мкМ
тартразина на CeO2-ЦТФФБ/СУЭ на фоне фосфат-
ного буферного раствора с pH 7.5 (1) в зависимости от
скорости изменения потенциала: 2 – 10, 3 – 25, 4 – 50,
5 – 75, 6 – 100, 7 – 120, 8 – 150, 9 – 175, 10 – 200, 11 –
250 мВ/с.
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арабиногалактана и аскорбиновой кислоты, а
также пищевого красителя желтого “солнечного
заката”, который часто используется совместно с
тартразином.

Разработанный подход применен для опреде-
ления тартразина в напитках “Тархун”. На вольт-

амперограммах регистрируется четко выражен-
ный пик окисления тартразина при 1.17 В (рис. 6),
что подтверждается данными метода добавок.
Степень открытия составляет 100–101%, что сви-
детельствует о высокой точности определения и
об отсутствии матричных эффектов.

Результаты определения тартразина представ-
лены в табл. 4. Полученные содержания согласу-
ются с данными спектрофотометрического опре-
деления [25] и не превышают регламентируемый
верхний предел содержания тартразина в напит-
ках [26]. Вычисленные значения t- и F-критериев
меньше критических при P = 0.95, что свидетель-
ствует об отсутствии систематических погрешно-
стей измерений и равноточности методов вольт-
амперометрии и спектрофотометрии. Предло-
женный метод характеризуется достаточной
чувствительностью и высокой точностью, а также
простотой и доступностью, что позволяет приме-
нять его в лабораториях по контролю качества на-
питков.

Рис. 5. Вольтамперограммы с линейной разверткой потенциала для тартразина различной концентрации на CeO2-
ЦТФФБ/СУЭ на фоне фосфатного буферного раствора с pH 7.5. (a): 1 – 1.0, 2 – 2.5, 3 – 5.0, 4 – 7.5, 5 – 10, 6 – 15 мкМ.
(б): 1 – 15, 2 – 25, 3 – 50, 4 – 75, 5 – 100, 6 – 250 мкМ. Скорость изменения потенциала 250 мВ/с.
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Таблица 3. Результаты вольтамперометрического
определения тартразина в модельных растворах на
CeO2-ЦТФФБ/СУЭ на фоне фосфатного буферного
раствора с рН 7.5 (n = 5, P = 0.95)

Введено, 
мкг

Найдено, 
мкг

sr R, %

2.67 2.7 ± 0.1 0.049 101 ± 4
13.3 13.3 ± 0.2 0.015 100 ± 2
26.7 26.7 ± 0.3 0.0085 100 ± 1
200 201 ± 4 0.015 100 ± 2
668 669 ± 4 0.0045 100.1 ± 0.6

Таблица 4. Результаты определения тартразина в напитках “Тархун” (n = 5, P = 0.95)

* tкрит = 2.45 при P = 0.95 и f = 6.
** Fкрит = 6.94 при P = 0.95 и f1 = 4, f2 = 2.

№
Найдено 

вольтамперометрически, 
мг/мл

sr

Найдено 
спектрофотометрически, 

мг/мл
sr t* F**

1 29.9 ± 0.7 0.019 31 ± 2 0.025 1.96 1.99

2 38.8 ± 0.8 0.016 38 ± 4 0.040 1.17 6.11

3 26 ± 1 0.044 27 ± 2 0.030 1.20 2.07
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Показана возможность использования фермент-субстратной системы пероксидаза хрена (ПХ)–фе-
нол при разработке амперометрического иммуноферментного сенсора (ИФС) для определения ми-
котоксина зеараленона (ЗЕА). Предложены новые амперометрические ИФС на основе печатных
графитовых электродов, в том числе модифицированных композитом фуллерен/наночастицы зо-
лота и ПХ, для определения ЗЕА в диапазоне концентраций от 1 × 10–11 до 1 × 10–6 М, сн составила
5 × 10–12 М. Оценена константа связывания иммунных комплексов (Kа = (5.3 ± 0.2) × 108 моль–1) и
процент перекрестных реакций, который составляет для патулина <2.5%, для дезоксинилваленола
<1.3%. Разработана и апробирована методика определения микотоксина ЗЕА с помощью предлага-
емых ИФС в пищевых продуктах на уровне и ниже ПДК с sr не более 0.063.

Ключевые слова: иммуноферментный сенсор, пероксидаза хрена, зеараленон, фуллерен С 60, нано-
частицы золота, пищевые продукты.
DOI: 10.31857/S0044450222060111

Среди микотоксинов своими канцерогенны-
ми, эстрогенными и тератогенными свойствами,
а также широкой распространенностью выделя-
ется зеараленон (ЗЕА) (схема 1), который синтези-
руется грибами из рода Fusarium (F. graminearum,
F. tricinctum), относится к лактонам резорциловой
кислоты и характеризуется анаболическим и эстро-
генным действием.

Схема 1. Структурная формула зеараленона (6,10-гид-
рокси-6-оксо-1-ундецил-b-лактона 

резорциловой кислоты).
Зеараленон является микотоксином, который

в основном заражает зерновые культуры и может
накапливаться в них до сбора урожая. Этот мико-
токсин обнаруживают в продуктах питания и
кормах для животных в широком диапазоне кон-
центраций в зависимости от состояния окружаю-
щей среды и условий хранения. С потреблением
продуктов питания и кормов, загрязненных ЗЕА,
могут быть связаны острые и хронические отрав-
ления и даже раковые заболевания [1].

Арбитражными методами количественного
определения микотоксинов являются газожид-
костная хроматография (для Т-2 токсина), ВЭЖХ
с УФ-детектированием (для дезоксиниваленола),
ВЭЖХ с флуоресцентным детектированием (для
афлатоксинов и ЗЕА). Эти методы отличаются
экспрессностью, удобны для проведения серий-
ных анализов и позволяют быстро и надежно раз-
делять загрязненные и незагрязненные образцы.
К числу скрининг-методов относятся методы
тонкослойной хроматографии, флуоресцентный
метод определения микотоксинов в загрязнен-
ном зерне [2–4].

В настоящее время ведутся разработки биохи-
мических, в том числе иммунохимических, мето-
дов определения микотоксинов. Такие методы
анализа удобны для первичного скрининга боль-
ших партий продукции благодаря своей простоте,
экспрессности и относительно невысокой стои-
мости. Однако работы по применению био- и им-
муносенсоров для определения микотоксинов
пока немногочисленны [5–8]. Интерес к методам
иммунохимического анализа связан еще и с воз-
можностью относительно простого варьирования
селективности анализа по отношению к ряду со-
единений, в основном за счет использования ан-
тител (Ат) с различной специфичностью.

O

OOH

HO O

HH3C

УДК 543.866
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Устройства, действие которых основано на со-
четании принципов биокаталитических, имму-
нохимических взаимодействий и вольтамперо-
метрической регистрации аналитического сигна-
ла, связанных с использованием ферментов,
позволяют разрабатывать простые и доступные в
экономическом плане способы определения ми-
котоксинов [8, 9]. В литературе встречаются лишь
единичные упоминания об использовании ПХ в
качестве метки для определения микотоксина зе-
араленона [10]. В описываемом варианте имму-
носенсора [10] использовали в качестве модифи-
катора углеродные нанотрубки. Это позволило до-
стичь предела обнаружения на уровне n × 10–9 М,
что не всегда удовлетворяет требованиям опреде-
ления следовых количеств микотоксинов.

Современный подход к совершенствованию и
разработке новых амперометрических био- и им-
муносенсоров, в том числе и для определения ми-
котоксинов, связан с использованием наномате-
риалов различной природы для модифицирова-
ния поверхности первичных преобразователей.
Среди углеродных наноматериалов в качестве мо-
дификаторов чаще всего применяют углеродные
нанотрубки [8, 11–13]. Другие углеродные мате-
риалы в составе иммуносенсоров пока использу-
ются весьма ограниченно. В частности, пока не-
многочисленны сведения о применении фулле-
рена. Наночастицы золота (НЧ Au) – один из
наиболее изученных и хорошо зарекомендовав-
ших себя наноматериалов, однако применение
нанокомпозита на основе фуллерена и НЧ Au в
качестве модификатора поверхности электродов
для определения микотоксинов в литературе не
описано.

Ранее установлено [8, 9], что микотоксины
(афлатоксин В1, патуллин, охратоксин) оказыва-
ют ингибирующий эффект на ферменты (хо-
линэстеразу, щелочную фосфатазу, тирозиназу).
Кроме того, в цитируемых работах исследована
возможность использования ферментов разных
классов для создания иммуносенсоров для опре-
деления ЗЕА. В большинстве случаев исследуе-
мый микотоксин ингибировал каталитическую
активность иммобилизованных ферментов (хо-
линэстеразы, тирозиназы), что не позволило до-
стичь требуемой селективности определений.

Одним из часто используемых ферментов при
создании иммуносенсоров является пероксидаза
хрена (ПХ). Например, ПХ успешно использова-
ли в определении афлатоксина В1 и охратоксина
[14, 8]. Сведения о влиянии ЗЕА на каталитиче-
скую активность ПХ отсутствуют, поэтому пред-
ставляется актуальным изучение действия мико-
токсина в системах антиген (Аг) (ЗЕА)–Ат–фер-
мент. Информация о действии ЗЕА на фермент-
субстратную систему ПХ–фенол позволит судить
об аналитических возможностях этого фермента

и различных вариантах его применения для реше-
ния проблемы селективного определения отдель-
ного микотоксина на фоне сложных органиче-
ских матриц.

Цель настоящей работы – оценка возможно-
сти использования ПХ в качестве метки при со-
здании иммуносенсоров на основе планарных
электродов, модифицированных наноструктури-
рованными материалами различной природы,
при определении микотоксина ЗЕА в пищевых
продуктах.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В качестве основы разрабатываемых иммуно-

сенсоров служили печатные графитовые электро-
ды конструкции “3 в 1”, состоящие из рабочего,
вспомогательного электродов и электрода срав-
нения, полученные на полимерной подложке ме-
тодом печатных технологий (изготовлены на ка-
федре аналитической химии Казанского федераль-
ного университета). Материалом поверхности
рабочего электрода, на которой иммобилизовали
модификатор и фермент, являются графитовые
чернила (GwentElectronicMaterials, США). Вспо-
могательный электрод изготовлен также из гра-
фитовых чернил. Электрод сравнения – паста
AgCl/Ag [15]. Объем рабочей ячейки системы со-
ставлял 2.0 мл. Все измерения с использованием
этих электродов проводили с помощью потенци-
остата/гальваностата фирмы “μAutolabTypeIII”
(Нидерланды). Поверхность электрода электро-
химически стабилизировали и очищали путем
циклического изменения потенциала в диапазоне
от 0 до 1000 мВ, для этого снимали 5–7 цикличе-
ских вольтамперограмм в 0.01 М растворе КCl
при скорости развертки 100 мВ/с.

Для приготовления дисперсии фуллерена в ами-
нопроизводном полиэфирополиоле (H20-NH2) и
НЧ Au в хитозане использовали ультразвуковую
ванну модели “S30H” с частотой 37 КГц (Elma-
sonic, Германия).

Наличие наноматериалов на поверхности
электродов доказывали получением изображений
на атомно-силовом микроскопе (АСМ) марки
“Solver P47H” (ЗАО “НТ-MДТ”, Россия). Для до-
казательства наличия НЧ Au использовали одно-
лучевой спектрофотометр марки “BioSpec-
trometrKinetic” (Eppendorf, Германия).

В качестве субстрата использовали фенол х.ч.,
растворы которого готовили по точной навеске в
рабочем буферном растворе и использовали в те-
чение трех часов. Применяли: пероксидазу из
корней хрена с активностью 250–330 U/mg (Sig-
maAldrich, США); моноклональные Ат против
ЗЕА с исходной концентрацией 1.0 мг/мл (Sig-
maAldrich, США); 1%-ный раствор глутарового
альдегида (ГА) (ICN, США) и полиэфирополиола
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H20-NH2 (1%-ный) (получен на кафедре неорга-
нической химии Казанского федерального уни-
верситета); фуллерен, функционализированный
гидроксильными группами (Aldrich, США). Ис-
пользовали хроматографически чистый препарат
микотоксина ЗЕА (раствор ЗЕА в бензоле) из го-
сударственного стандартного образца (изготови-
тель: ГНУ ВНИИВСГЭ, Москва, Россия). Для
получения рабочих растворов из стандартного
образца ЗЕА проводили вакуумную отгонку орга-
нического растворителя (бензола) при комнат-
ной температуре. Полученный препарат ЗЕА ис-
пользовали для приготовления рабочих раство-
ров путем их растворения в бидистиллированной
воде. Применяли фосфатный (рН 6.86 ± 0.05 и
7.0 ± 0.2), трис-НСl (рН 7.60 ± 0.05), ацетатный
(рН 4.00 ± 0.05 и 5.50 ± 0.05) буферные растворы.
Значения рН водных растворов определяли рН-
метром рН-150 со стеклянным электродом, гра-
дуированным по стандартным буферным раство-
рам.

В качестве рабочих электродов использовали:
иммуносенсор с пероксидазой хрена в качестве
метки (ИФС № 1); иммуносенсор на основе элек-
тродов, модифицированных фуллереном С60
(ИФС № 2); иммуносенсор на основе электродов,
модифицированных композитом фуллерен
С60/НЧ Au (ИФС № 3)

Получение биочувствительной части иммуно-
ферментного сенсора. На поверхность рабочего
электрода наносили ПХ совместно с Ат против
ЗЕА. Для этого готовили смесь, содержащую фер-
мент, Ат, полиэфирополиол H20-NH2, фосфат-
ный буферный раствор (50 мМ, pH 7.0 ± 0.2) и
1%-ный раствор ГА. Глутаровый альдегид добав-
ляли в последнюю очередь и после энергичного
перемешивания на поверхность электродов на-
носили по 1 мкл этой смеси. Полученные таким
образом биосенсоры оставляли на ночь в закры-
той чашке Петри при +4°С. На следующий день
сенсоры промывали водой, высушивали на возду-
хе и в дальнейшем хранили в холодильнике в те-
чение не более 15 дней. Предлагаемый способ им-

мобилизации способствует сохранению катали-
тической активности ПХ и Ат в течение не менее
15 дней со дня изготовления ИФС. Погрешность
измерения аналитического сигнала от электрода
к электроду не превышает 5–8%, что указывает на
хорошую воспроизводимость поверхности био-
чувствительной части сенсора.

Определение концентрации зеараленона, несвя-
занного в иммунный комплекс, для расчета кон-
стант связывания. Концентрацию ЗЕА, не связав-
шегося в иммунный комплекс, определяли в рас-
творе после образования иммунного комплекса
Ат–Аг (ЗЕА) на поверхности иммуносенсора по-
сле его инкубации в течение 10 мин в растворе
микотоксина. Оставшуюся после образования
иммунного комплекса Aт–ЗЕА концентрацию
микотоксина определяли амперометрическим
биосенсором (ферментным электродом) на осно-
ве щелочной фосфатазы и 1-нафтил фосфата при
потенциале Е = +0.35 В, для которого ранее уста-
новлено наличие ингибирующего эффекта дан-
ного микотоксина [16]. Полученные данные ис-
пользовали для построения графика в координа-
тах Скэтчарда.

Получение наночастиц золота. Наночастицы
различных металлов все чаще используют для мо-
дификации поверхности электродов с целью при-
дания им определенных свойств. Наночастицы
золота хорошо зарекомендовали себя как моди-
фикаторы. Представляло интерес оценить влия-
ние модификации поверхности электродов, слу-
жащих основой биосенсоров, фуллереном и на-
нокомпозитами фуллерен/НЧ металлов (Аu) на
аналитические характеристики.

На сегодняшний день известно достаточно
много способов получения наночастиц золота.
Мы остановились на способе [17], поскольку он
достаточно простой, позволяет синтезировать на-
ночастицы золота из доступных реагентов в мяг-
ких условиях и не занимает много времени. Оп-
тимальные условия получения наночастиц золота
представлены ниже (ПЭГ – полиэтиленгликоль):

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Анализ данных работ [5, 6] и предварительных

исследований влияния ЗЕА на каталитическую
активность ферментных препаратов (см. выше)

позволил предложить амперометрический имму-
ноферментный сенсор на основе графитового пе-
чатного электрода и биочувствительной части,
включающей Ат против ЗЕА, ПХ, полиэфиропо-

Компонент HAuCl4 ⋅ 4H2O SnCl2

Цитратный 
буферный 

раствор, pH
ПЭГ Хитозан

Цвет 
полученного 

раствора

Концентрация 1 × 104 мг/л 9500 мг/л 4.3 ± 0.1 10 мг/л 0.75% Бордовый
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лиол H20-NH2, фосфатный буферный раствор и
раствор ГА.

В качестве субстратов пероксидазы могут вы-
ступать различные соединения, однако наиболее
часто используют фенолы [18]. Это связано с тем,
что большинство разработанных пероксидазных
био- и иммуносенсоров с ПХ в качестве метки
предназначено именно для определения содер-
жания фенолов в объектах окружающей среды
как загрязнителей и токсичных соединений. В то
же время в рассматриваемых нами условиях ис-
пользование фенола как субстрата позволит по-
лучить устойчивый во времени, хорошо выражен-
ный и воспроизводимый сигнал. Таким образом,
фермент-субстратную пару пероксидаза–фенол
при определенных условиях можно использовать
в качестве регистрирующей системы в иммуно-
ферментных сенсорах.

Из литературы известно [19], что фенол под-
вергается электрохимическому окислению, а под
действием ПХ и в присутствии пероксида водоро-
да – ферментативному катализу (гидроксилазная
активность) с образованием в качестве продукта
ферментативной реакции хинона (оксидазная ак-
тивность) (схема 2).

Электрохимическая реакция:

Ферментативная реакция:

Схема 2. Ферментативный катализ фенола под 
действием пероксидазы хрена и в присутствии 

пероксида водорода.
Пик при потенциале 0.35 В соответствует ква-

зиобратимому окислению пероксида водорода, а
пик при потенциале 0.75 В относится, вероятнее
всего, к электрохимическому окислению фенола
до соответствующего хинона (рис. 1), что под-
тверждается экспериментальными и литератур-
ными данными [20].

На скорость ферментативной реакции в зна-
чительной степени влияют условия, при которых
эта реакция протекает: природа и рН фонового
электролита, концентрации субстрата и перокси-
да водорода. Известно [21], что ПХ проявляет до-
статочную каталитическую активность при рН от
4.0 до 8.0, поэтому исследовали влияние рН на ве-
личину отклика иммуносенсора в ацетатных
(50 мМ) (рН 4.0–5.5), фосфатных (рН 6.86–7.5),
трис-НСl буферных растворах (рН 7.6–8.0). Как
видно из рис. 2, наибольшая активность иммоби-
лизованной ПХ (максимум на графике) наблюда-
ется в фосфатном буферном растворе с рН 7.0.
Это связано с тем, что в этих условиях макси-
мально возможное количество фенола подверга-
ется ферментативному превращению и электро-
химическому окислению.

Для проявления максимальной активности
ПХ необходимо создать оптимальные концентра-
ции субстрата и пероксида водорода. При избыт-
ке субстрата происходит торможение каталитиче-
ской активности этого фермента. Концентрацию
субстрата и пероксида водорода варьировали от
5 × 10–3 М до 1 × 10–5 М (рис. 3). Оптимальная
концентрация фенола составила 1 × 10–3 М, пе-
роксида водорода 5 × 10–5 М, фоновый электро-
лит – фосфатный буферный раствор с рН 7.0.

Действие зеараленона на каталитическую ак-
тивность иммобилизованной пероксидазы. Изуче-
ние действия ЗЕА на ПХ показало, что этот мико-
токсин не является эффектором данного фермент-
ного препарата, поэтому оказалось возможным
использование ПХ в качестве метки в составе соот-

OH

O2 + 2H+

�H2O
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OH

O2

�H2O2

0.75 B

O
O
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O2 + 2H+ + 2e�
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2H2O2 3H2O
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Рис. 1. Вольтамперограммы электроокисления фено-
ла (1 × 10–3 М) – субстрата пероксидазы хрена: фоно-
вый электролит – фосфатный буферный раствор с pH
7.0, концентрация пероксида водорода 5 × 10–5 М (1),
в присутствии микотоксина зеараленона (1 × 10–8 М)
(2) и в отсутствие микотоксина зеараленона (3). Им-
муносенсор № 1.
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ветствующего иммуноферментного сенсора для ре-
гистрации иммунохимических взаимодействий:
Ат против ЗЕА–ЗЕА.

Разработанный ИФС (рис. 4) представляет со-
бой графитовый печатный электрод, на поверх-
ности которого проводили соиммобилизацию
ПХ и иммунореагента (Ат против ЗЕА).

Установлено, что при соиммобилизации Ат с
ПХ на поверхности электрода в присутствии в
растворе ЗЕА аналитический сигнал уменьшает-
ся в области концентраций (1 × 10–10–1 × 10–6 М),
что, по-видимому, связано с образованием им-
мунного комплекса Ат–Аг, который является
стерическим препятствием при подходе субстра-
та к активному центру фермента. Это приводит к
тому, что в ферментативном процессе участвует
меньшее количество молекул субстрата по отно-
шению к контрольному опыту, и величина анали-
тического сигнала снижается.

Наибольшего ингибирующего эффекта и, сле-
довательно, возможности проводить регистра-
цию аналитического сигнала с меньшей погреш-
ностью удалось достичь при использовании Ат в
разведении 1 : 50 (максимальная степень ингиби-
рования (80.2 ± 0.5)%). Разведения Ат 1 : 1, 1 : 10,
1 : 20, 1 : 100 обеспечивают более узкий интервал
определяемых концентраций (1 × 10–9–1 × 10–6 М)
и соответственно более низкие степени ингиби-
рования (68.0–72.0) ± 0.4%. Поскольку ИФС, ос-
нованный на разведении Ат 1 : 50, обладал лучши-
ми аналитическими характеристиками, именно
данную концентрацию Ат выбрали для последую-
щих иммуноопределений. Аналитические харак-
теристики ИФС для определения ЗЕА представ-
лены в табл. 1. Правильность результатов опреде-
ления ЗЕА, полученных с использованием
разработанного ИФС, подтверждена методом
введено–найдено (табл. 2).

Иммуносенсор, модифицированный фуллереном
С60, для определения зеараленона. Современной
тенденцией развития биосенсорных технологий
является использование различных нанострукту-
рированных материалов, в частности углеродных
наноматериалов, – структур, представляющих
собой новую аллотропную форму углерода в виде
замкнутых, каркасных, макромолекулярных си-
стем. Добавление углеродных наноматериалов с
высокой удельной площадью поверхности значи-
тельно повышает эффективность обнаружения
самых различных веществ, в том числе и с помо-
щью биосенсоров [22].

Чаще других среди углеродных наноматериа-
лов в настоящее время используют углеродные
нанотрубки [23, 24]. Гораздо реже для этих целей
применяют фуллерены и их производные [25, 26].
При этом остаются нерешеннымы проблемы как
сохранения, так и целенаправленного изменения
основных свойств наноуглеродных материалов и
вариантов их комбинирования в составе биосен-

Рис. 2. Зависимость отклика иммуносенсора № 1 от
рН. Концентрация фенола 1 × 10–3 М, пероксида во-
дорода – 5 × 10–5 М.
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Рис. 3. Зависимость величины аналитического сигнала от концентрации фенола (а) и пероксида водорода (б). рН 7.0.
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соров, например, за счет сохранения соответству-
ющих наноразмеров путем использования раз-
личных веществ для получения устойчивых во
времени дисперсий [27].

В качестве модификаторов поверхности элек-
тродов мы использовали фуллерен С60. Фуллерен –
это наносферы углерода, полициклические
структуры сферической формы диаметром 40 нм,
состоящие из атомов углерода, связанных в ше-
сти- и пятичленные циклы. Фуллерены обладают
высокой химической стабильностью и могут рас-
сматриваться в качестве перспективных кандида-
тов для усиления сигнала в биосенсорах.

В настоящее время синтезированы различные
стабильные производные C60, которые расширя-
ют область их применения, в частности, за счет
модификации поверхности различными поляр-
ными группами (например, амидо-, гидроксиль-
ной и карбоксильной), что приводит к получе-
нию водорастворимых и биосовместимых соеди-
нений.

Для получения дисперсий графитовых нано-
материалов можно применять различные веще-
ства, в том числе и гиперразветвленные полимеры
(ГРПО) – сверхразветвленные молекулы, обладаю-
щие биоподобными структурными фрагментами и
комплексом заданных практически полезных
свойств [28]. Для получения дисперсии фуллерена
С60 использовали водорастворимое аминопроиз-
водное на платформе ГРПО Н20-NH2.

Для получения модифицированной поверхно-
сти печатных электродов на их поверхность мето-
дом капельного испарения наносили полученную
дисперсию фуллерена в Н20-NH2 и ПХ совместно
с Ат против ЗЕА (см. выше о получении биочув-
ствительной части ИФС).

Изучение действия ЗЕА на модифицирован-
ный фуллереном ИФС показало, что характер
действия этого соединения на иммобилизован-
ную ПХ существенно не изменился. Модифика-
ция фуллереном позволила расширить диапазон
определяемых концентраций изучаемого микоток-
сина, улучшить коэффициент корреляции (табл. 3).

Рис. 4. Схема действия иммуноферментного сенсора на основе иммобилизованных антител (Ат) против зеараленона
(ЗЕА) и пероксидазы хрена (ПХ): 1 – совместно иммобилизованные фермент (ПХ) и Ат, 2 – антиген (Аг) в растворе
ЗЕА, 3 – образующийся иммунный комплекс и варианты подхода субстрата к активной поверхности фермента. Т –
первичный преобразователь (в нашем случае печатный графитовый электрод), Е – фермент (ПХ), Ат – антитела к
ЗЕА, Аг – ЗЕА, S – субстрат, Р – продукт.
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Таблица 1. Влияние разведения антител на аналитические характеристики определения зеараленона с помощью
иммуноферментного сенсора № 1 (субстрат фенол, cs = 1 × 10–3 М, рН 7.0, n = 5, P = 0.95)

Примечание: I* = Iр/Iо × 100, (Ip = Iо – Is), где Is – ток в присутствии ингибитора, Iо – ток в отсутствие ингибитора.
аЖирным шрифтом выделено разведение Ат, при котором наблюдаются наилучшие результаты.

Разведение
Ат (Аг)

Область рабочих 
концентраций, М

Уравнение градуировочной зависимости:
I* = (А ± δ) + (В ± δ)(–lgc) сн, М

(А ± δ) (В ± δ) r

1 : 1 1 × 10–6–1 × 10–9 18 ± 3 –102.1 ± 0.3 0.9937 6 × 10–10

1 : 10 1 × 10–6–1 × 10–9 16 ± 2 –94.1 ± 0.5 0.9870 5 × 10–10

1 : 20 1 × 10–6–1 × 10–9 17 ± 3 –100.4 ± 0.3 0.9828 8 × 10–10

1 : 50а 1 × 10–6–1 × 10–10 19 ± 2 –110.9 ± 0.4 0.9989 7 × 10–11

1 : 100 1 × 10–6–1 × 10–9 16 ± 3 –95.3 ± 0.4 0.9889 5 × 10–10



528

ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 77  № 6  2022

МЕДЯНЦЕВА и др.

Максимальное снижение каталитической активно-
сти фермента при действии ЗЕА на модифициро-
ванный иммуносенсор в этих условиях стало не-
сколько больше и составило (83.0 ± 0.9)% в изучен-
ной области концентраций.

Правильность определения ЗЕА в указанных
диапазонах концентраций с помощью разрабо-
танных иммуносенсоров оценивали способом
введено–найдено (табл. 2).

Наночастицы золота как модификаторы поверх-
ности печатных электродов. Наличие в растворах
НЧ Au определенного размера (методику получе-
ния см. в “Экспериментальной части”) подтвер-
ждали соответствующими оптическими спектрами.
Показано, что в оптических спектрах растворов НЧ
Au имеются плазмонные полосы поглощения с
максимумами, характерными для поглощения
сферических НЧ Аu в присутствии хитозана при
λ = 580 нм (размер частиц около 50 нм) [29].

Предварительные исследования показали, что
модификация поверхности электродов суспензи-
ями фуллерена С60 и композитом С60/НЧ Аu из-
меняет аналитические возможности биосенсо-
ров. Удобный метод визуального анализа измене-
ния поверхности электродов при модификации
фуллереном и НЧ Au – атомно-силовая микро-
скопия. Использование АСМ позволяет получить

изображение модифицированной поверхности
электродов на разных стадиях получения биочув-
ствительной части сенсоров в разных условиях
(рис. 5). Судя по АСМ-изображениям поверхно-
сти электрода, при нанесении НЧ Аu поверхность
становится более развитой, НЧ достаточно одно-
родны и равномерно распределены по поверхно-
сти электрода.

Варьирование количества раствора НЧ Au, на-
носимых на поверхность печатного электрода,
позволило установить, что 1 мкл раствора позво-
ляет получить более воспроизводимую однород-
ную поверхность, обеспечивающую получение
достаточного по величине аналитического сигна-
ла, поэтому в дальнейшем использовали именно
такое количество раствора НЧ Au (рис. 6). Затем
на этой модифицированной поверхности прово-
дили иммобилизацию Ат и ПХ.

Влияние модификации поверхности электродов
фуллереном С60 и наночастицами золота на анали-
тические возможности иммуносенсора. Изучение
действия ЗЕА на модифицированный компози-
том С60/НЧ Au ИФС № 3 показало, что эффект
уменьшения соответствующего аналитического
сигнала наблюдается в более широких областях
концентраций по сравнению с немодифициро-
ванным аналогом (табл. 2). Процент уменьшения

Таблица 2. Результаты определения зеараленона с помощью иммуноферментных сенсоров (n = 3, P = 0.95)

Введено, М Найдено, М sr Процент открытия, %

ИФС № 1

4 × 10–8 (4.1 ± 0.2) × 10–8 0.049 98–105

6 × 10–9 (5.8 ± 0.3) × 10–9 0.052 92–102

ИФС № 2 на основе электродов, модифицированных фуллереном С60

5 × 10–7 (5.1 ± 0.3) × 10–7 0.059 94–106

8 × 10–10 (7.8 ± 0.3) × 10–10 0.038 96–101

ИФС № 3 на основе электродов, модифицированных композитом фуллерен С60/НЧ Au

5 × 10–8 (4.8 ± 0.3) × 10–8 0.063 94–106

2 × 10–10 (2.1 ± 0.1) × 10–10 0.048 95–105

Таблица 3. Аналитические характеристики определения зеараленона с помощью иммуносенсоров (рН 7.0, n = 5,
P = 0.95)

Примечание: I* = Iр/Iо × 100 (Ip = Iо – Is), где Is – ток в присутствии ингибитора, Iо – ток в отсутствие ингибитора.

Иммуносенсор Область рабочих 
концентраций, М

Уравнение градуировочной зависимости, 
I* = (А ± δ)(–lgc) + (В ± δ) сн, М

(А ± δ) (В ± δ) r

№ 1 1 × 10–6–1 × 10–10 19 ± 2  –110.9 ± 0.4 0.9989 7 × 10–11

№ 2 1 × 10–6–5 × 10–11 22 ± 2 –130 ± 3 0.9948 1 × 10–11

№ 3 1 × 10–6–1 × 10–11 59 ± 1 2.9 ± 0.1 0.9969 5 × 10–12
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каталитической активности при действии на
ИФС № 3 составляет (90.0 ± 0.6)% в изученной
области концентраций. Использование модифи-
кации композитом С60/НЧ Au позволило улуч-
шить аналитические характеристики разработан-
ного сенсора.

Правильность определения ЗЕА в указанных
диапазонах концентраций с помощью разрабо-
танных иммуносенсоров оценивали способом
введено–найдено (табл. 1).

Оценка констант связывания иммунных ком-
плексов и специфичности иммунохимических взаи-

модействий на ИФС № 3. При разработке методов
ИХА, базирующихся на реакции Аг–Ат, знание
физико-химических параметров специфических
взаимодействий очень важно, поскольку дает
возможность оценить чувствительность и специ-
фичность метода и осуществить подбор реагентов
для анализа. Графическая обработка экспери-
ментальных данных в координатах Скэтчарда
позволяет не только определить константу обра-
зования иммунных комплексов, но и рассчитать
концентрацию активных Ат (Аг) в системе.

Выполнили серию опытов по определению
концентрации свободного и связанного микоток-
сина при различных начальных концентрациях
ЗЕА и постоянной концентрации Ат в системе.
Характер взаимодействия микотоксин–Ат, пред-
ставленный в координатах Скэтчарда, свидетель-
ствует о преимущественном существовании од-
ной популяции Ат с достаточно высокой специ-
фичностью к определяемому микотоксину.
Такой характер кривой характерен для монокло-
нальных Ат. Значение константы связывания для
Ат к ЗЕА (Kа1 = (5.3 ± 0.2) × 108 моль–1) лежит в
оптимальном интервале величин констант связы-
вания [16]. Данные о прочности связывания рас-
сматриваемых иммунологических пар на сего-
дняшний день в литературе отсутствуют. В то же
время полученные нами величины констант об-
разования иммунных комплексов свидетельству-
ют о достаточно прочном связывании Аг с соот-
ветствующими Ат, что позволяет использовать
разработанные ИФС для высокочувствительного
и селективного определения микотоксина ЗЕА.

Неспецифическое перекрестное взаимодей-
ствие Ат является одной из основных проблем

Рис. 5. АСМ-изображения в режимах топографии и фазового контраста в 2D проекции (а) поверхности графитового
печатного электрода, модифицированного наночастицами золота в растворе хитозана (0.75%), и в 3D проекции (б).
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Рис. 6. Зависимость величины аналитического сигна-
ла (тока) от количества наночастиц золота, наноси-
мых на рабочую поверхность электрода.
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при разработке новых вариантов иммуноанализа.
Качество Ат зачастую является основным препят-
ствием для увеличения чувствительности имму-
ноопределения, а также для сокращения продол-
жительности анализа за счет процедуры пробо-
подготовки.

В настоящей работе мы исследовали возмож-
ности перекрёстной реактивности Ат против ЗЕА
к другим микотоксинам – патулину и дезоксини-
валенолу, обнаруживаемым в тех же продуктах
питания, что и ЗЕА. Установили, что используе-
мые Ат обладают перекрестной реактивностью к
исследуемым антигенам в очень незначительной
степени (патулин <2.5%, дезоксиниваленол
<1.3%). Это подтверждает специфичность иссле-
дуемых Ат лишь к соответствующиму Аг, что поз-
воляет селективно определять ЗЕА независимо от
других микотоксинов.

Определение зеараленона в пищевых продуктах.
Предложенные ИФС могут быть использованы
для определения содержания ЗЕА в пищевых
продуктах. Наибольшей продуцирующей способ-
ностью грибы обладают на кукурузе, овсе, рисе,
сорго.

Грибы F. graminearu, продуцирующие ЗЕА,
распространены в южной части Российской Фе-
дерации, а также во многих странах, выращиваю-
щих кукурузу на зерно. Споры гриба обитают в
почве, откуда они попадают на вегетирующие
растения и при благоприятных условиях (высо-
кая влажность) прорастают, поражая колос или
початок и образуя продукты своей жизнедеятель-
ности – микотоксины.

Разработанный иммуносерсор применили для
определения ЗЕА в кукурузе и ячмене и продуктах
переработки кукурузной муки. При пробоподго-
товке образцов использовали рекомендации,
предложенные в работе [30] для выделения имен-
но ЗЕА при хроматографическом анализе.

Методика извлечения (выделения) зеараленона
из круп. Навеску образца массой 1 г (крупа, зерно)
растирали в порошок, который суспендировали в
смеси ацетонитрила и воды (5 : 1) для определе-
ния ЗЕА. Согласно данным [31], при этом должно
достигаться достаточно полное извлечение опре-
деляемых компонентов. Смесь перемешивали
магнитной мешалкой в течение не менее 30 мин.
Затем центрифугировали в течение 20 мин при
скорости 7 тысяч об/мин, надосадочную жид-
кость использовали для приготовления рабочих
водных растворов путем последовательного раз-
бавления для последующего определения ЗЕА с
помощью ИФС, модифицированного компози-
том фуллерен/НЧ Au – ИФС № 3).

Предварительно установили, что при повтор-
ном экстрагировании смеси, оставшейся после
однократного экстрагирования, получается рас-
твор, не вызывающий изменения аналитического

сигнала, т.е. не содержащий компонентов,
уменьшающих каталитическую активность им-
мобилизованной пероксидазы. Таким образом,
полное извлечение микотоксина из образца про-
исходит уже в результате однократной экстрак-
ции. Аналитический сигнал приобретает посто-
янное значение через 30 мин при перемешивании
экстрагирующей смеси с образцом.

Установлено, что содержание органического
растворителя, используемого для наиболее пол-
ного извлечения ЗЕА из образцов круп, не превы-
шает (8–10)% от объема анализируемого раство-
ра. Такое содержание ацетонитрила не сказыва-
ется на каталитической активности ПХ, т.е. не
оказывает ни ингибирующего, ни активирующе-
го действия. Это позволяет использовать получа-
емый экстракт для определения ЗЕА в образцах.

Методика определения содержания зеараленона
в образцах крупы. В ячейку емк. 2000 мкл вносили
растворы образца, полученного как описано вы-
ше, фенола (с = 1 × 10–3 М), пероксида водорода
(с = 5 × 10–5 М), фосфатный буферный раствор
(рН 7.0) и ИФС № 3. Растворы инкубировали в
течение 10 мин. Затем измеряли значение тока
при потенциале +0.75 В.

Содержание ЗЕА в образцах определяли по
градуировочному графику (см. табл. 3, ИФС
№ 3). Отдельные образцы пищевых продуктов,
содержащих кукурузу, протестировали также ме-
тодом поляризационного флуоресцентного ана-
лиза (табл. 4), который в настоящее времени до-
статочно часто используется для определения ми-
котоксинов. Сравнение результатов двух методов
по F- и t-критериям показало, что методы равно-
точны (Fрасч < Fтабл), расхождение между средни-
ми величинами незначимы.

Найденное количество микотоксина ЗЕА в
анализируемых образцах пищевых продуктов
практически во всех случаях ниже ПДК. Следует,
однако, отметить, что содержание ЗЕА в детском
питании не допускается.

Сравнение аналитических характеристик разра-
ботанного амперометрического ИФС и аналогич-
ных методов, описанных в литературе (табл. 5), по-
казало, что разработанный иммуносенсор пре-
восходит другие методы определения ЗЕА.
Можно сделать вывод, что разработанный ИФС
может быть использован для контроля качества
ряда пищевых продуктов и в особенности детско-
го питания.

* * *
Таким образом, показана возможность ис-

пользования фермент-субстратной системы ПХ–
фенол при разработке амперометрического ИФС
для определения ЗЕА, действие которого основа-
но на сочетании иммунологической, фермента-
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тивной и электрохимической реакций, приводя-
щих к эффектам уменьшения аналитического
сигнала, что наиболее точно соответствует терми-
ну “квазиингибирование”. Предложены новые
амперометрические ИФС на основе печатных
графитовых электродов, модифицированных
композитом фуллерен/НЧAu и ПХ для определе-
ния микотоксина ЗЕА, позволяющие расширить
диапазон определяемых концентраций, снизить
cн, улучшить коэффициент корреляции. Условия
функционирования разработанных биосенсоров:
рН буферного раствора 7.0 ± 0.2, концентрация
субстрата фенола 1 мМ, концентрация пероксида
водорода 50 мкМ. Разработанные иммуносенсо-
ры позволяют определять ЗЕА в следующих кон-
центрационных интервалах: ИФС № 1 – от 1 ×
× 10–10 М до 1 × 10–6 М, ИФС № 2 – от 5 × 10–11 М до
1 × 10–6 М, ИФС № 3 – от 1 × 10–11 М до 1 × 10–6 М.
Нижняя граница определяемых содержаний на
уровне (1–7) × 10–11(–12) М. Оценена константа
связывания иммунного комплекса: Kа = (5.3 ±
± 0.2) × 108 моль–1, процент перекрестных реак-
ций составляет для патулина <2.5%, для дезокси-
нилваленола <1.3% – ИФС № 3. Разработаны ме-
тодики определения ЗЕА с помощью предлагае-
мых ИФС в пищевых продуктах (кукурузной
муке, кукурузных хлебцах) на уровне ниже ПДК с
sr не более 0.048.
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Ацикловир и валацикловир окисляются на электроде из стеклоуглерода (СУ) с иммобилизованным
восстановленным оксидом графена, покрытым полиглициновой пленкой. Подобраны условия по-
лучения полимерной пленки и восстановления оксида графена на СУ, а также регистрации макси-
мального каталитического тока на композитной поверхности. Разработан способ селективного
вольтамперометрического определения ацикловира и валацикловира на электроде с композитом
восстановленный оксид графена–полиглициновая пленка. Предложен способ амперометрическо-
го детектирования противовирусных препаратов на основе гуанина на этом электроде в условиях
проточно-инжекционного анализа. Зависимость аналитического сигнала от концентрации ацикло-
вира и валацикловира линейна до 5 × 10–6 М в стационарном режиме и до 1 × 10–7 M в проточной
системе. Разработанный вольтамперометрический способ определения ацикловира и валациклови-
ра апробирован при анализе лекарственных средств.

Ключевые слова: химически модифицированные электроды, оксид графена, полиглициновая плен-
ка, ацикловир, валацикловир, электрокатализ, электроанализ, проточно-инжекционный анализ.
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Композитные электроды на основе полимер-
ных пленок, полученных электрополимеризацией,
привлекают к себе внимание благодаря высокой се-
лективности и чувствительности их отклика при
определении широкого круга низкомолекулярных
органических соединений. Такие полимерные
пленки отличаются гомогенностью, сильной ад-
гезией к поверхности СУ и химической устойчи-
востью.

Полимерные пленки из полиглицина (поли-
Гли), как и большинство электропроводящих по-
лимерных пленок, наносят на поверхность элек-
трода осаждением из раствора соответствующего
мономера с последующей его полимеризацией.
При электрополимеризации глицина на поверх-
ности углеродной подложки формируется по-
лиглицин типа II со спиральной конформацией
[1]. Анодное окисление первичного амина проис-
ходит по радикальному катионному механизму,
который объясняет однородность полученного
тонкого покрытия. Полиглицин нерастворим в
воде и в обычных органических растворителях.

В настоящее время получение композитов из
проводящих полимерных пленок с восстановлен-
ным оксидом графена особенно привлекательно
благодаря аддитивности, а в некоторых случаях
синергизму электрокаталитических эффектов
обоих компонентов [2–6].

Один из способов получения окида графена
(ГО) с хорошим выходом – химическое окисле-
ние графита по методу Хаммера [7]. Для уменьше-
ния количества оксидных форм графена обычно
проводят химическое восстановление, однако
для этого требуется высокотемпературная обра-
ботка, многократное повторение процесса вос-
становления и значительное время. Кроме того,
используемый в качестве восстановителя моно-
гидрат гидразина является токсичным реагентом
и приводит к появлению в структуре графена гете-
роатомных примесей азота [8, 9]. По сравнению с
химическим и термическим способами электрохи-
мическое восстановление ГО является более экс-
прессным, технологичным и безопасным [10, 11].

Электропроводность электрохимически вос-
становленного оксида графена (ГОвос) выше, чем
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химически полученного ГОвос. Это возможно из-
за остаточных дефектов в химически полученном
ГОвос, которые могут быть сведены к минимуму в
случае электрохимического восстановления ГО
[12]. Восстановленный ГО обычно является не-
полной приведенной формой оксида графена и
находится в промежуточном состоянии между
оксидом графена и самим графеном. В этом со-
стоянии число кислородсодержащих функцио-
нальных групп в материале мало, но имеются
дефекты, которые могут удерживать химически
активные участки для использования в катали-
тических реакциях и взаимодействовать со сло-
ями полимеров [8].

В настоящей работе рассмотрена возможность
вольтамперометрического определения в стацио-
нарных условиях и амперометрического детекти-
рования в проточно-инжекционной системе
ацикловира и валацикловира на химически моди-
фицированном электроде (ХМЭ) на основе стек-
лоуглеродного электрода с иммобилизованным
композитом восстановленный оксид графена–
полиглициновая пленка.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Циклические вольтамперограммы (ЦВА) реги-
стрировали с помощью вольтамперометрического
анализатора Экотест-ВА (ООО “Эконикс-Экс-
перт”, Россия). Использовали трехэлектродную
ячейку, в которой в качестве электрода сравнения
использовали хлоридсеребряный электрод, в каче-
стве вспомогательного – платиновую проволоку,
в качестве рабочего применяли электроды из СУ
с видимой поверхностью 0.10 см2, покрытые по-
лимерной пленкой полиглицина (поли-Гли-СУ) и
композитом из ГОвос и полимерной пленки по-
лиглицина (поли-Гли-ГОвос-СУ).

Иммобилизацию пленки из поли-Гли прово-
дили в условиях потенциодинамического осажде-
ния. ЦВА регистрировали при скорости наложе-
ния потенциала 20 мВ/с. При получении полимер-
ной пленки скорость циклирования потенциала
составляла 100 мВ/с, а при восстановлении иммоби-
лизованного на поверхность СУ оксида графена –
50 мВ/с. Поверхностную концентрацию модифи-
катора на СУ определяли по площади катодного
пика на ЦВА ферроцианид-иона [13].

Композитный электрод получали в две стадии:
сначала на поверхность СУ наносили слой оксида
графена, который получали методом капельного
испарения под ИК-лампой из суспензии оксида
графена с хитозаном, после чего проводили элек-
трохимическое восстановление ГО до ГОвос на
поверхности полученного электрода. Затем на
поверхность СУ с ГОвос (ГОвос-СУ) наносили по-
лимерную пленку, электрохимически осажден-

ную из 5 мМ раствора глицина в фосфатном бу-
ферном растворе с рН 6.86.

Для измерений в условиях проточно-инжек-
ционного анализа (ПИА) применяли установку,
включающую перистальтический насос, инжек-
тор, проточную электрохимическую ячейку и ре-
гистрирующее устройство [14]. Подачу и слив
растворов осуществляли по проточным коммуни-
кациям, изготовленным из силиконовых трубок
внутренним диаметром 2.0 мм. Инжекцию осу-
ществляли микрошприцем через уплотнитель-
ную мембрану.

В качестве аналитов в модельных системах ис-
пользовали ацикловир и валацикловир (Aldrich,
США). Стандартные растворы исследуемого объ-
екта с концентрацией 5 × 10–3 М готовили путем
растворения их точных навесок. Для построения
градуировочной зависимости готовили растворы
с меньшими концентрациями аналитов последо-
вательным разбавлением исходных растворов не-
посредственно перед измерениями. В качестве
фонового электролита использовали раствор сер-
ной кислоты с рН 2.0, ацетатный буферный рас-
твор с pH 4.0 и фосфатный буферный раствор с
рН 6.86. Контроль pH растворов осуществляли с
помощью pH-метра типа рН-150.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Электроосаждение полиглициновой пленки на

поверхности стеклоуглеродного электрода и вос-
становленном оксиде графена. Полиглициновую
пленку осаждали на поверхности СУ с помощью
электрополимеризации при многократном цик-
лировании потенциала (Е) в выбранной области
его значений от –0.8 до +1.8 В. Предварительно
рассматривали медиаторные свойства пленки из
полиглицина по отношению к окислению иона
[Fe(CN)6]4–. ЦВА ферроцианид-иона, регистри-
руемые на немодифицированном СУ и на СУ с
иммобилизованной пленкой из полиглицина,
представлены на рис. 1. На ЦВА ферроцианид-
иона, полученной на поли-Гли-СУ (кривая 2), по
сравнению с СУ (кривая 1) отношение величин
катодного тока (Iк) к анодному (Iа) близко к еди-
нице, а разность потенциалов катодного (Ек) и
анодного (Еа) пиков составляет 60 мВ. Эти факты
указывают на медиаторные свойства электроно-
проводящей полимерной пленки поли-Гли в об-
ратимой редокс-системе.

Изучено влияние условий электрополимери-
зации пленки, таких как область циклического
изменения потенциала и рН фонового электро-
лита, на электрохимические характеристики фер-
роцианид-иона. Наилучшие вольт-амперные ха-
рактеристики окисления ферроцианид-иона, та-
кие как отношение величин катодного тока к
анодному (Iк/Iа) (рис. 2а) и разность потенциалов
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катодного и анодного пиков (ΔЕ = Ек – Еа)
(рис. 2б), наблюдаются при получении полигли-
циновой пленки в потенциодинамическом режи-
ме в области потенциалов от –0.8 до 1.8 В из рас-
твора глицина в фосфатном буферном растворе с
рН 6.86. Этот режим близок к условиям обрати-
мого окисления ферроцианид-иона (Iк/Iа = 1 и
ΔЕ = 60 мВ).

Для улучшения свойств пленки поли-Гли в ка-
честве подложки для ее иммобилизации исполь-
зовали восстановленный оксид графена, нане-
сенный на СУ методом капельного испарения из
суспензии оксида графена с хитозаном.

Поверхностную концентрацию медиатора (Г)
на поверхности СУ определяли по площади пика
на катодной ветви ЦВА ферроцианид-иона, реги-
стрируемой со скоростью наложения потенциа-

ла, равной 10 мВ/с. Размерность поверхностной
концентрации представляли как отношение ко-
личества молей редокс-центров металлокомплек-
са, относящееся к площади поверхности электро-
да. Величину Г рассчитывали по формулам [15]:

(1)

где Q – заряд, Кл или А ⋅ с; n – число электронов;
А – площадь поверхности рабочего электрода, см2;
F – число Фарадея, равное 96500 Кл/моль; Г – по-
верхностная концентрация медиатора, моль/см2.

 (2)

или Q = , где S – площадь под катодным
пиком, мкА ⋅ мВ; v – скорость наложения потен-
циала, мВ/с; I –значение тока, мкА; ϕ – потенци-
ал, мВ.

Значение поверхностной концентрации моди-
фикатора увеличивается при переходе от пленки
поли-Гли, нанесенной на СУ, к пленке, нанесен-
ной на ГОвос-СУ, от 2.2 × 10–8 до 2.5 × 10–8 моль/см2,
что связано с увеличением поверхности матрицы
из ГОвос, на поверхность которого проводили
электрополимеризацию пленки поли-Гли.

Электроокисление ацикловира и валацикловира
на стеклоуглероде, модифицированном композитом
из поли-Гли-ГОвос. На немодифицированном СУ
окисление ацикловира протекает необратимо и с
большим перенапряжением. При окислении
ацикловира на поли-Гли-ГОвос-СУ на анодной
ветви ЦВА при Е = 1.10 В регистрируется пик,
многократно превышающий величины токов
окисления модификатора на фоновой кривой
(рис. 3, кривые 1, 2) и окисления ацикловира на
немодифицированном СУ (табл. 1). Ток, реги-
стрируемый на этом электроде, линейно зависит
от концентрации ацикловира. Окисление вала-

,Q nFAΓ =

Q S= v

1 I ∂ϕv

Рис. 1. Электрохимическое поведение 2.5 мМ
К4[Fe(CN)6] в 0.1 М серной кислоте на СУ (1) и на по-
ли-Гли-СУ (2).
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Рис. 2. Диаграммы зависимости электрохимических характеристик (отношение величин катодного к анодного токов
(а) и разность потенциалов катодного и анодного пиков (б)) окисления ферроцианид-иона от области потенциалов
электрополимеризации глицина и рН фонового электролита.
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цикловира происходит при тех же потенциалах,
что и окисление ацикловира. Многократный
прирост тока, линейная зависимость величины
тока пика от концентрации субстрата позволяют
отнести ток электродной реакции к каталитиче-
скому. Наибольшее значение величины электро-
каталитического эффекта, выраженного отноше-
нием величин каталитического тока окисления
субстрата на ХМЭ (Iкат) и тока окисления моди-
фикатора (Iмод) – Iкат/Iмод, наблюдается при окис-
лении ацикловира и валацикловира на поли-Гли-
ГОвос-СУ (табл. 1).

Для выяснения особенностей электроокисле-
ния ацикловира на композитном электроде изу-
чена зависимость тока (I) и потенциала пика (E)
от скорости наложения потенциала (v), которую
варьировали в диапазоне от 10 до 100 мВ/с. Полу-
ченное из линейной зависимости (lgI = 0.77 +
+ 0.81lg v) значение критерия Семерано, равное
0.81, свидетельствует об адсорбционной природе

тока. Из зависимости величины потенциала пика от
логарифма скорости наложения потенциала (Е =
= 0.89 + 0.11lgv) рассчитаны кинетические парамет-
ры окисления ацикловира – величина наклона Та-
феля (b), коэффициент переноса электрона (α) и
константа скорости электрокаталитической реакции
(ks) [16, 17]. Для электрокаталитического окисления
ацикловира на немодифицированном стеклоугле-
родном электроде с композитом поли-Гли-ГОвос
найдены следующие кинетические характеристики:
b = 110.2 мВ, α = 0.732 и ks = 0.53 × 102 с–1. Получен-
ное значение ks характеризует высокую скорость
электронного переноса.

Установлено, что продолжительность цикли-
рования потенциала (N –количество циклов) и
величина рН фонового электрода влияют на ката-
литический ток электроокисления ацикловира и
валацикловира. Так, максимальный каталитиче-
ский эффект наблюдается при восстановлении
ГО путем циклического изменения потенциала в
области от 0.60 до –1.50 В в течение 20 циклов
(рис. 4а) и полимеризации глицина в области по-
тенциалов от –0.80 до 1.80 В в течение 40 циклов
(рис. 4б), а также при регистрации ЦВА ацикло-
вира и валацикловира на фоне фосфатного бу-
ферного раствора с рН 6.86 (рис. 4в).

Вольтамперометрическое определение в стацио-
нарном режиме ацикловира и валацикловира на
электроде, модифицированном композитом из по-
ли-Гли-ГОвос. В мерную колбу емк. 10 мл вводили
фиксированный объем раствора аналита (ацик-
ловира или валанцикловира), в который добавля-
ли фосфатный буферный раствор с рН 6.86 до
метки. Полученный раствор количественно пере-
носили в электрохимическую ячейку, в которую
погружали электрод из СУ с композитом поли-
Гли-ГОвос, хлоридсеребряный и вспомогатель-
ный электроды. Регистрировали ЦВА в интервале
от –0.0 до +1.30 В и измеряли величину Iп окисле-
ния ацикловира при Еп 1.10 В.

Аналитические характеристики, демонстриру-
ющие высокую чувствительность отклика, пред-
ставлены в табл. 2. Нижняя граница определяемых
содержаний составляет 5 × 10–6 М, правильность
предлагаемых способов определения оценена мето-

Рис. 3. Циклические вольтамперограммы, получен-
ные на поли-Гли-ГОвос-СУ в отсутствие (1) и в при-
сутствии ацикловира (5 × 10–3 М) (2) на фоне фос-
фатного буферного раствора с рН 6.86.
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Таблица 1. Вольт-амперные характеристики окисления ацикловира и валацикловирана на модифицированных
электродах

Примечание.  и  – потенциал и ток окисления ацикловира и валацикловира на СУ.

Субстрат , В , мкА Модификатор Емод, В Екат, В Iкат, мкА Iкат/Iмод

Ацикловир 1.15 18.0 поли-Гли 1.10 1.10 58.0 18.2
поли-Гли-ГОвос 1.10 1.10 104.3 26.1

Валацикловир 1.15 15.0 поли-Гли 1.10 1.10 53.2 16.6
поли-Гли-ГОвос 1.10 1.10 96.5 24.1

s
*E s

*I

s*Е s*I
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дом введено–найдено. Относительное стандартное
отклонение (Sr) не превышает 0.05 во всем рабочем
диапазоне концентраций (табл. 3).

Проведен анализ лекарственных средств (в
таблетках) на содержание ацикловира и валан-
цикловира. Для этих целей использовали разра-
ботанные способы вольтамперометрического
определения этих органических соединений на
электроде поли-Гли-ГОвос-СУ. Результаты опре-
деления представлены в табл. 4. Статистическая
оценка результатов с использованием величины
t-критерия свидетельствует об отсутствии значи-
мой систематической погрешности (tрасч < tтабл)
(табл. 4).

Показана возможность использования элек-
трода поли-Гли-ГОвос-СУ для определения рас-
сматриваемых биологически активных соедине-
ний в условиях ПИА. В качестве потока-носителя
использовали фосфатный буферный раствор с
рН 6.86.

Графические зависимости аналитического
сигнала от электрохимических (накладываемый
потенциал (Еп)) и гидродинамических (объем ин-
жектируемой пробы (V) и скорость потока жид-
кости (u)) параметров проточной системы приве-
дены для ацикловира (рис. 5). Максимум на зави-
симостях величины ПИА-сигнала ацикловира от

накладываемого потенциала (рис. 5а) наблюдает-
ся при Еп 1.15 В, от объема инжектируемой пробы –
при V 0.90 мл (рис. 5б), от скорости потока – при
u 27.5 мл/мин (рис. 5в).

На основе полученных зависимостей выбрали
рабочие условия регистрации ПИА-сигнала
ацикловира и валацикловира на электроде поли-
Гли-ГОвос-СУ. Для ацикловира наилучшими
условиями регистрации тока являются: Еп +1.15 В,
V 0.90 мл и u = 27.5 мл/мин. Аналогичные харак-
теристики амперометрического детектирования в
проточных условиях получены и для валоцикло-
вира.

Для каждого аналита разработана методика
амперометрического детектирования в условиях
ПИА. Аналитические характеристики определе-
ния ацикловира и валацикловира представлены в
табл. 2. Использование амперометрического сиг-
нала в ПИА по сравнению со стационарными
вольтамперометрическими условиями регистра-
ции аналитического сигнала приводит к сниже-
нию нижней границы мопределяемых содержа-
ний аналита до 1 × 10–7 М.

Метрологические характеристики определе-
ния ацикловира и валацикловира на электроде с
композитом поли-Гли-ГОвос в условиях ПИА
представлены в табл. 3. Нижняя граница опреде-

Рис. 4. Зависимость величины каталитического эффекта при окислении ацикловира и валацикловира от количества
циклов при восстановлении ГО (а), от количества циклов при электрополимеризации глицина (б) и от рН фонового
электролита (в).
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Таблица 2. Аналитические характеристики определения ацикловира и валацикловира на электроде поли-Гли-
ГОвос-СУ (n = 6, P = 0.95, tтабл = 2.57)

Субстрат Способ регистрации Диапазон 
концентраций, М

Уравнение регрессии
lg(I) = a + blg(c)
(Iп, мкА; с, М) R

а ± Δa b ± Δb

Ацикловир Циклическая 
вольтамперометрия

5 × 10–3–5 × 10–6 2.8 ± 0.3 0.41 ± 0.02 0.996

Валацикловир 5 × 10–3–5 × 10–6 2.7 ± 0.4 0.40 ± 0.03 0.996

Ацикловир Амперометрия в ПИА 1 × 10–3–1 × 10–7 2.3 ± 0.5 0.44 ± 0.03 0.998

Валацикловир 1 × 10–3–1 × 10–7 2.3 ± 0.4 0.42 ± 0.02 0.999
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ляемых содержаний составляет 1 × 10–7 М для
проточных условий регистрации аналитического
сигнала. При оценке этих характеристик сопоста-
вили сходимость результатов анализа в стацио-
нарных и проточных системах. В условиях ПИА
достигнута лучшая воспроизводимость результа-
тов определения исследуемых аналитов по срав-
нению со стационарными условиями (табл. 3). Во

всех случаях регистрации аналитического сигна-
ла в проточных условиях относительное стан-
дартное отклонение не превышало 3%.

Повышение воспроизводимости и стабильно-
сти каталитического отклика ХМЭ в ПИА-усло-
виях связано с обновлением поверхности элек-
трода потоком фонового электролита, с ограни-
чением по времени сорбции исследуемых

Таблица 3. Метрологические характеристики определения ацикловира и валацикловира на электроде поли-
Гли-ГОвос-СУ (n = 6, P = 0.95, tтабл = 2.57)

Аналит Введено, мкМ Найдено,
(х ± Δх), мкМ

sr

Циклическая вольтамперометрия
Ацикловир 5.0 4.8 ± 0.3 0.05

10.0 9.9 ± 0.4 0.04
100 101 ± 2 0.02

Валацикловир 5.0 4.6 ± 0.3 0.07
10.0 9.6 ± 0.8 0.08
100 101 ± 8 0.07

Амперометрия в ПИА
Ацикловир 4.5 4.3 ± 0.1 0.03

45 46 ± 1 0.02
90 88 ± 1 0.01

Валацикловир 4.0 4.1 ± 0.1 0.03
40 39 ± 1 0.02
80 77 ± 2 0.02

Рис. 5. Зависимость ПИА-сигнала при окислении ацикловира (5 × 10–3 М) на поли-Гли-ГОвос-СУ от накладываемого
потенциала (а), объема инжектируемой пробы (б) и скорости подачи потока-носителя (в).
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Таблица 4. Результаты определения ацикловира и валанцикловира в лекарственных средствах методом вольтам-
перометрии на поли-Гли-ГОвос-СУ (n = 6, P = 0.95, tтабл = 2.57, Fтабл = 5.79)

Объект анализа Аналит
Заявленное 
содержание 

в препарате, г
Найдено, г sr tрасч

“Ацикловир-Акри” Ацикловир 0.40 0.38 ± 0.02 0.05 2.45
“Валвир” Валацикловир 0.50 0.49 ± 0.02 0.04 2.44
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соединений или продуктов электрохимических
реакций на поверхности электрода в потоке, что,
в свою очередь, уменьшает риски отравления мо-
дификатора.

* * *
Таким образом, использование ПИА способ-

ствует автоматизации анализа, сочетание ПИА с
амперометрическим способом определения
ацикловира и валацикловира на ХМЭ позволяет
улучшить воспроизводимость электрокаталити-
ческого отклика ХМЭ, повысить чувствитель-
ность и производительность метода по сравне-
нию со статическим вольтамперометрическим
способом определения.
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Представлены результаты использования методологии “поверхности отклика” и дизайна Бокса–
Бенкена при спектрофотометрическом определении лекарственных веществ на примере дапсона и
прокаина в мицеллярной матрице. В качестве реагента использовали 5,7-дихлор-4,6-динитробен-
зофуроксан. Дизайн матрицы состава неонол–вода (80%)–диметилсульфоксид (20%) варьировали
за счет факторов: концентрация реагента, рН, концентрация неонола. Оптимизацию проводили с
использованием трехуровневого плана Бокса–Бенкена. Показано существенное увеличение интен-
сивности полосы поглощения продуктов реакции в мицеллярной псевдофазе. Найдены оптималь-
ные условия, при которых возможно спектрофотометрическое определение лекарственных ве-
ществ в жидких и твердых лекарственных формах.
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Прокаин (2-(диэтиламино)этил-4-аминобен-
зоат) и дапсон (4,4'-сульфонилбис[бензоламин])
относятся к лекарственным веществам (ЛВ), со-
держащим в своем составе функциональные пер-
вичные аминогруппы. Прокаин применяют в ме-
дицине как эффективное местноанестизирующее
средство, а дапсон обладает оригинальным анти-
бактериальным и противолепрозным действием
[1, 2].

При фармацевтическом анализе широко ис-
пользуют спектрофотометрию, что обусловлено
ее проработанной методической базой, доступ-
ностью аппаратуры и универсальностью по отно-
шению ко многим объектам фармации. Однако в
случае производных ароматических аминов спек-
трофотометрическое определение часто ограни-
чивается проблемой избирательности и чувстви-
тельности анализа, что приводит к необходимо-
сти применения селективных реагентов, как
правило, в органической или смешанной среде.
Все это значительно усложняет процедуру анали-
за, требует обеспечения устойчивости спектрохи-
мических реагентов и образующихся производ-
ных, повышает стоимость анализа и его опас-

ность за счет использования токсичных
органических растворителей [3, 4].

Один из возможных путей решения этой про-
блемы – использование в фармацевтическом
анализе организованных сред, в частности, со-
держащих мицеллярные системы. При этом в ми-
целлах поверхностно-активных веществ (ПАВ)
увеличивается растворимость гидрофобных и
гидрофильных реагентов, повышается агрегатив-
ная устойчивость фотометрируемых систем, из-
меняется скорость реакций реагентов с ЛВ. На
практике чаще всего эти эффекты проявляются
одновременно. Реализация такого подхода позво-
ляет более широко использовать спектрофото-
метрию в водных средах в фармацевтическом
анализе. Так, в обзоре [5] описано спектрофото-
метрическое определение ЛВ различных фарма-
кологических групп на основе реакций получе-
ния их окрашенных производных (карбонильные
соединения, диазотирование с последующим азо-
сочетанием, образование хинониминов и др.) в
организованных средах. Следует отметить, что
из-за сложного состава анализируемой матрицы
эти приемы могут быть малоизбирательными, не
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всегда обеспечивать достаточную чувствитель-
ность при анализе биологических жидкостей, а
также быть многостадийными и длительными.

Формирование мицеллярных систем – слож-
ный процесс, зависящий от большого количества
независимых переменных. Если мицеллярные
среды используются как матрица для проведения
аналитических определений, то возможна ее оп-
тимизация с помощью дизайна Бокса–Бенкена.
Аналитическому применению этого подхода по-
священа обзорная статья [6]. Дизайн Бокса–Бен-
кена успешно зарекомендовал себя как инстру-
мент многофакторного анализа при оптимизации
ионной ловушки масс-спектрометра при опреде-
лении 15 поли- и перфторалкильных веществ [7],
при определении пропранолола методом капил-
лярного электрофореза в сочетании с индуциро-
ванной лазером флуоресценцией в биологиче-
ских жидкостях [8], при экстракции флавоноидов
и определении целевых аналитов в пробах олив-
кового, миндального, кунжутного и коричного
масел [9, 10], а также при оптимизации ряда спек-
троаналитических методов [11–13].

Ранее нами для спектрофотометрического
определения ароматических аминов в мицелляр-
ной среде использован 5,7-дихлор-4,6-динитро-
бензофуроксан [14], который обеспечил высокую
селективность и чувствительность анализа при
контроле качества токсичной примеси 4-амино-
фенола в лекарственных препаратах на основе па-
рацетамола.

В настоящей работе мицеллярные системы ис-
пользовали при спектрофотометрическом опре-
делении прокаина и дапсона с реагентом 5,7-ди-
хлор-4,6-динитробензофуроксаном для получе-
ния окрашенных производных в водных и водно-
органических средах. Приведены результаты
применения методологии поверхности отклика с
дизайном Бокса–Бенкена для определения про-
каина и дапсона при использовании в качестве
матрицы растворов мицелл. Применение мицел-
лярных систем на основе оксиэтилированного
нонилфенола позволяет избирательно и с высо-
кой чувствительностью определять аналиты в ле-
карственных формах в виде таблеток и растворов
для инъекций.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реагенты и аппаратура. 5,7-Дихлор-4,6-динит-
робензофуроксан был синтезирован по извест-
ной методике [15] и любезно предоставлен проф.
Л.М. Юсуповой. Использовали субстанции про-
каина и дапсона фармакопейной чистоты. Для
создания мицеллярных матриц использовали не-
ионное ПАВ – оксиэтилированный нонилфенол
(APh 9-10, неонол) (Fluka Chemie AG, Швейца-
рия). Для определения дапсона и прокаина при-

меняли мицеллярную матрицу APh 9-10 в водном
растворе диметилсульфоксида (ДМСО, 20 об. %)
до и после формирования мицелл. Критическая
концентрация мицеллобразования (ККМ) в си-
стеме APh 9-10 + Н2О (80%) + ДМСО (20%) со-
ставила 2.51 × 10–4 М. Остальные реактивы были
марки х.ч. Применяли лекарственные формы
прокаина и дапсона коммерческого изготовле-
ния.

Тензиометрические измерения проводили на
тензиометре Дю-Нуи, оснащенном платиновым
кольцом, в соответствии с ГОСТ 29232–91
(ИСО 4311–79).

Значения рН определяли на рН-метре (рН 150 М).
Для спектрофотометрических измерений при-

меняли спектрофотометр Agilent 8453 в спектраль-
ном диапазоне от 400 до 700 нм. При измерении оп-
тической плотности растворов использовали квар-
цевые кюветы с толщиной поглощающего слоя 0.1,
0.50, 1.00 см. Эксперименты проводили при 25°С.

Статистическую обработку результатов опти-
мального эксперимента проводили для пяти из-
мерений при доверительной вероятности 0.95.
Результаты представляли как X ± ΔX. где X – сред-
нее значение и ΔX – доверительный интервал.
Случайную погрешность определения оценивали
по величине относительного стандартного откло-
нения (sr). Для расчета эффектов и построения
поверхностей отклика использовали пакет про-
грамм Statistica 10.

Методика определения. Жидкие лекарствен-
ные формы (инъекционные растворы) разбавля-
ют водой до содержания лекарственных веществ в
интервале 0.01–0.05 мг/мл, далее аликвотную
часть раствора помещают в мерную колбу емк.
50 мл, добавляют водный раствор ПАВ для созда-
ния концентрации АPh 9-10 5.3–10 мг/мл, 2 мл
0.05 М боратного буферного раствора (рН 8.76
для прокаина и 11 для дапсона), ацетонитриль-
ный раствор 5,7-дихлор-4,6-динитробензофу-
роксана до концентрации (4.6–6.8) × 10–4 М и до-
водят смесью ДМСО–вода (20 : 80, по объему) до
метки. Оптическую плотность раствора измеряют
при длине волны 510 нм (дапсон) и 500 нм (прока-
ин) в кювете с длиной поглощающего слоя 1 см. Со-
держание лекарственных веществ находят по граду-
ировочной зависимости или методом добавок.

При анализе таблеток их растирают до порош-
ка, отбирают навеску 0.5 г, прибавляют 20 мл
ДМСО и встряхивают 10 мин. Повторяют извле-
чение. Раствор переносят в мерную колбу емк.
50 мл, доводят до метки ДМСО и выполняют
определение как описано выше.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В качестве аналитической реакции исполь-

зовали нуклеофильное замещение аминогрупп
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при взаимодействии дапсона (ДПС) и прокаина
(ПК) с 5,7-дихлор-4,6-динитробензофурокса-
ном (ДХДНБФ) в мицеллярной системе APh 9-10 +
+ Н2О (80%) + ДМСО (20%), в результате которой
появляются продукты взаимодействия с полосами
поглощения (ПП) при 510 и 500 нм соответственно.
Интенсивности ПП А510 и А500 выбрали как целевые
функции для количественного определения ДПС
и ПК.

Особенностью систем, содержащих ПАВ, яв-
ляется формирование мицелл с определенной
критической концентрацией мицеллообразова-
ния. Влияние мицеллярных агрегатов можно
проследить, если исследовать действие системы
до и после формирования мицелл. Формирова-
ние мицелл происходит по достижении ККМ,
значение которой определяли из тензиометриче-
ской кривой по точке изменения наклона ветвей
кривых зависимости σ = f(cAPh 9-10) (рис. 1). Само-
произвольное образование мицелл в системе APh
9-10 + Н2О (80%) + ДМСО (20%) наблюдается
при ККМ 2.51 × 10–4 М APh 9-10. Присутствие
ДМСО приводит к увеличению ККМ (в системе
APh 9-10 + Н2О ККМ составляет 1.02 × 10–4 М).
Это отмечалось и в работах [16, 17], поэтому сле-
дует учитывать влияние природы компонентов
при дизайне мицеллярных матриц.

Значимыми независимыми факторами явля-
лись: концентрация аналитического реагента
с(ДХДНБФ), мМ; величина рН; с(APh 9-10), М,
поскольку в результате однофакторных экспери-
ментов показано их влияние на аналитический
сигнал.

Для трех независимых факторов число испы-
таний N, в соответствии с данными [6], равно N =
= 2K(K-1) + CP, где K – число независимых фак-
торов, СР – центральные точки для оценки экс-
периментальной погрешности. В нашем случае
СР = 3. Общее число опытов было равно 15.

Дальнейшая оптимизация включала планиро-
вание и выполнение факторного эксперимента;
построение математической модели (y = f(Xi));
изучение влияния факторов (Xi) на целевую
функцию (Y = А510 или А500) путем построения по-

верхности отклика; анализ поверхности отклика
с целью поиска точки оптимума; выявление оп-
тимальных условий.

В табл. 1 и 2 приведены кодированные и деко-
дированные значения факторов и отклика (А510 и
А500), которые использовали в дизайне Бокса–
Бенкена. Диаграмма Парето основных эффектов
показана на рис. 2. Для описания математической
модели выбрали значения с уровнем значимости
р < 0.05, которое соответствует доверительной ве-
роятности 0.95. Адекватность моделей подтвер-
ждается коэффициентами детерминации (R2 =
= 0.9598 для ДПС и R2 = 0.9903 для ПК), характе-
ризующими меру отклонения среднего в модели.
Таким образом, модель может описать 95.98%
влияния на отклик для ДПС и 99.03% для ПК.

Уровни факторов Х1 с(DCDNBP), Х2 рН, Х3
с(APh 9-10) кодировали в соответствии с реко-

мендациями [6] по формуле  где

– кодированный уровень i-го фактора, Хi – де-
кодированный (реальный) уровень i-го фактора,
М – среднее значение, Н – полуширина интервала.

* ,i
i

X MX
H
−=

*
iX

( ) ( )

( ) ( )

верхний уровень нижний уровень
,

2
верхний уровень нижний уровень  

.
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X X
M

X X
H

+
=

−
=

Рис. 1. Тензиометрическая кривая для системы APh
9-10 + Н2О (80%) + ДМСО (20%), 25°С, ККМ 2.51 ×
× 10–4 М.
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Таблица 1. Факторы, действительные и кодированные уровни и матрица для дизайна Бокса–Бенкена при опре-
делении дапсона в системе APh 9-10 + Н2О (80%) + ДМСО (20%)

Примечание: концентрацию ДПС во всех опытах поддерживали равной 1 × 10–4 М.
1с(APh 9-10) = 2.5119 × 10–5 М, до ККМ; 2с(APh 9-10) = 2.5119 × 10–4 М, ККМ; 3с(APh 9-10) = 2.5119 × 10–3 М, после ККМ;
4для определения А510 проводили три параллельных определения. В дальнейшем рассматривали среднее значение.

Фактор
Уровень

нижний
–1

центральный
0

верхний
+1

Х1 с(ДХДНБФ), мМ 0.100 0.400 0.700
Х2 pH

рс(APh 9-10)
2.00 6.00 10.00

Х3 4.601 3.602 2.603

№
опыта

Реальные (декодированные)
уровни факторов Кодированные уровни факторов

Отклик
А510

Х2

1 0.700 10.00 3.60 +1 +1 0 0.618
2 0.700 2.00 3.60 +1 –1 0 0.625
3 0.100 10.00 3.60 –1 +1 0 0.261
4 0.100 2.00 3.60 –1 –1 0 0.242
5 0.700 6.00 2.60 +1 0 +1 0.949
6 0.700 6.00 4.60 +1 0 –1 0.053
7 0.100 6.00 2.60 –1 0 +1 0.377
8 0.100 6.00 4.60 –1 0 –1 0.027
9 0.400 10.00 2.60 0 +1 +1 1.131

10 0.400 10.00 4.60 0 +1 –1 0.039
11 0.400 2.00 2.60 0 –1 +1 0.385
12 0.400 2.00 4.60 0 –1 –1 0.040
13 0.400 6.00 3.60 0 0 0 0.779
14 0.400 6.00 3.60 0 0 0 0.771
15 0.400 6.00 3.60 0 0 0 0.782

0.682∙ 11.04 1.51 0.94 1.26 1.51 1.158 ± 0.004

i1X i3X
1
*X 2

*X 3
*X

4
срY

Декодирование уровней факторов выполняли

по формуле Хi =  + M.

Полученное нами соотношение между откли-
ком (А510) и тремя значимыми факторами для
ДПС является полиномом второй степени и вы-
глядит следующим образом:

а для ПК:

*
iX H

510
2

1 1 3
2 2

3 2 3

0.777 0.167 –0.194 0.335 –

0.232 0.187 0.959

 ( )

( 8),) (

AY X X X

X X X R

= + +
− + =

=

500 1 2 3
2 2 2

1 2 3 2 3
2

3 1

0.387 0.108 0.053 0.128 –

0.081 – 0.130 – 0.878  0.047

0.087 0.99027 ,( )

Y А X X X

X X X X X

X X R

= = + + +
− + +

+ =

где главные факторные эффекты: X1 – c(ДХДНБФ);
X2 – рН; X3 – pc(APh 9-10). Эффекты взаимодей-
ствия – X2X3, квадратичные (нелинейные) фак-

торные эффекты –   

На рис. 3–5 представлены 3D графики поверх-
ности отклика А510 в зависимости от значимых
факторов при определении ДПС в мицеллярной
матрице APh 9-10 + Н2О (80%) + ДМСО (20%).
Можно отметить, что во всех случаях форма по-
верхности отклика неплоская, что свидетельству-
ет о наличии эффектов взаимодействия между
факторами. Из рис. 3 следует, что интенсивность
ПП А510 существенно возрастает при формирова-
нии мицеллярной матрицы. Это можно объяс-
нить солюбилизацией продукта реакции с ДПС за
счет концентрирования реагента на или в мицел-
ле, что использовали для определения ДПС.

2
1 ,X 2

2 ,X 2
3 .X
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Таблица 2. Факторы, действительные и кодированные уровни и матрица для дизайна в Бокса–Бенкена для
определения прокаина в системе APh 9-10 + Н2О (80%) + ДМСО (20%)

Примечание: концентрацию прокаина во всех опытах поддерживали равной 1 × 10–4 М.

Фактор

Уровень

нижний
–1

центральный
0

верхний
+1

Х1 с(DCDNBP), мМ 0.050 0.200 0.350

Х2 pH 2.00 6.00 10.00

Х3 рс(APh 9-10) 4.60 3.60 2.60

№ опыта

Реальные (декодированные) 
уровни факторов Кодированные уровни факторов Отклик А500

Х2 Ycp

1 0.350 10.00 2.60 +1 +1 0 0.351

2 0.350 2.00 2.60 +1 –1 0 0.203

3 0.050 10.00 2.60 –1 +1 0 0.101

4 0.050 2.00 2.60 –1 –1 0 0.052

5 0.350 6.00 2.60 +1 0 +1 0.570

6 0.350 6.00 4.60 +1 0 –1 0.100

7 0.050 6.00 2.60 –1 0 +1 0.164

8 0.050 6.00 4.60 –1 0 –1 0.041

9 0.200 10.00 2.60 0 +1 +1 0.382

10 0.200 10.00 4.60 0 +1 –1 0.071

11 0.200 2.00 2.60 0 –1 +1 0.174

12 0.200 2.00 0.25 0 –1 –1 0.052

13 0.200 6.00 3.60 0 0 0 0.389

14 0.200 6.00 3.60 0 0 0 0.386

15 0.200 6.00 3.60 0 0 0 0.387

0.459 ∙ 8.76 1.830 1.7253 0.6906 1.7687 0.611 ± 0.019

i1X i3X
1
*X 2

*X 3
*X

Диаграмма Парето, представленная на рис. 2,
показывает значимость каждого из факторов и
свидетельствует о взаимодействиях этих факто-
ров. Рассматривали те эффекты, для которых уро-
вень значимости р < 0.05, (что соответствует дове-
рительной вероятности 0.95). Наиболее суще-
ственный вклад в отклик при определении ДПС
вносят концентрация неионного ПАВ APh 9-10,
концентрация реагента ДХДНБФ, величина же
рН влияет опосредованно. Максимально воз-
можная величина А510 найдена нами с помощью
функции “Critical values” и равна 1.1685. При этом
состав мицеллярной матрицы в кодированных зна-

чениях следующий: Х1 0.9403; Х2 1.2609; Х3 1.5083.
Декодированные значения составляют: с(DCD-
NBP) = 6.820 × 10–4 М, pH 11.04 и с(АPh 9-10) =
= 8.097 × 10–3 М.

Для проверки модели провели пять параллель-
ных экспериментов по определению значения от-
клика А510 в оптимальных условиях. Полученное
значение (1.158 ± 0.004) вполне согласуется с рас-
четным. В этих условиях величина ελmax составля-
ет 23200 л/(моль ⋅ см), что позволяет говорить о
значительном увеличении чувствительности
спектрофотометрического определения ДПС в
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результате проведенной оптимизации (ранее зна-
чение ελmax составляло 11200 л/(моль ⋅ см)).

Результаты дизайна поверхности отклика для
ПК приведены на рис. 6–8. Полученные значе-
ния координат оптимума (максимума) в кодиро-
ванных значениях факторов составили: фактор X1
1.7253; фактор X2 0.6906; фактор X3 1.7687. Деко-
дированные значения составили: с(ДХДНБФ) =
= 4.59 × 10–4 М, pH 8.76 и с(АPh 9-10) = 1.48 × 10–2 М.
При этом величина отклика в области максимума

составляет: Y = A500 = 0.612. Полученные экспери-
ментальные значения отклика в оптимальных
условиях (0.61 ± 0.02) согласуются с расчетными.

В установленных оптимальных условиях оцени-
ли возможностьспектрофотометрического опреде-
ления ДПС и ПК. Результаты демонстрируют ли-
нейность градуировочных зависимостей в широком
интервале определяемых концентраций 0.003–
0.05 мг/мл:

( )
( ) ( )

49.66 мг/мл 0.015 0.9995  для дапсона;
17.05 мг/мл  – 0.020 0.9985  для прокаин

( )
а.

х

х

А = с + r =
А = с r =

Рис. 2. Диаграмма Парето стандартизированных эффектов на отклик. (а) – интенсивность полосы поглощения А510
для дапсона; (б) – интенсивность полосы поглощения А500 для прокаина в мицеллярной матрице APh 9-10 + Н2О
(80%) + ДМСО (20%). L – линейные, Q – квадратичные эффекты, X1 – c(ДХДНБФ), мМ; X2 – рН; X3 – pc(APh 9-10).
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Рис. 3. Поверхность отклика зависимости А510 от концентрации реагента ДХДНБФ (X1) и pH (X2). (a) – при

pc(APh 9-10)  = –1, до ККМ; (б) – при  = +1, после ККМ.
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Рис. 4. Поверхность отклика зависимости А510 от концентрации реагента ДХДНБФ (X1) и pc(APh 9-10) (X3). (а) – при

 = –1, pH 2.00; (б)– при  = 1, pH 10.00.
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Рис. 5. Поверхность отклика зависимости А510 от pc(APh 9-10) (Х3) и рН (Х2). (а) – при  = –1, с(ДХДНБФ) =

= 0.100 мМ, (б) – при  = 1, с(ДХДНБФ) = 0.700 мМ.
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Рис. 6. Поверхность отклика зависимости А500 от концентрации реагента ДХДНБФ (Х1) и pH (Х2). (a) – при  = –1,

c(APh 9-10) до ККМ, (б) – при  = 1, c(APh 9-10) после ККМ.
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Значения пределов обнаружения, рассчитан-
ные по 3s-критерию, составили 0.75 и 1.5 мкг/мл
для дапсона и прокаина соответственно.

Изучили влияние различных органических и
неорганических веществ, являющихся потенци-
альными компонентами лекарственных форм, на
результаты определения ЛВ. Присутствие неорга-
нических солей, других действующих и вспомога-
тельных веществ, входящих в состав лекарственных
форм, определению не мешает. Правильность ме-
тодик спектрофотометрического определения про-
веряли сопоставлением результатов анализа лекар-
ственных форм по Фармакопее РФ (табл. 3, 4). Та-
кая избирательность определения возможна ввиду
того, что полосы поглощения производных вспо-
могательных компонентов сдвинуты гипсохромно

по сравнению с бензофуроксановыми производ-
ными лекарственных веществ.

* * *

Таким образом, предложено использование
методологии поверхности отклика и дизайна
Бокса–Бенкена для спектрофотометрического
определения в лекарственных препаратах ЛВ, со-
держащих ароматическую аминогруппу, на при-
мере дапсона и прокаина. Существенным дости-
жением является сокращение времени поиска
оптимальной матрицы для проведения определе-
ний и экологичность предложенных мицелляр-
ных матриц за счет существенного снижения до-
ли органического растворителя.

Рис. 7. Поверхность отклика зависимости А500 от pc(APh 9-10) (Х1) и ДХДНБФ (Х3). (a) – при  = –1, рН 2.00; (б) –

при  = 1, рН 10.00.
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Рис. 8. Поверхность отклика зависимости А500 от pc(APh 9-10) (Х1) и рН (Х2). (a) – при  = –1, c(ДХДНБФ) =

= 0.100 мМ, и (б) – при  = 1, c(ДХДНБФ) = 0.700 мМ.
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Таблица 3. Мешающее влияние компонентов на результаты определения лекарственных веществ (n = 5, P =
= 0.95)

Компонент (А)
Содержание 

компонента, с(А), 
мкг/мл

Введено аналита, 
мкг/мл

Найдено аналита,
мкг/мл

sr

Дапсон
Фенол 38.0 6.21 6.25 ± 0.19 0.03

1.90 12.40 12.20 ± 0.30 0.02
9.50 24.80 25.30 ± 0.56 0.02

Крахмал 40.0 12.40 12.55 ± 0.17 0.01
Магния стеарат 10.0 12.40 12.25 ± 0.22 0.02
Лактозы моногидрат 40.0 12.40 12.55 ± 0.35 0.02
Натрия бензоат 2.00 12.40 12.65 ± 0.30 0.02
Глюкоза 50.0 12.40 12.15 ± 0.31 0.02
СаHPO4 40.0 12.40 12.63 ± 0.28 0.02
Ацетилсалициловая кислота 7.50 12.40 11.80 ± 0.48 0.03
Сульфосалициловая кислота 11.0 12.40 11.70 ± 0.51 0.03

Прокаин
Фенол 50.0 27.28 28.00 ± 0.95 0.03
Хлорид натрия 145 27.28 27.02 ± 0.34 0.04
Хлорид кальция 27.0 27.28 27.45 ± 0.50 0.03
Оксид цинка 100 27.28 26.9 ± 0.60 0.03

Таблица 4. Результаты определения лекарственных веществ в лекарственных формах (n = 4, Р = 0.95)

Состав лекарственной формы Определяемое 
вещество

Найдено, г

по нормативной 
документации

по разработанной 
методике

Прокаина гидрохлорид 0.25 г; HCl (0.1 н) 0.3 мл; 
NaCl 0.85 г; вода до 100 мл

Прокаин 0.24 ± 0.01 0.25 ± 0.01

Раствора СаСl2 (6.0 г) 200,0 мл; NaBr 4.0 г; 
прокаина гидрохлорида 1.0 г

Прокаин 0.98 ± 0.03 1.01 ± 0.03

Эфедрина гидрохлорид 6.0 г; прокаина гидро-
хлорид (1%-ный) 200 мл; димедрол 2.0 г

Прокаин 1.98 ± 0.06 1.99 ± 0.06

Атропина сульфат 0.02 г; эфедрина гидрохлорид 
0.05 г; прокаина гидрохлорид 0.04 г; 
вода до 10.0 мл

Прокаин 0.043 ± 0.002 0.042 ± 0.002

Димедрол 0.025 г; эфедрин 0.025 г; прокаина 
гидрохлорид 0.2 г; NaCl 0.06 г

Прокаин 0.18 ± 0.01 0.19 ± 0.01

Сульфокамфокаин Прокаин 50.4 ± 0.8 мг/мл 50.3 ± 0.9 мг/мл

Бициллин-5 Прокаиновая соль 
бензилпенициллина

0.89 ± 0.01 0.90 ± 0.01

Таблетки дапсона 0.05 г Дапсон 0.049 ± 0.002 0.050 ± 0.001
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Предложен способ определения сультонов в анионном поверхностно-активном веществе α-оле-
финсульфонате натрия (AOC Na) и продуктах на основе этого ПАВ. Важность и необходимость кон-
троля качества при производстве AOC Na и моющих средств на содержание примесей сультонов
обусловлены их токсичным влиянием на организм человека. В условиях производства процедура
анализа должна быть экспрессной и обеспечивать получение результатов на уровне ppm. В настоя-
щей работе усовершенствована методика определения сультонов, основанная на газовой хромато-
графии-масс-спектрометрии. В качестве стандарта при определении использован выделенный из
реакционной массы сульфирования δ-гексадекансультон. Получены удовлетворительные метроло-
гические характеристики методики, позволяющие применять ее для контроля производства. Ис-
следованы зарубежные коммерческие образцы AOС Na разных производителей на содержание
сультонов, а также модельные смеси моющих средств, приготовленные на основе этих образцов.
Результаты испытаний на стабильность во времени модельных смесей моющих средств показали,
что высокое содержание сультонов приводит к образованию осадка в готовой продукции.

Ключевые слова: АПАВ, сультоны, ГХ-МС, моющие средства.
DOI: 10.31857/S0044450222060123

α-Олефинсульфонаты широко используют
при производстве моющих средств различного
назначения: шампуни, жидкое мыло, средства
для мытья посуды и др. Такое многообразие вы-
пускаемой моющей продукции на основе этого
анионного поверхностно-активного вещества
(АПАВ) объясняется его свойствами, приемле-
мыми в рамках требований “зеленой химии”. К
ним относятся биоразлагаемость, низкий уровень
токсичности, высокая пенообразующая способ-
ность, хорошая совместимость с другими видами
ПАВ, высокие моющие и солюбилизирующие
способности. Согласно результатам теста крас-
ных кровяных шариков (RBC тест) кожнораздра-
жающее действие α-олефинсульфоната находит-
ся на границе между сильнораздражающими и
раздражающими ПАВ, т.е. между лаурилсульфа-
том и сульфоэтоксилатом. С целью снижения
дерматологического агрессивного воздействия на
организм человека в рецептуры моющих средств
совместно с α-олефинсульфонатами вводят более
мягкие ПАВ, например алкиламидопропилбета-
ины. Одной из основных причин дерматологиче-
ского агрессивного воздействия α-олефинсуль-

фоната на кожный покров является наличие при-
месей в виде сультонов, которые образуются в
процессе синтеза этого АПАВ. Их содержание не
регламентируется нормативной документацией,
а сам показатель не входит в перечень обязатель-
ных к определению.

α-Олефинсульфонаты как продукты крупно-
тоннажного производства получают путем непре-
рывного сульфирования α-олефинов газообраз-
ным триоксидом серы. Синтез протекает с обра-
зованием промежуточного β-сультона, который в
последующем трансформируется в 1-алкенсуль-
фоновую кислоту или подвергается перегруппи-
ровке в более устойчивый γ-сультон или δ-суль-
тон. На стадии гидролиза под воздействием высо-
коконцентрированного гидроксида натрия при
высокой температуре сультоны преобразуются в
гидроксиалкансульфонат натрия и алкенсульфо-
нат натрия. При несоблюдении технологического
режима, в первую очередь температуры гидроли-
за, сультоны не проходят до конца стадию гидро-
лиза и остаются в составе АПАВ и, как следствие,
попадают в состав моющих средств.

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

EDN: VHMQCE
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Первые работы по определению сультонов в
АПАВ принадлежат зарубежным авторам и дати-
руются 70–80-ми гг. прошлого столетия. Высо-
кий интерес к этим соединениям появился после
вспышки аллергического контактного дерматита
у женского населения Норвегии и других частей
Скандинавии в эти годы. Из-за дерматита у неко-
торых пациентов также наблюдались проявления
системных заболеваний в виде головной боли,
тошноты, лихорадки и в определенной степени
депрессии. Это было связано с использованием
нового моющего средства для посуды, в состав
которого входил лаурилэфирсульфат. Последую-
щие вспышки дерматита наблюдались в Швеции
(1968 г., использование жидкого мыла) и Дании
(использование средств для посудомоечных ма-
шин) [1]. Причиной дерматита были 2-хлор-γ-
сультоны и α,β-ненасыщенные γ-сультоны, об-
разующиеся в процессе синтеза при высоких
температурах. Негативное воздействие сульто-
нов спровоцировало большое число исследова-
ний их токсичности, прежде всего, по отноше-
нию к кожному покрову. Изначально считалось,
что сильные сенсибилизирующие свойства по от-
ношению к кожному покрову проявляют лишь
хлорсультоны и ненасыщенные сультоны. Авторы
работы [2] доказали, что и насыщенный δ-сультон
выступает в качестве электрофила. По реакции
SN2 с кольцевым открытием δ-сультон атакует
нуклеофилы, что приводит к модификации белка
путем присоединения сульфоалкильной группы в
процессе сенсибилизации.

В работе [3] приведен краткий обзор исследо-
ваний по определению сультонов в АПАВ. Мето-
дики, предложенные зарубежными авторами, мало
пригодны для оперативного контроля на производ-
стве, поскольку предусматривают применение до-
рогостоящей хроматографической аппаратуры и
требуют сложной пробоподготовки. Предложенная
нами в работе [3] методика определения δ-гексаде-
кансультона в AOС Na и моющих средствах мето-
дом газовой хроматографии-масс-спектрометрии
(ГХ-МС) позволяет сократить продолжитель-
ность пробоподготовки и, не теряя чувствитель-
ности, достичь предела обнаружения 0.2 ppm.
Применяли метод внутреннего стандарта, в каче-
стве стандарта использовали бутилацетат. Выбор
способа определения и самого стандарта связан с
отсутствием коммерчески доступных стандартов
сультона. Для количественного масс-спектро-
метрического анализа в качестве внутреннего
стандарта можно использовать любое вещество,
важно только, чтобы оно было чистым, не реаги-
ровало с растворителем и другими компонентами
смеси и отсутствовало в анализируемом образце. На
этом основано широкое применение соединений,
меченных изотопами D, 13C, 15N, 18O и т.д., особен-
но в анализе объектов окружающей среды [4].

Несмотря на то, что использование чистых ве-
ществ в ГХ-МС-анализе допускается и широко
применяется, наличие чистых стандартов анали-
тов улучшает метрологические характеристики
методики и позволяет минимизировать погреш-
ность метода.

Цель настоящей работы заключалась в усовер-
шенствовании разработанного ранее способа ко-
личественного определения сультонов с приме-
нением ГХ-МС [3] в АПАВ и моющих средствах и
оценке влияния содержания сультонов на ста-
бильность модельных смесей моющих средств.
Работа включала следующие этапы: 1) воспроиз-
ведение в лабораторных условиях процесса суль-
фирования α-олефинов с последующей стадией
нейтрализации мягким щелочным агентом для
исключения деструкции сультонов (10%-ный
раствор карбоната натрия) без стадии гидролиза;
2) выделение из массы сульфирования δ-гексаде-
кансультона с целью применения его в качестве
образца сравнения в анализе АПАВ и моющих
средств на содержание примесей δ-гексадеканс-
ультона; 3) применение метода абсолютной гра-
дуировки при ГХ-МС-определении δ-гексаде-
кансультона в АПАВ и моющих средствах.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Выделение δ-гексадекансультона из массы суль-
фирования. Коммерчески доступными являются
только 1,4-бутансультон, 1,3-пропансультон и
1,8-нафталинсультон, не встречающиеся в исход-
ных сырьевых компонентах и, как следствие, в
косметических продуктах и товарах бытовой хи-
мии. В связи с этим проблема получения химиче-
ски чистых образцов, которые могли бы быть ис-
пользованы как образцы сравнения в анализе
сложных по составу моющих средствах и ПАВ,
сводилась к поиску условий, при которых анали-
ты могли бы образовываться в заметном количе-
стве.

Так как δ-сультон является более стабильным
и скорость его гидролиза намного ниже, чем γ-
сультона, по скорости его превращения можно
судить об остальных сультонах, если они присут-
ствуют. Как правило, при несоблюдении техно-
логического режима стадии гидролиза на произ-
водстве остаточными сультонами являются в ос-
новном δ-сультоны.

Для выделения δ-гексадекансультона исполь-
зовали реакционную смесь α-олефинов фракций
С14–С16 и олеума, из которых в процессе суль-
фирования образуется α-олефинсульфоновая
кислота, представляющая собой эквимолярную
смесь алкенсульфоновой кислоты и сультонов.
На стадии гидролиза гидроксидом натрия проис-
ходит превращение сультонов в смесь гидрокси-
алкансульфоната и алкенсульфоната натрия.
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Чтобы сохранить сультоны в неизменном виде,
необходимо создать мягкие условия. Для этого
вместо гидроксида натрия мы использовали гид-
рокарбонат натрия. Реакционную смесь смеши-
вали с охлажденной дистиллированной водой.
Смесь нейтрализовали при постоянном охлажде-
нии и перемешивании до прекращения выделе-
ния СО2. Полученную смесь экстрагировали ди-
этиловым эфиром три раза по 50 мл и промывали
дистиллированной водой два раза по 50 мл, оста-
точную влагу удаляли с помощью безводного кар-
боната натрия. При фильтрации экстракта через
двойной бумажный фильтр наблюдали образова-
ние кристаллов на поверхности фильтра. Для
подтверждения их химической природы 0.1%-
ный раствор полученных кристаллов в диэтило-
вом эфире анализировали методом ГХ-МС.

Материалы и оборудование. В качестве иссле-
дуемых образцов α-олефинсульфонатов исполь-
зовали коммерческие продукты зарубежных про-
изводителей этого вида АПАВ: два образца про-
изводства “Jiaxing Zanyu Technology Development
Co., LTD” (КНР), один образец производства
“PSGLAB” (Иран) и один образец производства
“Godrej Industries Limited” (Индия).

Модельные образцы моющих средств готови-
ли по рекомендациям патента [5], в котором опи-
саны варианты рецептур для жидких моющих
средств, предназначенных для мытья посуды.

Содержание сультонов в образцах АПАВ и мо-
ющих средствах определяли методом ГХ-МС с
применением хромато-масс-спектрометра Кри-
сталл 5000 (ЗАО “Хроматэк”, Россия) с электрон-
ной ионизацией, регистрацией хроматограмм по
полному ионному току, диапазон сканирования
35–450 а. е. м, скорость сканирования 2075 а. е. м/с,
капиллярная колонка CR-5ms 30 м внутренним
диаметром 0.25 мм с неподвижной фазой 5%-фе-
нил-95%-полисилфениленсилоксан. Толщина
пленки 0.25 мкм.

Режим работы прибора: термостат колонки
40°С, 3 мин, 20°С/мин, 250°С. Температура испа-
рителя 250°С, температура источника ионов
200°С, температура переходной линии 250°С, де-
ление потока 1 : 10, расход газа-носителя через
линию деления потока 12 мл/мин, объем вводи-
мой пробы 1 мкл.

Зарегистрированные компоненты идентифи-
цировали с помощью библиотеки масс-спектров
Национального института стандартов и техноло-
гий (NIST’17, США).

Все используемые реактивы имели квалифи-
кацию ос. ч.

Условия проведения ГХ-МС-анализа на содер-
жание сультонов. По методике [3] δ-гексадеканс-
ультон определяют в АПАВ и жидких моющих
средствах с применением внутреннего стандарта.
В качестве внутреннего стандарта использовали

бутилацетат квалификации ос. ч., при этом вы-
полнялось условие отсутствия перекрывающих
пиков. Применение бутилацетата объясняется
тем, что коммерчески доступные стандарты необ-
ходимых сультонов отсутствуют, а их синтез тре-
бует наличия дорогостоящих прекурсоров и спе-
циального лабораторного оборудования.

Несомненный интерес представляет способ, в
котором достигаются лучшие метрологические
характеристики за счет применения метода абсо-
лютной градуировки. При этом использовали δ-
гексадекансультон, который удалось выделить из
реакционной массы сульфирования в лаборатор-
ных условиях. Чистоту полученных кристаллов
сультона подтверждали отсутствием посторонних
пиков на ГХ-МС-хроматограмме.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Согласно результатам ГХ-МС-анализа выде-

ленные из реакционной смеси кристаллы являются
δ-гексадекансультоном (рис. 1). Содержание при-
месей в образце отмечено на уровне шума.

Изучали эффективность жидкостной экстрак-
ции, основанной на диспергировании экстраген-
та в фазе спирт–вода, различных слабополярных
и неполярных органических растворителях. Уста-
новлено, что максимальная степень извлечения
аналита достигается при применении диэтилово-
го эфира. В отношении конкретной анализируе-
мой матрицы гексан и петролейный эфир, широ-
ко применяемые с целью выделения сультонов,
не дали положительного результата. При смеши-
вании экстрагента с гексаном и петролейным
эфиром сильно возрастает вязкость, и образуется
эмульсия, которая не разрушается при добавле-
нии этилового спирта. Полноту извлечения ана-
лита при экстракции диэтиловым эфиром кон-
тролировали с помощью реакции гидролиза экс-
трагированной смеси – превращения сультонов в
смесь гидроксиалкансульфоната и алкенсульфо-
ната натрия [3]. В связи с тем, что при лаборатор-
ном воспроизведении процесса сульфирования в
качестве примеси остается только δ-гексадеканс-
ультон, экстрагировали и определяли именно это
соединение.

Коммерческие образцы α-олефинсульфонатов
характеризовали по ряду показателей (табл. 1).

Образцы моющих средств получали по следу-
ющей рецептуре: α-олефинсульфонат натрия –
16.0% (по активному веществу), кокоамидопро-
пиламиноксид – 4.0% (по активному веществу),
кокоамидопропилбетаин – 2.0% (по активному
веществу), этоксилированный жирный спирт
С12–С15 – 2.0% (по активному веществу), тетрана-
триевая соль этилендиаминтетрауксусной кисло-
ты – 0.2%, тринатриевая соль нитрилоуксусной
кислоты – 0.1%, хлорид натрия – 1.8%, глицерин –
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0.1%, консервант – 0.075%, ортофосфорная кис-
лота – 0.5%, вода деминерализованная – до 100%.
Приготовленные образцы моющих средств поме-
щали на две недели в климатическую камеру при
40°С и влажности 70%. Эти параметры имитиру-
ют условия ускоренного старения, а две недели в
таких условиях приравниваются к шести месяцам
хранения при нормальных условиях. Далее образ-
цы помещали в холодильную камеру при 0°С. По
истечении 48 ч в образцах №№ 3, 4 наблюдали об-
разование осадка в виде кристаллов, образец № 2
превратился в неподвижную гетерогенную пасту,
образец № 1 остался полностью прозрачным.

Коммерческие образцы α-олефинсульфона-
тов натрия (рис. 2) и модельные смеси моющих
средств (рис. 3) на их основе анализировали на
содержание примесей δ-гексадекансультона
(табл. 2). Пробоподготовку образцов проводили
по методике [3] 3-кратной экстракцией диэтило-
вым эфиром и 2-кратной промывкой дистилли-
рованной водой с последующим удалением оста-

точной влаги безводным сульфатом натрия и от-
гонкой растворителя под вакуумом.

Внешний вид модельных смесей моющих
средств (рис. 4), полученные физико-химические
показатели и результаты ГХ-МС-анализа на со-
держание примесей сультонов свидетельствуют о
влиянии на стабильность продукта присутствия
примесей. Под стабильностью здесь следует по-
нимать способность продукта сохранять свои по-
требительские характеристики и физико-хими-
ческие свойства на протяжении всего срока год-
ности.

Уровень содержания сультонов в α-олефин-
сульфонатах натрия не должен превышать 5 ppm
[10]. По данным [11], допустимый уровень для γ-
сультонов ≤10 ppm, хлорсультонов ≤1 ppm, нена-
сыщенных сультонов ≤1ppm.

Уровень примесей сультонов в АПАВ и мою-
щих средствах на их основе должен строго кон-
тролироваться, в первую очередь, ввиду негатив-
ного воздействия этих примесей на организм че-
ловека.

Рис. 1. Масс-хроматограмма 0.1%-ного раствора в диэтиловом эфире δ-гексадекансультона, выделенного из массы
сульфирования.
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Таблица 1. Характеристики коммерческих образцов α-олефинсульфоната натрия

Характеристика
Коммерческие образцы α-олефинсульфонатов натрия

Литература
№ 1 № 2 № 3 № 4

Внешний вид (визуально) Светло-
желтая 

жидкость

“Лапша” 
кремового 

цвета

Порошок 
кремового 

цвета

Светло-
желтая 

жидкость

–

Содержание основного вещества, мас. % 35.5 95.0 96.6 38.6  [6]

Содержание Na2SO4, мас. % 0.41 1.35 0.98 0.72  [7]

Содержание несульфированных соедине-
ний, мас. %

0.85 2.1 1.02 1.2  [8]

рН 10.6 10.8 10.5 10.3  [9]
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Метрологические характеристики методики
ГХ-МС-определения. δ-Гексадекансультон иден-
тифицировали с помощью библиотеки масс-
спектров Национального института стандартов и

технологий (NIST’17, США). Молекулярная мас-
са 304; молекулярная формула С16Н32О3S; харак-
терные пики (m/z): 41 (80%), 55 (100%), 69 (90%),
83 (80%), 98 (50%), 112 (40%), 126 (20%), 154 (10%),

Рис. 2. Масс-хроматограмма экстракта модельной смеси на примере образца № 4.
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Рис. 3. Масс-хроматограмма экстракта α-олефинсульфоната натрия на примере образца № 1.
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Рис. 4. Модельные смеси жидких моющих средств (слева направо образцы №№ 1, 2, 3, 4).
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304 (10%). Ион m/z 304 – молекулярный ион. Ко-
эффициент подобия экспериментальных и биб-
лиотечных масс-спектров 0.92. Это свидетель-
ствует о высокой надежности соответствия.

Сультон количественно определяли методом
абсолютной градуировки по площадям пиков.
Получили градуировочную зависимость отклика
от концентрации δ-гексадекансультона. Коэф-
фициент детерминации 0.9929, относительное
стандартное отклонение составило 5.8%.

Оценили метрологические характеристики
методики: внутрилабораторную повторяемость,
воспроизводимость, правильность (табл. 3).
Сравнили метрологические характеристики, по-
лученные в настоящей работе при использовании

в качестве образца сравнения δ-гексадекансуль-
тона и по методике [3] с бутилацетатом в качестве
внутреннего стандарта. Правильность оценивали
способом введено–найдено с использованием
образцов α-олефинсульфоната натрия и выде-
ленного δ-гексадекансультона. Величина добав-
ки составляла 100–250% от содержания опреде-
ляемого сультона в пробе. Значения K и Kдоп (нор-
матив внутреннего контроля) рассчитывали по
следующим формулам:

где Х – содержание сультона в анализируемой
пробе без добавки, ХД – содержание сультона в
анализируемой пробе с добавкой, сД – величина
добавки сультона, Uотн – относительная расши-
ренная неопределенность определения сультонов
в образцах α-олефинсульфоната натрия. Сравне-
ние K с Kдоп показало, что систематическая по-
грешность незначима в сравнении со случайной
погрешностью, так как K < Kдоп.

* * *

Таким образом, показано, что примеси в виде
сультонов в α-олефинсульфонатах влияют на ста-
бильность продукции на основе этого АПАВ. Вы-
деленные из реакционной смеси сульфирования
сультоны позволили провести анализ сложной
смеси структурно близких соединений типа ПАВ
с применением ГХ-МС по методу абсолютной
градуировки с удовлетворительными метрологи-
ческими характеристиками. Применение в каче-
стве стандарта чистых кристаллов искомого суль-
тона позволило улучшить метрологические ха-
рактеристики предложенного ранее способа
определения сультонов в АПАВ и моющих сред-
ствах.

Д Д
2 2

доп отн отн[( )

– – ,

 0.84  ,( ) ]

K X X c

K U X U X

=
= √ +

Таблица 2. Результаты ГХ-МС-анализа экстрактов ди-
этиловым эфиром коммерческих образцов α-олефин-
сульфоната натрия и модельных смесей моющих
средств на их основе на содержание δ-гексадекансуль-
тона

Образец/модельная смесь
Содержание δ-

гексадекансультона, 
ppm

Образец № 1 4.0

Модельная смесь № 1 0.64

Образец № 2 75.0

Модельная смесь № 2 12.0

Образец № 3 10.0

Модельная смесь № 3 1.6

Образец № 4 21.0

Модельная смесь № 4 4.0

Таблица 3. Сравнительные метрологические характеристики ГХ-МС-определения δ-гексадекансультона при
использовании разных образцов сравнения

* Относительная расширенная неопределенность определения.

Метрологическая характеристика Использование
δ-гексадекансультона

Использование бутилацетата

Воспроизводимость, % 13 15

Внутрилабораторная повторяемость, % 15 17

Uотн* (Р = 0.95), % 19 23

Предел определения, ppm 0.2 0.2



556

ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 77  № 6  2022

МУБАРАКОВА, БУДНИКОВ

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Magnusson B., Gilje O. Allergic contact dermatitis

from a dish-washing liquid Containing lauryl ether sul-
phate // Acta. Derm. Venereol. 1973. V. 53. № 2.
P. 136.

2. Lepoittevin J.-P., Basketter D.A., Goossens A., Karl-
berg A.-T. Allergic Contact Dermatitis: The Molecular
Basis. Berlin: Springer Science and Business Media,
1998. P. 186.

3. Мубаракова Л.Р., Будников Г.К. Определение δ-гек-
садекансультона в α-олефинсульфонатах натрия и
жидких моющих средствах методом газовой хро-
матографии-масс-спектрометрии // Заводск. ла-
боратория. Диагностика материалов. 2019. Т. 85.
№ 7. С. 16.

4. Лебедев А.Т. Масс-спектрометрия в органической
химии. М.: БИНОМ. Лаборатория знаний, 2003.
493 с.

5. https://findpatent.ru/patent/224/2241741.html
(10.06.2021).

6. ГОСТ 28954-1991. Вещества поверхностно-актив-
ные и средства моющие. Определение содержания

анионактивного вещества методом двухфазного
титрования вручную или механическим путем
(Переиздание). М.: Издательство стандартов,
2004. 6 с.

7. ГОСТ 28478-1990. Вещества поверхностно-актив-
ные. Определение содержания неорганического
сульфата. Титриметрический метод (Переизда-
ние). М.: Стандартинформ, 2004. 5 с.

8. ASTM D3673-89(2016), Standard Test Methods for
Chemical Analysis of Alpha Olefin Sulfonates, West
Conshohocken, PA: ASTM International, 2016.

9. ГОСТ 22567.5-1993. Средства моющие синтетиче-
ские и вещества поверхностно-активные. Методы
определения концентрации водородных ионов
(Переиздание). М.: Издательство стандартов, 2003.
3 с.

10. Ланге К.Р. Поверхностно-активные вещества: син-
тез, свойства, анализ, применение. СПб: Профес-
сия, 2004. 240 с.

11. Nair B. Final report on the safety assessment of sodium
alpha-olefin sulfonates // Int. J. Toxicol. 1998. V. 17.
№ 5 (Suppl.). P. 39.



ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ, 2022, том 77, № 6, с. 557–562

557

РАЗВИТИЕ ГАЗОВОЙ ХРОМАТОГРАФИИ В КАЗАНИ
© 2022 г.   А. В. Танееваa, *, В. Ф. Новиковa

aКазанский государственный энергетический университет, Институт теплоэнергетики
 ул. Красносельская, 51, Казань, 420066 Россия

*e-mail: alinataneeva@mail.ru
Поступила в редакцию 22.06.2021 г.

После доработки 30.06.2021 г.
Принята к публикации 30.06.2021 г.

Статья посвящена развитию газовой хроматографии в Казани под руководством доктора химиче-
ских наук, профессора Марка Соломоновича Вигдергауза, который работал в Институте органиче-
ской и физической химии им. А.Е. Арбузова Казанского филиала АН СССР с 1967 по 1981 год.

Ключевые слова: хроматография, углеводороды, нефтепродукты, удерживание, сорбент.
DOI: 10.31857/S0044450222060196

Пары сорбатов в движущемся газе
Летят по слою за витком виток,
Побыв лишь миг в объятьях жидкой фазы,
Спешат обратно в газовый поток.
Смесь жидкостей в потоке элюента
Плывет под игом сильного давленья,
И отвлекаясь только на мгновенья
Для кратких встреч с поверхностью сорбента.
Тончайший слой на зеркале пластин
Играет разноцветием картин,
Но только посвященному понятен
Язык передвигающихся пятен.
Вторгается в двадцатое столетье
Хроматографий яркое соцветье!

М.С. Вигдергауз [1]
Развитие газовой хроматографии в Казани,

связанное с именем М.С. Вигдергауза, началось в
1960-е гг. По приглашению академика Б.А. Арбу-
зова М.С. Вигдергауз приехал в Казань из Самары
в 1967 г. и организовал нефтехимическую лабора-
торию в Институте органической и физической
химии Казанского филиала АН СССР. В 1973 г.
Марк Соломонович защитил докторскую диссер-
тацию в МГУ им. Ломоносова, а в 1981 г. вернулся
в Самару (тогда Куйбышев), где организовал ка-
федру общей химии и хроматографии в Самар-
ском государственном университете. Он был ав-
тором более 700 научных работ, 14 книг, 58 изоб-
ретений; множество разработанных под его
руководством методик анализа внедрены в ана-
литическую практику отраслевых лабораторий и
предприятий.

В то время газовая хроматография находилась
в начальной стадии развития. Эксперименталь-
ные работы в Казани проводить было невозмож-

но, так как отсутствовала хроматографическая
аппаратура, поэтому первые исследования были
проведены с использованием самодельного при-
бора, изготовленного на базе сушильного шкафа
с терморегулятором, который выполнял функ-
цию термостата колонок. В качестве пламенно-
ионизационного детектора использовали водо-
родную горелку, в которой были смонтированы
электроды. Изготовлен был электронный усили-
тель сигнала детектора, регистрацию хромато-
грамм осуществляли потенциометром с самопис-
цем. Тогда же на базе Всесоюзного научно-иссле-
довательского института углеводородного сырья
была создана первая в Татарстане лаборатория га-
зовой хроматографии, которая стала заниматься
разработкой методик определения качественного
и количественного состава углеводородного сы-
рья и внедрения их в аналитические лаборатории
нефтеперерабатывающих и нефтехимических
предприятий страны. Результаты, полученные
при разработке методик, обсуждались на посто-
янно действующем Казанском семинаре по тео-
рии и практике газовой хроматографии и публи-
ковались в сборнике материалов, который орга-
низовал М.С. Вигдергауз [2–4].

М.С. Вигдергауз подготовил монографию, в
которой описал результаты систематического
изучения нефти и продуктов ее переработки с ис-
пользованием газовой хроматографии (экспресс-
ное определение индивидуального состава неф-
тяных фракций, кипящих в широком темпера-
турном интервале, продуктов алкилирования и
полимеризации [5]). Для работников научно-ис-
следовательских институтов, предприятий неф-
тяной, химической и других отраслей промыш-
ленности, которые занимались аналитическим
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контролем, был издан “Курс газовой хроматогра-
фии” [6]. В нем рассматривались теория процесса
разделения, используемая аппаратура и примене-
ние газовой хроматографии для решения различ-
ных практических задач, а также освещались во-
просы влияния различных факторов на четкость
разделения. Были описаны методы идентифика-
ции индивидуальных компонентов анализируе-
мых органических и неорганических смесей,
определения примесных соединений, а также ко-
личественной интерпретации хроматографиче-
ских результатов.

Большое внимание М.С. Вигдергауз уделял
истории хроматографии, в том числе в Казани.
Так, он описал защиту в Казани М.С. Цветом ма-
гистерской диссертации в 1901 г., в которой он за-
ложил основы хроматографических методов ана-
лиза [7]. Позднее в Казанском университете была
установлена мемориальная доска в честь откры-
тия М.С. Цветом хроматографического метода
[8]. М.С. Цвет начал разрабатывать хроматогра-
фию в Санкт-Петербургском университете [9].
Заслуги М.С. Цвета в разработке хроматографи-
ческого метода Марк Соломонович отобразил в
стихотворении “М.С. Цвет – основоположник
хроматографии. Гимн хроматографии” [1].

В 1970-е гг. получили развитие исследования,
направленные на увеличение селективности раз-
деления в газовой хроматографии, создание но-
вых неподвижных жидких фаз на основе ци-
анэтилированных производных, жидких кри-
сталлов. При этом разрабатывались методы
классификации неподвижных фаз для газовой
хроматографии [10].

Для систематизации и упрощения представле-
ния хроматографической информации в казан-
ский период деятельности М.С. Вигдергауза была
издана книга “Расчеты в газовой хроматогра-
фии”, которая представляет собой сборник задач
с решениями [11]. В ней приводятся задачи опре-
деления основных хроматографических характе-
ристик, подбора оптимальных условий работы
хроматографов, идентификации индивидуаль-
ных компонентов анализируемых смесей, коли-
чественной интерпретации хроматографических
данных, расчета физико-химических характери-
стик органических веществ. В Приложении при-
водятся справочные данные о факторах градиента
давления, значения второго вириального коэф-
фициента в уравнении газового состояния для га-
зообразных веществ, давление насыщенных па-
ров воды при различных температурах, динами-
ческая вязкость газов, логарифмические индексы
удерживания алкилбензолов, кетонов и спиртов
на различных неподвижных фазах и при разных
температурах, значения констант Роршнайдера
для различных неподвижных фаз; приводятся
аналитические и физико-химические свойства
различных неподвижных фаз, значения коэффи-
циента нормированных отклонений в зависимо-

сти от числа степеней свободы и степени надеж-
ности, а также величины обратной абсолютной
температуры.

Проводились исследования, связанные с ана-
литическим применением в газовой хроматогра-
фии фосфорорганических неподвижных фаз, ко-
торые обладают гидроксильной селективностью
разделения электронодонорных сорбатов [12].
Методом газовой хроматографии изучали межмо-
лекулярные взаимодействия фосфорорганических
соединений с протонодонорными и протоноакцеп-
торными веществами. Проведена количественная
оценка сил межмолекулярного взаимодействия и
определены термодинамические характеристики
протонодонорных растворенных веществ в фос-
форорганических неподвижных фазах. Установле-
на линейная зависимость теплоты растворения
бензола и циклогексана в эфирах циклоалкен-1-ил
фосфиновых кислот от их показателя преломле-
ния [13].

В этот период большое внимание уделялось
исследованиям в области газовой хроматографии
при повышенном давлении, а также применения
паров летучих веществ, используемых в качестве
подвижной фазы. В работе [14] рассмотрены тео-
ретические основы газовой хроматографии с не-
идеальными элюэнтами, а также особенности ве-
личин удерживания сорбатов и размывания их
зон. Рассмотрено применение в качестве непо-
движных фаз сверхкритических флюидов, а также
паров органических веществ и воды. На эту тему
опубликована монография, в которой приведена
классификация хроматографических методов с
учетом природы элюента и условий его работы. В
соответствии с этой классификацией различают
следующие виды хроматографии:

– газовая хроматография с использованием
обычных газов-носителей при давлениях, близ-
ких к атмосферному;

– барохроматография, условием которой яв-
ляется применение перманентных газов-носите-
лей при повышенных давлениях;

– паровая хроматография, которая реализует-
ся в потоке паров летучих жидкостей, при этом в
зависимости от природы неподвижной фазы раз-
личают паро-жидкостной и паро-адсорбционный
варианты хроматографии;

– флюидная хроматография, к которой отно-
сится процесс в потоке вещества, находящемся в
критическом состоянии; при этом обычно рас-
сматривается флюид-жидкостная и флюид-ад-
сорбционная хроматография;
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– плоскостная хроматография, которая прово-
дится в потоке вещества при давлениях, суще-
ственно превышающих критические значения.

Флюидная, плоскостная и барохроматография
являются вариантами метода газовой хроматогра-
фии, использующими подвижную фазу с боль-
шой плотностью, которая может изменяться в
широких пределах от плотности газа до плотно-
сти жидкости. Во флюидном варианте газовой
хроматографии подвижные фазы обладают рас-
творяющей способностью, близкой к растворяю-
щей способности жидких растворителей, а дина-
мической вязкостью, близкой к вязкости газа.

В 1982 г. на базе Института органической и фи-
зической химии был проведен научный семинар,
посвященный газохроматографическому иссле-
дованию нефти и нефтепродуктов, результаты
которого были опубликованы в сборнике “Успе-
хи газовой хроматографии” [15]. В нем рассмат-
ривались проблемы аналитической химии нефти,
газохроматографический анализ углеводородно-
го состава, приводились результаты исследова-
ния состава масел методами жидкостной коло-
ночной хроматографии, остаточных фракций
продуктов термодеструкции битуминозного пласта
и воздействие на него температуры. Обсуждали ре-
зультаты исследования хромадистилляционной
разгонки нефтей и нефтепродуктов в широком ин-
тервале температур кипения. Приводились данные
по количественной интерпретации хроматограмм
нефтяных фракций, содержащих нормальные па-
рафиновые углеводороды. Большое внимание в
сборнике уделялось теории газо-жидкостной
хроматографии, а также идентификации индиви-
дуальных компонентов. Изучено влияние сорб-
ционных эффектов на распределение н-парафи-
нов и процесс их миграции через увлажненные
пористые среды. Для газо-жидкостной хромато-
графии предложены новые неподвижные жидкие
фазы на основе жидких кристаллов и на них про-
ведено разделение ароматических изомеров с ис-
пользованием капиллярных колонок. Обсужда-
лось применение препаративной хроматографии,
с помощью которой получены образцы аромати-
ческих углеводородов и ксилолов, обладающие
высокой чистотой и служащие для метрологической
поверки хроматографической аппаратуры. Рассмот-
рены вопросы построения математических моделей
хроматографического пика при аддитивном влия-
нии процессов диффузии и сорбции.

Большое внимание в работах М.С. Вигдергауза
уделялось разработке хроматографических фраг-
ментов “универсальной системы химического
анализ” [16, 17]. Рассмотрены конкретные анали-
тические методы в качестве основы для создания

фрагментов такой системы. Показано, что по-
строение многоэлементных хроматографических
спектров должно проводиться таким образом,
чтобы включенные в них элементы давали пол-
ную информацию о различных видах межмолеку-
лярных взаимодействий, в которые могут всту-
пать молекулы исследуемого вещества. С целью
уменьшения избыточной информации необходи-
мо, чтобы элементы спектра были бы взаимно не-
зависимы. Поэтому при разработке фрагментов
универсальной системы химического анализа не-
обходимо минимизировать количество непо-
движных фаз, предпочтительно выбирая те из
них, которые обеспечивают преобладание опре-
деленного вида межмолекулярного взаимодей-
ствия с сорбатом. При этом в случае выбора усло-
вий разделения анализируемых смесей требуются
неподвижные фазы не только с экстремальной,
но и с промежуточной селективностью разделе-
ния. Совокупность стандартных сорбентов долж-
на обеспечивать “диапазон селективности”, ко-
торый отличается варьированием хроматографи-
ческих факторов полярности и их разностей, а
также возможностью реализации разнообразных
значений и их сочетаний внутри этого диапазона.
Таким образом, разработка универсальной систе-
мы должна включать выбор оптимального набора
предпочтительных неподвижных фаз и создание
сорбатов, а также корреляции, связывающие
удерживание со структурой и физико-химиче-
скими свойствами молекул сорбатов и многоэле-
ментных хроматографических спектров.

Была издана монография о термических воз-
действиях на битуминозный пласт [18].

В сборнике [19] детально рассмотрены вопросы
хроматографического анализа смесей углеводоро-
дов и их производных. Представлены работы, по-
священные изучению теоретических аспектов хро-
матографии, совершенствованию количественных
расчетов, выбору предпочтительных неподвижных
фаз, приведены конкретные методики анализа
продуктов нефтепереработки и нефтехимическо-
го анализа. Рассмотрены проблемы использова-
ния жидких кристаллов в качестве селективных
неподвижных жидких фаз. Рассмотрены исследо-
вания масел методом газовой хроматографии, а
также сорбционных свойств сорбентов, получен-
ных из сополимеров нефтепродуктов, приведены
результаты по ион-парной хроматографии изоме-
ров бензойных кислот, исследован состав выс-
ших жирных кислот с использованием капилляр-
ной хроматографии, определен групповой состав
прямогонных бензинов, углеводородов нефти и
диалкилселенидов. Приведена классификация
неподвижных фаз для газовой хроматографии, а
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также изучены сорбционные характеристики ци-
аносодержащих неподвижных фаз в процессе га-
зохроматографического анализа продуктов син-
теза нитрилов. Ряд работ посвящен исследова-
нию жидких кристаллов в качестве неподвижных
фаз. Рассмотрено хроматографическое удержива-
ние органических соединений некоторых классов
мезогеном N,N'-метоксиэтоксиазоксибензолом,
проведена оценка влияния молекулярной струк-
туры холестерических жидких кристаллов на рас-
творимость одноатомных алифатических спиртов
и исследовано растворение их в N,N-дибутила-
нилине, используемом в качестве неподвижной
жидкой фазы. Приведены результаты количе-
ственной обработки хроматограмм с использова-
нием метода двойного стандарта, а также с помо-
щью автоматизированной системы обработки ре-
зультатов хроматографического анализа газовых
смесей. Большое внимание уделялось вопросам
сорбируемости изопреноидных углеводородов в
условиях фронтальной жидкостной хроматогра-
фии. При этом выявлены закономерности изме-
нения состава смеси углеводородов изопреноид-
ного строения в процессе ее фильтрации через
пористые среды.

В работах М.С. Вигдергауза большое внима-
ние уделялось расчетам в газовой хроматографии.
В частности, разработаны некоторые альтерна-
тивные методы расчета величин удерживания,
которые представлены в форме интерполяцион-
ных величин [20]. Эти методы могут быть исполь-
зованы в практических целях, особенно в случаях
взаимного перекрывания пиков компонентов, а
также для ускорения расчетов в случае анализа
многокомпонентных смесей органических со-
единений. В дальнейшем этот метод был усовер-
шенствован и использован для расчета величин
хроматографического удерживания органиче-
ских веществ бинарными неподвижными фазами
[21]. Предложено соотношение, которое связыва-
ет величины хроматографического удерживания
сорбатов с составом бинарного сорбента. Показа-
но, что можно достаточно точно определить ве-
личины удерживания. В рамках этих работ найде-
ны корреляционные зависимости, связывающие
индексы удерживания кислородосодержащих со-
единений на колонках с двумя неподвижными фа-
зами [22]. На примере групп органических сорбатов
близкого химического строения и хроматографиче-
ских колонок, заполненных неподвижными фаза-
ми апиезон L, диоктилфталат и карбовакс 1500, бы-
ло показано, что могут быть подобраны условия,
которые обеспечивают априорный расчет индек-
сов удерживания с погрешностью, отвечающей
точности экспериментальных исследований.

Изучены зависимости между физическими
свойствами и хроматографическими характеристи-

ками полимерных неподвижных фаз [23]. Показа-
но, что для неподвижных фаз на основе полиэти-
ленгликолей значения показателей преломления и
диэлектрической проницаемости линейно и моно-
тонно уменьшаются с повышением температуры
хроматографической колонки. Получены корре-
ляционные зависимости между показателем пре-
ломления, обратной величиной диэлектрической
проницаемости неподвижной фазы и величина-
ми удерживания органических сорбатов. Нали-
чие таких корреляционных зависимостей позво-
ляет использовать их для выбора наиболее эф-
фективной неподвижной фазы и их смесей с
использованием ограниченного количества стан-
дартных сорбентов. При этом представляется
возможным изменять состав неподвижных жид-
ких фаз или температуру хроматографической
колонки.

Методом газо-жидкостной хроматографии
были изучены межмолекулярные взаимодей-
ствия фосфорорганических соединений с прото-
нодонорными и протоноакцепторными вещества-
ми. Определены индексы удерживания и хромато-
графические факторы полярности для исследуемых
сорбентов и показана линейная зависимость теплот
растворения бензола и циклогексана от их показа-
телей преломления для циклоалкен-1-ил фосфино-
вых кислот, используемых в качестве неподвижных
жидких фаз [12]. Определены хроматографические
факторы полярности аммониевых солей арилтри-
хлорметилфосфиновых кислот и показано влияние
на них природы заместителей у атома фосфора и их
пространственного положения. Показано, что при
замещении атома водорода в пара-положении фе-
нильного кольца на атом хлора существенно по-
вышается протоноакцепторная способность ис-
следуемых материалов [24].

К перспективным сорбентам для газовой хрома-
тографии относятся мышьякорганические производ-
ные, которые имеют неподеленную электронную па-
ру электронов арсенильного кислорода, способную
вступать в межмолекулярные взаимодействия элек-
тронодонорной природы. Изучены сорбционные
свойства бис(фениларсиновых) кислот и показано,
что введение кислорода в углеводородную цепочку
между атомами мышьяка приводит к существенно-
му повышению хроматографических факторов
полярности [25].

Для 10-алкилфеноксарсинов проведена срав-
нительная оценка вклада межмолекулярного вза-
имодействия в величины удерживания сорбатов
на основе определения логарифмических индек-
сов удерживания и хроматографических факто-
ров полярности. Установлено, что при удлинении
цепи алкильных заместителей у атома мышьяка
наблюдается уменьшение значений характери-
стик удерживания по всем стандартным сорба-
там, что свидетельствует об ослаблении энергии
полярных взаимодействий в системе сорбат–сор-
бент [26].
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Интересны исследования в системе газ–кол-
лоид. Это связано с тем, что к числу основных
особенностей хроматографических методов ис-
следования веществ относится возможность од-
новременной реализации функций разделения,
идентификации, а также качественного опреде-
ления индивидуальных компонентов анализиру-
емой смеси. В этом случае каждый ограниченный
участок хроматограммы является носителем ин-
формации о наличии или отсутствии в анализи-
руемой смеси определённого компонента и его
концентрации. Поэтому хроматография рассмат-
ривается как источник многоканальной инфор-
мации. В этом случае каждый канал отвечает
определенному отрезку времени или интервалу
значений удерживания, которые могут выражать-
ся в форме абсолютных и относительных, а также
интерполяционных величин. Высокая селектив-
ность хроматографического метода определяется
наличием большого числа каналов и отсутствием
взаимного перекрывания хроматографических
пиков. В зависимости от задачи исследований
проводится подбор сорбентов в условиях хрома-
тографического процесса, т.е. распределяются на
хроматограмме информационные каналы, соот-
ветствующие компонентам или группам веществ,
наличие которых необходимо определить в соот-
ветствии с разработанной методикой анализа.

В монографии “Хроматография в системе газ−
коллоид” рассмотрено применение коллоидных
неподвижных фаз на основе бентонитовых глин,
которые в газовой хроматографии используются
в основном для разделения близкокипящих изо-
меров [27].

Таким образом, развитие газовой хроматогра-
фии в Казани было тесно связано с им. М.С. Ви-
гдергауза.
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Исследованы возможности учета матричных влияний при определении следов элементов методами
электротермической атомно-абсорбционной спектрометрии и атомно-эмиссионной спектромет-
рии с индуктивно связанной плазмой с использованием способа одной стандартной добавки. Уста-
новлено, что линеаризация функции преобразования позволяет применять такой подход во всем
диапазоне градировочных концентраций. На примере определения (0.0n–10n) мкг/г As, Pb, Sb, Cd,
Se, Te в образцах илистых почв показано, что использованный метод упрощает процедуру анализа
и снижает систематическую погрешность определения.
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деление следов элементов.
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Определение следовых (≤10–4%) содержаний
элементов в объектах с соотношением аналита и
матричных компонентов ∼1 : 106 представляет
особую сложность при использовании любого
метода анализа. Это связано как с увеличением
погрешности инструментального определения в
области низких концентраций, так и со значи-
тельными влияниями со стороны больших из-
бытков мешающих компонентов матрицы. В свя-
зи с этим развитие инструментальных методов, в
частности спектрометрических, сопровождается
разработкой приемов, обеспечивающих устране-
ние (учет) матричных влияний. К ним относятся
изменение состава пробы путем введения в ана-
лизируемую систему веществ-модификаторов
(буферов), обеспечение условий раздельного по-
лучения сигналов аналита и матрицы, а также ма-
тематическая коррекция сигнала [1, 2]. Эти мето-
дические и инструментальные подходы призваны
унифицировать условия анализа различных по
составу образцов и создать возможность исполь-
зования для градуировки прибора простых по со-
ставу и поэтому универсальных образцов сравне-
ния (например, одноэлементных растворов).

Альтернативой, обеспечивающей учет искаже-
ния сигнала, который формируется на фоне мат-

рицы, служит осуществление градуировки по
стандартным образцам, близким по составу анали-
зируемым. Однако в этом случае бывает сложно
обеспечить нужное для построения градуировоч-
ной кривой количество надежно аттестованных
стандартных образцов состава, охватывающих весь
рабочий диапазон. Если количество анализируе-
мых проб не слишком велико, то можно исполь-
зовать метод добавок, но при этом обычно необ-
ходимо увеличить число анализируемых проб в
несколько раз [3–5]. Кроме того, получаемая
концентрационная зависимость должна быть ли-
нейной. В то же время для ряда широко использу-
емых методов, например атомно-абсорбционной
спектрометрии (ААС), градуировочная зависи-
мость нелинейна и представляет собой кривую с
насыщением с небольшим (не более двух поряд-
ков) начальным линейным участком.

Рост требований к качеству аналитического
обеспечения работ в различных областях – от
фундаментальных исследований до контроля
производственных процессов – вызывает необ-
ходимость поиска новых простых и технологич-
ных решений, обеспечивающих получение дан-
ных с требуемыми метрологическими характери-
стиками. В частности, в работе [6] в качестве
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первичной предложено использовать не градуи-
ровочную зависимость, получаемую в соответ-
ствии с используемой методикой анализа образ-
ца, а так называемую функцию преобразования
аналитического прибора. Эта функция связывает
аналитический сигнал с массой элемента, вве-
денного в аналитическую ячейку, и в соответ-
ствии с ГОСТ [7] является метрологической ха-
рактеристикой прибора. На примере исследова-
ния функции преобразования зеемановского
атомно-абсорбционного спектрометра с электро-
термической атомизацией (ЭТААС), основанной
на физических принципах метода и алгоритме об-
работки информации, авторы работы [6] разрабо-
тали способ установления двухпараметрической
функции преобразования с помощью одного гра-
дуировочного образца и на этой основе алгоритм
учета матричных влияний с помощью одной
стандартной добавки. Возможности аналитиче-
ского применения этого способа рассмотрены ав-
торами на единичных примерах. Можно, однако,
предположить, что предложенный подход приме-
ним не только к ЭТААС, но и к другим методам
неорганического элементного анализа, для кото-
рых актуальна проблема матричных влияний.

Цель данной работы – апробировать возмож-
ности данного подхода на примере определения
следовых компонентов в природных объектах
сложного состава.

ТЕОРИЯ

К числу наиболее распространенных и важных
для аналитической практики методов неоргани-
ческого элементного анализа относятся спектро-
метрические – атомная абсорбция в пламенном и
электротермическом вариантах и атомно-эмис-
сионная (АЭС-ИСП) и масс-спектрометрия с ин-
дуктивно связанной плазмой. Отметим, что мето-
ды характеризуются различными концентраци-
онным диапазоном и видом градуировочной
зависимости. Наиболее сложным методом явля-
ется ААС, для которого градуировочная функция
существенно нелинейна. Это является основным
ограничением для применения традиционного
метода стандартных добавок. Кроме того, уро-
вень матричных влияний (исключая прямые
спектральные наложения) наиболее высок имен-
но для ААС.

Рассмотрим теоретическое обоснование мето-
да одной стандартной добавки при использова-
нии функции преобразования АА-спектрометра.

В ЭТААС в качестве аналитического сигнала A
используют амплитуду или интеграл импульса
A(t) атомной абсорбционности. Функция преоб-
разования (градуировочная функция) аппрокси-
мируется двухпараметрической функцией насы-
щения [6]:

(1)

где m – масса аналита, α и β – параметры функ-
ции (1).

Для установления параметров α и β необходи-
мо и достаточно измерить аналитические сигна-
лы А1 и А2 для двух значений m1 и m2 массы анали-
та и найти корни α и β системы уравнений:

(2)
Для измерений А1 и А2 используют один и тот

же градуировочный образец (раствор) с массовой
концентрацией (c) аналита. При этом второе из-
мерение выполняют при удвоенном объеме V до-
зирования. При удвоении объема дозирования
m2 = 2m1 и решение системы (2) существенно
упрощается:

(3)

(4)

Функция преобразования A = f(m) позволяет
решить задачу определения неизвестной концен-
трации c аналита по измеренному значению ана-
литического сигнала А, для чего необходимо ис-
пользовать обратную функцию c = ϕ(А) по отно-
шению к функции преобразования (1):

(5)
С учётом матричного коэффициента μ функ-

ция преобразования примет вид A = f(μc), следо-
вательно, c = ϕ(А)/μ. При условии, что в рассмат-
риваемом концентрационном диапазоне матрич-
ный коэффициент μ не зависит от концентрации
аналита в пробе, получаем, что при μ < 1 матрица
снижает эффективность атомизации аналита по
сравнению с градуировочным образцом, а при μ > 1
имеет место обратный эффект.

Для функции (5) концентрация является вы-
ходной, т.е. измеренной величиной: cвых = ϕ(А), а
для функции преобразования концентрация яв-
ляется входной, т.е. измеряемой величиной: А =
= f(cвх). Учитывая свойство обратной функции
ϕ(f(x)) = x, получим свых = свх. Таким образом,
имеет место линеаризация функции преобразо-
вания. Причем, соотношение cвых = cвх выполня-
ется только для градуировочных образцов, а для
анализируемых образцов должен быть установ-
лен матричный коэффициент μ.

Для установления значения коэффициента μ
необходимо выполнить два измерения: измерить
аналитический сигнал А1 для анализируемого об-
разца с искомой концентрацией cх аналита и ана-
литический сигнал А2 для анализируемого образ-
ца с добавкой cд, т.е. для концентрации (cх + cд)
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аналита. Искомое значение μ является корнем
системы уравнений:

(6)

где c1 = ϕ(А1), c2 = ϕ(А2), c = ϕ(А) – это функция
(5).

Значение матричного коэффициента опреде-
ляется выражением:

(7)

Вторым корнем системы (6) является искомая
концентрация:

(8)

Для определения концентрации элемента в
анализируемой пробе следует использовать
функцию:

(9)

Отметим, что если известный метод стандарт-
ных добавок [3] “работает” на линейном участке
градуировочной функции, то предлагаемый ме-
тод с использованием одной добавки применим
во всем диапазоне градуировочной функции.

Функцию преобразования получают при фик-
сированных значениях основных параметров
ААС-измерения: тока источника резонансного
излучения и температуры стадии атомизации, ко-
торые определяют параметры α и β. Другие фак-
торы (температура пиролиза, присутствие моди-
фикатора, состояние графитовой печи, состав
пробы) будут учтены матричным коэффициен-
том μ.

Выражения (6)–(8) носят общий характер и,
следовательно, предлагаемый подход тем более
применим для других относительных методов
анализа (например, c ИСП), для которых градуи-
ровочные функции являются существенно ли-
нейными.

Ниже приведены результаты использования
метода “одной стандартной добавки” при анали-
зе растворов сложного состава, полученных кис-
лотным разложением геологических объектов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Объекты исследования. Использовали образцы

илистых почв Международной программы тести-
рования геоаналитических лабораторий GeoPT
(Round 47) BIM-1 и NES-1.

Оборудование, материалы, условия подготовки.
Бидистиллированную воду (R > 18.2 MΩ/мл) и
кислоты (HCl, HNO3) очищали с помощью систе-
мы перегонки без кипения BSB-939-IR (Berghof,
Германия). Стандартные растворы для добавок
готовили разбавлением растворов государствен-
ных стандартных образцов.

x 1 x д 2{ , ,c c c c c= μ + = μ

2 1 д) .(c – c cμ =

( )[ ]д 2 1 1 .хc c c c= −

–1 –( ) [(– ln 1 ) ]10 .Ac V= β μ + α − α

Для микроволнового разложения проб массой
0.25 г царской водкой (7 мл смеси конц. HCl и
HNO3 (3 : 1)) использовали лабораторную систе-
му MARSХpress (CEM Corp., США) (максималь-
ная выходная мощность 1200 Вт, частота 2.45 ГГц)
с сосудами емк. 100 мл. Температура реакцион-
ной смеси 180°С (15 мин), загрузка ротора – 8 со-
судов одновременно. Температуру контролиро-
вали с помощью дистанционного ИК-датчика.
Полученную после разложения смесь охлаждали,
разбавляли водой и фильтровали в предваритель-
но взвешенные пластиковые пробирки объемом
50 мл. Осадок на фильтре промывали и отбрасы-
вали. Объем раствора доводили до 40 мл; пробир-
ки с раствором взвешивали.

Добавки и растворы для градуировки прибо-
ров готовили из одноэлементных стандартных
растворов Cd, Pb, As, Se, Sb (High Purity Standards,
USA) с концентрацией 1 мг/мл. Для определения
свинца и мышьяка методом АЭС-ИСП взвеши-
вали по 4.0000 ± 0.0005 г полученных растворов и
добавляли к ним по 10 мкл раствора, приготов-
ленного из растворов одноэлементных стандарт-
ных образцов соответствующих элементов с кон-
центрацией 100 мкг/мл. Для определения Se, Te,
Sb и Cd методом ЭТААС взвешивали по 2.0000 ±
± 0.0005 г раствора образца и добавляли к нему
10 мкл раствора, приготовленного из растворов
одноэлементных стандартных образцов соответ-
ствующих элементов с концентрацией 1 мкг/мл
(Se, Te, Sb) и 0.1 мкг/мл (Cd).

Для определения Cd, Sb, Se и Te использовали
атомно-абсорбционный спектрометр Solaar MQZ
(Thermo Electron Corp., Великобритания) с зее-
мановской коррекцией фона. Измерения выпол-
няли на линиях 228.8, 217.6, 196.0 и 214.3 нм соот-
ветственно. Введение Растворы вводили в графи-
товый атомизатор с помощью автодозатора.
Сигнал измеряли по высоте и площади пика.

Свинец и мышьяк определяли с использова-
нием АЭС-ИСП-спектрометра IRIS Intrepid II
Duo (Thermo Electron Corp., США) c CID-детек-
тором. Спектральный диапазон прибора 165–
1050 нм. Измерения проводили при длинах волн
220.353 (152) и 189.042 (177) нм соответственно.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В качестве объектов исследования выбрали
образцы илистых почв, проанализированные в
2020 г. участниками Международной программы
тестирования лабораторий GeoPT (Geoanalytical
Proficiency Testing), проводимой Международной
ассоциацией геохимиков IAG [8]. После обработ-
ки данных, представленных 90 лабораториями,
опубликован состав образцов BIM-1 и NES-1 [9,
10]. Содержание основных компонентов почв
приведено в табл. 1. На рис. 1а–1г приведены
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примеры диаграмм распределения результатов
определения для некоторых элементов в образце
BIM-1. Можно видеть, что данные по определе-
нию следовых количеств (0.0n–n) мкг/г селена и
теллура предоставлены весьма ограниченным
числом участников программы, а данные по мы-
шьяку и свинцу получены лишь половиной лабо-
раторий. Этот факт свидетельствует о существо-
вании проблем в определении следов элементов в

сложных природных объектах современными ин-
струментальными методами и подтверждает акту-
альность поиска подходов к повышению качества
анализа.

На примере анализа выбранных образцов почв
рассмотрели возможность использования метода
одной добавки при решении двух задач. Первая
заключалась в определении содержаний, близких
к пределам обнаружения элементов. В этом слу-
чае матричные влияния проявляются в наиболь-
шей степени, однако градуировочный график ли-
неен. Вторая задача – применение метода в усло-
виях выраженной нелинейности градуировочной
зависимости.

В табл. 2 приведены результаты, полученные
нами для Se, Te, Cd, As, Sb и Pb (ЭТААС и АЭС-
ИСП). С целью оценки величины случайной по-
грешности определяли относительное стандарт-
ное отклонение (sr) инструментального определе-
ния, sr при определении с внешней градуировкой
(четыре параллельные навески), sr для анализа
нескольких аликвот одного раствора с добавка-
ми, sr для анализа растворов после разложения че-
тырех параллельных навесок каждого материала
методом одной добавки. Для упрощения общей
картины в табл. 2 сопоставлены данные анализа с
использованием внешней градуировки и с при-

Таблица 1. Содержание (%) породообразующих эле-
ментов в образцах илистых почв BIM-1 и NES-1

Оксид элемента BIM-1 NES-1

SiO2 64.69 80.15
TiO2 0.78 0.7
Al2O3 14.22 5.67
Fe2O3 6.58 3.12
MnO 0.15 0.09
MgO 2.2 0.50
CaO 0.39 0.32
Na2O 1.12 –
K2O 2.72 1.05
P2O5 0.14 0.23

Таблица 2. Результаты (мкг/г) определения элементов в почвах (n = 4, P = 0.95)

Образец

Найдено при определении с 
внешней градуировкой Найдено методом одной добавки Данные GeoPT

сср sr сср sr

Селен, ЭТААС
BIM-1 0.89 0.08 1.28 0.12 (1)
NES-1 0.75 0.12 1.23 0.18 (1)

Теллур, ЭТААС
BIM-1 0.03 0.15 0.05 0.10 (0.05)
NES-1 0.09 0.14 0.11 0.18 (0.1)

Кадмий, ЭТААС
BIM-1 0.28 0.02 0.42 0.06 0.39 ± 0.03

Сурьма, ЭТААС
BIM-1 0.31 0.19 1.52 0.13 1.63 ± 0.12
NES-1 0.75 0.13 1.23 0.08 1.16 ± 0.09

Мышьяк, АЭС-ИСП
BIM-1 10.3 0.017 12.15 0.025 12.0 ± 0.7
NES-1 8.09 0.035 9.95 0.052 10.0 ± 0.5

Свинец, АЭС-ИСП
BIM-1 42.0 0.032 39.8 0.019 40.0 ± 1.8
NES-1 24.5 0.048 25.0 0.047 25.1 ± 1.2
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менением одной добавки; для сравнения приве-
дены данные программы GeoPT.

Способы подготовки образцов почв приведе-
ны выше. При использовании метода добавок в
аликвоту раствора добавляли рассчитанные ко-
личества стандартного раствора определяемого
элемента, близкие к его предполагаемому содер-

жанию в анализируемой пробе, и измеряли ана-
литический сигнал; измеряли также сигнал от
раствора без добавки. Содержание элемента в ис-
ходном образце рассчитывали по формуле (8).

Установлено, что значения sr для прямого ана-
лиза полученных растворов и для анализа с ис-
пользованием одной стандартной добавки сопо-

Рис. 1. Диаграммы распределения результатов определения селена (а), теллура (б), мышьяка (в) и свинца (г) в образце
илистой почвы BIM-1 [8, 9] (данные лабораторий-участников программы GeoPT).
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ставимы, т.е. случайная погрешность метода од-
ной стандартной добавки не намного выше
погрешности прямого определения.

Следует отметить, что наблюдается расхожде-
ние средних значений, полученных при определе-
нии элементов с внешней градуировкой, и резуль-
татов международной программы, что свидетель-
ствует о наличии систематической погрешности,
обусловленной влиянием матрицы пробы. Эта
погрешность заметно снижается при определе-
нии с использованием добавки.

Возможность использования одной добавки в
случае нелинейной градуировочной зависимо-
сти, описываемой полиномом, рассматривали на
примере ЭТААС-определения кадмия. Из табл. 2
видно, что использование такого подхода обеспе-
чивает получение данных, совпадающих с данны-
ми международной аттестации; при этом случай-
ная погрешность не увеличивается.

Таким образом, метод “одной стандартной до-
бавки” можно использовать на практике для уче-
та матричных влияний (систематической по-
грешности) при определении следов элементов в
объектах сложного состава. Это особенно важно
для лабораторий, осуществляющих рутинные
анализы образцов различных типов. Предлагае-
мый подход позволяет исключить использование
стандартных образцов состава для градуировки
прибора, заменяя эту процедуру анализом рас-
твора пробы с добавкой на основе одноэлемент-
ного раствора. При этом метрологические харак-
теристики получаемых результатов свидетель-
ствуют о возможности и целесообразности
использования единственной добавки. Предло-
женный метод получения двухпараметрической
функции преобразования, объединенный с мето-
дом одной стандартной добавки, позволяет пере-
вести градуировочную функцию в ранг основных

метрологических характеристик аналитического
прибора и отделить (исключить) процедуру гра-
дуировки от аналитических измерений.
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Показано, что хроматографическое поведение (изменение логарифма фактора удерживания при
изменении состава подвижной фазы) дикофеоилхинных (ДКХ) кислот определяется хроматографи-
ческим поведением монокофеоилхинных кислот. При этом наиболее эффективна традиционная
стационарная фаза С18 (марки Kromasil) и экологически безвредные подвижные фазы, в которых
ацетонитрил заменен на пропанол-2, при подкислении подвижной фазы добавкой 0.25 об. % орто-
фосфорной кислоты для стабилизации зарядовой формы кислот. Удерживание дикофеоилхинных
кислот можно объяснить одновременной сорбцией двумя ароматическими кольцами радикалов ко-
фейной кислоты для обоих исследованных органических модификаторов подвижной фазы. Замена
С18-фазы на фенилгексильную фазу не привела к существенным изменениям селективности разде-
ления изомерных ДКХ-кислот. При этом не все изомеры разделяются при использовании подвиж-
ных фаз на основе обоих органических модификаторов – ацетонитрила и пропанола-2. Разработан-
ные условия разделения ДКХ (градиентный режим с “зелеными” элюентами А – 10 об. % изопро-
панола и 0.25 об. % фосфорной кислоты в воде, Б – 20 об. % изопропанола и 0.25 об. % фосфорной
кислоты в воде) использованы для определения видового состава кофеоилхинных кислот в кофе,
напитке мате и в артишоковом чае.

Ключевые слова: дикофеоилхинные кислоты, разделение, стационарные фазы октадецильная и фе-
нилгексильная, “зеленая” хроматография.
DOI: 10.31857/S0044450222060068

Дикофеоилхинные (ДКХ) кислоты наряду с
монокофеоилхинными (МКХ) кислотами синте-
зируются во многих растениях [1]. Эти соедине-
ния благодаря наличию орто-гидроксильных
групп в ароматических кольцах заместителей об-
ладают высокой антиоксидантной активностью
[1, 2] и связанными с ней проявлениями биологи-
ческой активности [1–3]. При этом в работе [4]
установлено, что при совместном присутствии
МКХ- и ДКХ-кислот в соотношении 12 : 2 в гото-
вом напитке кофе в плазме крови это соотноше-
ние уменьшается до 0.6–2.9, что указывает на
бóльшую биодоступность именно ДКХ-кислот.

Вследствие наличия четырех гидроксильных
групп в молекуле хинной кислоты (схема 1) воз-
можно существование четырех изомерных МКХ-
кислот, из которых в кофе (как и в “чае” мате) об-
наруживают три изомера: 3CQA, 4CQA и 5CQA [4,
5]. Соответственно набор ДКХ-кислот включает
также три изомера 3,4diCQA, 3,5diCQA и 4,5diCQA.
Если в образце осуществляются пути биосинтеза,
включающие этерификацию гидроксильной
группы в положении 1, то возможно образование
еще трех изомеров ДКХ-кислот: 1,3diCQA,
1,4diCQA и 1,5diCQA.

УДК 543.544.52
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Схема 1. Положения ацилирования кофейной кислотой молекулы хинной кислоты.

Для разделения ДКХ высокую эффективность
показала обращенно-фазовая ВЭЖХ. Так, в рабо-
те [6] на колонке SynergiTM Polar-RP (привитая по
эфирной связи фенильная фаза с гидрофильным
эндкеппингом) в условиях градиентного элюиро-
вания определен следующий порядок элюирова-
ния изомеров:

(1)

Такой же порядок, но уже на обычной С18 об-
ращенной фазе в градиентных условиях с исполь-
зованием метанола и подкисленной муравьиной
кислотой воды получен в работе [7], а также в дру-
гих элюентах на фазах С18 в работах [8–12]. При-
менение другого варианта стационарной фазы,
фенилгексильной фазы, также привело к анало-
гичному порядку элюирования [13], перечень
diCQAs в экстракте Gynara procumbens дополнен
еще двумя изомерами:

(2)

Для дифференциации изомеров обычно ис-
пользуют полный комплект стандартных ве-
ществ, но, учитывая их высокую стоимость, воз-
никает вопрос о возможности дифференциации
diCQAs в сложных смесях по характерным элек-
тронным спектрам поглощения (при примене-
нии диодно-матричных детекторов) и по масс-
спектрам. Сюда следует добавить и характерное
хроматографическое поведение, которое обычно
не используют при дифференциации diCQAs.

Цель настоящей работы – определение селек-
тивности разделения изомерных ДКХ-кислот в
условиях обращенно-фазовой хроматографии на
традиционной С18 и на набирающей популяр-
ность фенилгексильной фазе, включая оценку
эффективности замены экологически неблаго-
приятного ацетонитрила на пропанол-2 (изопро-
панол, ИП) в рамках задач “зеленой” хроматогра-
фии.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Использовали кофе молотый (марка “Петр Ве-

ликий”), кофе растворимый (марка “Ambassa-
dor”), кофе зеленый (арабика, Бразилия), чай ма-
те (Pajarito, Парагвай), чай мате (Pipore, Аргенти-
на), чаи из артишока (Lado Actiso, Вьетнам) и

(Lado Herbal, Вьетнам), артишок консервирован-
ный (Santolino, Италия), Артишока экстракт
(ЗАО “Эвалар”, Россия), приобретенные на рынке
г. Белгорода и/или через сеть Интернет. Для граду-
ировки отклика детектора использовали 5CQA
(chlorogenic acid hemihydrate, Aldrich, США).

Для приготовления водных настоев сухие на-
вески материала массой 0.50 ± 0.10 г заливали ки-
пятком (50 мл) и выдерживали в течение 10 мин.
Настой отделяли от твердого остатка фильтрова-
нием через бумажный фильтр. Аликвотную пор-
цию 10 мл (20 мл для напитка из артишока) очи-
щали методом твердофазной экстракции на па-
тронах ДИАПАК С18 (БиоХимМак СТ, Россия)
после подкисления 1 М водным раствором HCl
(10 об. %). Кислоты реэкстрагировали с патрона
2 мл смеси 30 об. % ацетонитрила и 30 об. % мура-
вьиной кислоты в воде. Полученный раствор раз-
бавляли водой в соотношении 1 : 2. Для экстрак-
ции кислот из артишока консервированный рас-
тительный материал обезжиривали н-гексаном,
измельчали и навеску 1.00 ± 0.10 г переносили в
50 мл 0.1 М HCl и настаивали сутки. После филь-
трования экстракт очищали твердофазной экс-
тракцией, как указано выше.

Кофеоилхинные кислоты разделяли на хрома-
тографе Agilent 1260 Infinity с диодно-матричным
детектором с записью электронных спектров по-
глощения в диапазоне 250–450 нм. Хроматограм-
мы записывали, хранили и обрабатывали, ис-
пользуя программное обеспечение Agilent Chem-
Station.

Для разделения использовали хроматографи-
ческие колонки 4.6 × 250 мм Kromasil 100-5-C18 и
4.6 × 250 мм Gemini® 5 мкм С6-Phenyl 110 Å.

Для определения кофеоилхинных кислот ис-
пользовали колонку Kromasil 100-5-C18 и гради-
ентный режим элюирования с подвижными фа-
зами А (10 об. % ИП и 0.25 об. % фосфорной кис-
лоты в воде) и Б (20 об. % ИП и 0.25 об. %
фосфорной кислоты в воде), 1 мл/мин. Режим:
0–10 мин – 40% Б; 20 мин – 100% Б; 21–30 мин –
40% Б. Для градуировки отклика детектора ис-
пользовали растворы 5CQA. Температура термо-
стата колонки 30°С.

Для регистрации масс-спектров использовали
жидкостной тандемный хроматомасс-спектро-
метр Shimadzu LCMS-8060 в отрицательном ре-
жиме сканирования в диапазоне масс 150–750.
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При выборе состава подвижных фаз учитыва-
ли необходимость подкисления для стабилиза-
ции состояния ионизации кофеоилхинных кис-
лот. Создавали рН ~ 1.9–2 добавлением ортофос-
форной кислоты (0.25 об. %), что обеспечивает
подавление диссоциации карбоксильной группы
хинной кислоты [14] и не сильно выходит за рам-
ки устойчивости к гидролизу традиционных об-
ращенных фаз [15].

Разделение дикофеоилхинных кислот на фазе
С18. В качестве стационарной фазы данного типа
использовали хорошо зарекомендовавшую себя в
наших исследованиях фазу Kromasil 110-5-C18, име-
ющую большую удельную поверхность (349 м2/г) и
высокую степень покрытия поверхности силика-
геля модификатором (3.45 мкмоль/м2) [16].

Подвижные фазы системы ацетонитрил–
0.25 об. % H3PO4–вода. Карта разделения ДКХ-
кислот в указанной элюентной системе представ-
лена на рис. 1, а в табл. 1 приведены параметры
уравнений относительного удерживания, в кото-
рых в качестве реперного соединения использо-
вана 5CQA:

(3)

В этом уравнении параметр а1 соответствует
соотношению числа молей ацетонитрила, высво-
бождающегося при сорбции соответствующей
дикофеоилхинной кислоты, к аналогичному чис-
лу молей при сорбции 5CQA. Действительно, по
модели Мураками [17] при сорбции аналита А на
стационарной фазе высвобождается n(A) моль ор-
ганического модификатора М с концентрацией с
(моль/л):

(4)

( ) ( )1 2lg lg 5CQA .k i a k a= +

01lg ( ) ( ) lg ( ).k А a n A c M= −

Аналогичное выражение может быть записано
для вещества B, принятого в качестве вещества
сравнения:

(5)

Исключая органический модификатор из
уравнений (4) и (5), получаем:

(6)

Из представленных данных следует, что при
сорбции четырех из пяти дикофеоилхинных кис-
лот параметр а1 > 1.5, что может свидетельство-
вать об одновременном участии обоих радикалов
кофейной кислоты при сорбции молекулы дико-
феоилхинной кислоты на поверхности обращен-

02lg ( ) ( ) lg ( ).k B a n B c M= −

1 2
( )lg ( ) lg ( ) const lg ( ) .
( )

n Ak A k B a k B a
n B

= + = +

Рис. 1. Карта разделения ДКХ-кислот в элюентной
системе ацетонитрил–0.25 об. % фосфорной кисло-
ты–вода для стационарной фазы Kromasil 110-5-C18
при 30°С. Вещества: 1 – 1,3diCQA; 2 – 1,5diCQA; 3 –
3,4diCQA; 4 – 3,5diCQA; 5 – 4,5diCQA.
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Таблица 1. Параметры уравнений относительного удерживания изомерных дикофеоилхинных кислот на стаци-
онарной фазе Kromasil 110-5-C18 в элюентах органический модификатор–0.25 об. % H3PO4–вода

Органический 
модификатор Аналит

Параметры уравнения (3)

а1 а2

Ацетонитрил 1,3-Дикофеоилхинная кислота, 1,3diCQA 1.281 0.301
1,5-Дикофеоилхинная кислота, 1,5diCQA 1.601 0.963
3,4-Дикофеоилхинная кислота, 3,4diCQA 1.628 0.881
3,5-Дикофеоилхинная кислота, 3,5diCQA 1.509 0.953
4,5-Дикофеоилхинная кислота, 4,5diCQA 1.786 1.130

Изопропанол 1,3-Дикофеоилхинная кислота, 1,3diCQA 1.263 0.165
1,5-Дикофеоилхинная кислота, 1,5diCQA 1.803 0.942
3,4-Дикофеоилхинная кислота, 3,4diCQA 1.746 1.768
3,5-Дикофеоилхинная кислота, 3,5diCQA 1.555 0.836
4,5-Дикофеоилхинная кислота, 4,5diCQA 2.060 1.213
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ной фазы. Это согласуется с ранее высказанным
предположением о том, что сорбция на поверхно-
сти привитой фазы является основным механиз-
мом удерживания монокофеоилхинных кислот в
условиях обращенно-фазовой ВЭЖХ [18]. Сорб-
ционный механизм подтверждается и разделени-
ем изомерных ДКХ-кислот, что нехарактерно для
распределительного механизма.

Неожиданно низкое относительное удержива-
ние 1,3diCQA связано с особенностями строения
этой кислоты, для которой по крайней мере в од-
ной из конформаций наблюдается внутримолеку-
лярная ассоциация с параллельным выстраиванием
ароматических колец двух радикалов кофейной
кислоты, приводящая вследствие π-взаимодей-
ствий к существенному отличию этого изомера от
других по УФ-спектру (рис. 2).

Рассматриваемая хроматографическая систе-
ма удобна для определения ДКХ-кислот в кофе и
мате, в которых отсутствуют изомеры, содержа-
щие кофеоильный радикал в положении 1. Одна-
ко присутствие изомера 1,5diCQA делает эту си-
стему не очень удобной из-за проблем в разделе-
нии 1,5diCQA и 3,5diCQA.

В настоящей работе отнесение ДКХ-кислот
выполняли по порядку их удерживания (после
подтверждения их состава методами УФ-спек-
троскопии и масс-спектроскопии) в соответ-
ствии с литературными данными (см. выше). При
этом такое отнесение подтверждается хромато-
графическим методом – соотношением парамет-
ров а1, согласующимся с параметрами а1 линий
трендов для МКХ-кислот, найденных в этой же
системе:

(7)1 1 13 5C( ) ( )QA 4CQA .( )а CQA а а< <

При сохранении аддитивности параметр а1
должен возрастать именно в ряду (табл. 1):

(8)
В таком случае при составах подвижных фаз,

при которых фактор удерживания лежит в диапа-
зоне от 2 до 10, порядок элюирования для соот-
ветствующих ДКХ-кислот остается неизменным
и соответствует порядку (1). Тем не менее из-за
разности наклонов линий трендов при уменьше-
нии концентрации ацетонитрила в “медленных”
элюентах произойдет инверсия времен удержива-
ния в одной из пар diCQA:

(9)

И, наоборот, в подвижных фазах с большей
элюирующей силой (с большей концентрацией
ацетонитрила) возможна другая инверсия:

(10)

Иными словами наклон линий относительно-
го удерживания является более информативным
параметром по сравнению с порядком элюирова-
ния. При этом даже в указанных выше удобных
подвижных фазах порядок элюирования пары
1,5diCQA и 3,5diCQA может изменяться, так как
наклон линии тренда для 1,5diCQA больше, чем
для 3,5diCQA.

Подвижные фазы системы изопропанол–0.25 об. %
H3PO4–вода. В поисках “зеленых” растворителей
для отказа от экологически неблагоприятного
ацетонитрила заменили его на пропанол-2. Карта
разделения, в которой указаны также две линии
тренда из предыдущего рисунка, представлена на
рис. 3, а параметры линий трендов – в табл. 1.

Из полученных данных следует, что диапазон
времен удерживания пяти изомерных ДКХ рас-
ширен по сравнению с предыдущей элюентной
системой, а параметры а1 оказались немногим
больше, чем для элюентов на основе ацетонитри-
ла, что также соответствует одновременной сорб-
ции обеими заместителями кофейной кислоты.
При этом заметно изменилась и селективность
разделения изомерных ДКХ-кислот. Так, суще-
ствуют диапазоны составов подвижной фазы, в
которых полностью разделяются все пять изоме-
ров за время, не превышающее 20 мин, т.е. такая
замена ацетонитрила на ИП не только целесооб-
разна с точки зрения экологии, но и улучшает се-
лективность разделения пяти изомеров дикофео-
илхинных кислот. Отметим, что 1,4diCQA по име-
ющимся у нас данным в природных объектах
встречается очень редко, а в фундаментальной
работе [19] по дифференциации всех шести син-
тетических ДКХ-кислот по данным масс-спек-
тров высокого порядка хроматографическое по-
ведение изомеров не рассматривали.

1 1 13,5diCQA 3,4d( ) ( ) (iCQA 4,5diCQ .)Aа а а< <

( ) ( ) ( )R R R3,5diCQA 3,4 4,5diCQA .t t diCQA t< <

( ) ( )
( )

< <
<

R R

R

3,4diCQA 4,5diCQA
3,5diCQA .

t t
t

Рис. 2. УФ-спектры веществ, записанные в кювете
детектора. Вещества: 1 – 3CQA; 2 – 4CQA; 3 – 5CQA;
4 – кофейная кислота; 5 – 1,3diCQA; 6 – 1,5diCQA;
7 – 3,4diCQA; 8 – 3,5diCQA; 9 – 4,5diCQA. Раствори-
тель: 20 об. % пропанола-2, 0.25 об. % ортофосфорной
кислоты в воде.
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Гексилфенильная фаза (Geminy C6Phenyl, С6Ph).
Как и в случае фазы С18, для фазы С6Ph вначале
исследовали разделение изомеров в элюентах с
ацетонитрилом в качестве органического моди-
фикатора, а затем ацетонитрил заменили пропа-
нолом-2. Параметры линий трендов для обоих
органических модификаторов подвижной фазы
представлены в табл. 2.

Замена стационарных фаз представляла инте-
рес, поскольку предполагалось, что π-взаимодей-
ствия фенильных групп привитой фазы с арома-
тическими кольцами радикалов коричной кислоты
могут изменить селективность разделения изомер-
ных ДКХ-кислот. Экспериментально установлено,
что при одинаковой концентрации ацетонитрила в
подвижной фазе удерживание изомерных ДКХ-
кислот, действительно, несколько увеличивается
при переходе от фазы С18 к фазе С6Ph. Однако
значения параметров а1 линий трендов при этом
заметно меньше, поэтому в “медленных” элюен-
тах и в элюентах, в которых ацетонитрил отсут-
ствует, порядок удерживания обращается. Следо-
вательно, суммарно прочность связи ДКХ-кислот
с фазой С6Ph меньше, чем с фазой С18. Однако
порядок удерживания 3,4-diCQA, 3,5-diCQA и
4.5-diCQA остается таким же, как и для стацио-
нарной фазы С18 при концентрации ацетонитри-
ла в диапазоне 20–25 об. %, а пара изомеров 1,5-
diCQA и 3,5-diCQA также остается проблемной
для разделения. Все это указывает на отсутствие
изменения селективности разделения при рас-
смотренных условиях.

Замена ацетонитрила как компонента, кото-
рый может обеспечивать π–π-взаимодействие
сорбатов с компонентом подвижной фазы, на
алифатический спирт (ИП) должна была бы ис-
ключить такие взаимодействия и усилить роль в
суммарном удерживании π–π-взаимодействий
сорбатов в сорбированном на фенилгексильной

фазе состоянии. Однако эта замена привела толь-
ко к небольшому увеличению параметров а1
(табл. 2), хотя и для всех изомерных ДКХ кислот.
Следовательно, дисперсионные взаимодействия
остаются главным типом взаимодействий сорба-
тов со стационарной фазой, определяющих их
удерживание, поэтому и порядок элюирования
изомерных ДКХ-кислот мало изменился при за-
мене растворителей – только относительное
удерживание 1,5diCQA существенно снизилось,
создавая новую проблемную пару, но уже с
3,4diCQA.

Таким образом, наилучший вариант хромато-
графической системы – это традиционная фаза

Рис. 3. Карта разделения ДКХ-кислот в элюентной
системе изопропанол–0.25 об. % фосфорной кисло-
ты–вода для стационарной фазы Kromasil 110-5-C18
при 30°С. Вещества: 1 – 1,3diCQA; 2 – 1,5diCQA; 3 –
3,4diCQA; 4 – 3,5diCQA; 5 – 4,5diCQA. Звездочкой
отмечены линии трендов с рис. 1.
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Таблица 2. Параметры уравнений относительного удерживания изомерных дикофеоилхинных кислот для стаци-
онарной фазы Gemini® 5 мкм С6-Phenyl 110 Å в элюентах органический модификатор–0.25 об. % H3PO4–вода

Органический 
модификатор Аналит

Параметры уравнения (3)

а1 а1

Ацетонитрил 1,3-Дикофеоилхинная кислота, 1,3diCQA 1.119 0.358
1,5-Дикофеоилхинная кислота, 1,5diCQA 1.242 1.029
3,4-Дикофеоилхинная кислота, 3,4diCQA 1.268 0.923
3,5-Дикофеоилхинная кислота, 3,5diCQA 1.195 1.007
4,5-Дикофеоилхинная кислота, 4,5diCQA 1.371 1.175

Изопропанол 1,3-Дикофеоилхинная кислота, 1,3diCQA 1.153 0.252
1,5-Дикофеоилхинная кислота, 1,5diCQA 1.309 0.858
3,4-Дикофеоилхинная кислота, 3,4diCQA 1.334 0.839
3,5-Дикофеоилхинная кислота, 3,5diCQA 1.214 0.924
4,5-Дикофеоилхинная кислота, 4,5diCQA 1.460 1.221
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С18 с элюентами на основе ИП. Именно такой
вариант использовали в дальнейшем для опреде-
ления содержания МКХ- и ДКХ-кислот в настоях
кофе, мате и артишока (последний напиток раз-
работан во Вьетнаме и в настоящее время импор-
тируется в Россию).

Определение МКХ- и ДКХ-кислот в напитках.
Использовали градиентный режим, обеспечиваю-
щий хорошее отделения ДКХ-кислот от сопутству-
ющих примесей (флавониодов) и сокращающий
время полного анализа образца. Хроматограммы,
полученные в таком режиме, представлены на
рис. 4, а результаты определения кислот приведены
в табл. 3.

Анализ показал, что во всех настоях кофе доля
ДКХ-кислот от общего содержания кофеоилхин-
ных кислот составила ~10% (по площадям пи-
ков), а максимальное суммарное содержание
кислот приходится на настой зеленого кофе.
В случае мате доля ДКХ-кислот существенно
больше – превышает 40%, что обеспечивает цен-
ность этого напитка в связи с более высокой био-
доступностью именно ДКХ-кислот. В обоих ти-
пах напитков основные дикофеоилхинные кис-
лоты представлены набором 3,4diCQA, 3,5diCQA
и 4,5diCQA. В напитке из артишока к основным
ДКХ-кислотам присоединилась 1,5diCQA, но
практически отсутствовал изомер 1,3diCQA, счи-

Рис. 4. Хроматограммы разделения кофеоилхинных кислот четырех напитков. Напитки из: А – зеленого кофе, Б – ма-
те, В – экстракта консервированного артишока, Г – экстракта из препарата “Артишока экстракт” (ЗАО “Эвалар”,
Россия). Колонка Kromasil 110-5-C18, градиентное элюирование (см. “Экспериментальную часть”). Вещества; 1 –
3CQA; 2 – 4CQA; 3 – 5CQA; 4 – 1,3diCQA; 5 – 3,4diCQA; 6 – 3,5diCQA; 7 – 1,5diCQA; 8 – 4,5diCQA.
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Таблица 3. Результаты определения доли кофеоилхинных кислот и их суммы в образцах настоев (напитков)

*В пересчете на 5CQA.

Тип 
раститель-

ного 
материала

Вид 
материала

Доля кислот в пересчете на 5CQA (по площадям пиков) Концент-
рация

в напитке, 
мг/мл*

МКХ ДКХ ƩМКХ ƩДКХ

3CQA 5+4CQA 3,4diCQA 3,5diCQA 1,5diCQA 4,5diCQA mCQAc diCQAs

Мате Pipore 26.3–27.6 29.7–32.6 5.0–5.6 22.9–25.9 Нет 12.2–13.3 56.0–59.2 40.8–43.9 0.75–0.87
Pajarito 23.1–26.8 33.6–34.0 5.0–7.6 23.2–23.5 Нет 10.7–12.0 57.2–60.8 39.2–42.8 0.76–0.78

Кофе Молотый 17.6–19.1 69.2–73.2 1.6–4.1 2.5–4.0 Нет 3.5–4.3 88.3–90.9 9.1–11.7 0.26–0.31
Раствори-
мый

16.8–17.0 73.2–73.4 2.7–2.8 3.7–3.8 Нет 3.3–3.4 90.0–90.1 9.9–10.0 0.12–0.13

Зеленый 18.0–18.7 72.1–72.5 2.7–2.8 2.7–3.9 Нет 3.2–3.3 90.2–91.2 8.8–9.8 0.45–0.46
Артишок Herbal 7.5–7.7 51.4–51.8 4.8–4.9 11.2–11.6 12.2–12.4 12.5–12.6 58.8–60.0 40.0–41.2 0.16–0.18

Actisco 4.9–5.7 45.1–48.6 4.0–4.2 11.5–12.9 21.4–22.7 8.7–10.2 50.0–54.4 45.6–50.0 0.16–0.17
Консерви-
рованный

1.1–2.5 13.7–19.7 4.0–4.3 34.2–41.9 27.7–30.0 9.3–11.7 14.8–22.2 77.8–85.2 0.12–0.13
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тающийся ценным биологически активным ве-
ществом, – единственная ДКХ-кислота, полу-
чившая специальное название – цинарин [20].

Исследование выполнено при финансовой под-
держке РФФИ в рамках научного проекта № 20-
33-90031.
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Существующая в настоящее время в ИНХС
РАН лаборатория спектральных и хроматографи-
ческих исследований прошла длительный путь
развития. Она была создана в 1943 г. как лабора-
тория физико-химических методов, в которой ос-
новные направления исследований были связаны
с разработкой и использованием разнообразных
спектральных методов при изучении нефти и
нефтепродуктов. Длительное время заведующим
лабораторией был д. х. н. М.М. Кусаков (фото 1),
после кончины которого руководство осуществ-
лял к. х. н. А.Ю. Кошевник. В середине 1970-х гг.
лаборатория пополнилась эффективным обору-
дованием, что позволило начать ранее не прово-
дившиеся в институте масс-спектрометрические
исследования. В 1983 г. лаборатория была пере-
именована в лабораторию спектральных исследо-
ваний, которую возглавил защитивший к тому
времени докторскую диссертацию В.Г. Заикин –
один из наиболее известных специалистов в обла-
сти органической масс-спектрометрии нашей
страны, отмечающий в этом году 80-летний юби-
лей (фото 2).

В 1963 г. была создана лаборатория хромато-
графии. Заведующим лабораторией был назначен
В.Г. Березкин (фото 1), в тот момент еще канди-

дат наук; он руководил коллективом почти 40 лет.
С 2002 г. руководить лабораторией стал д. х. н.
А.А. Курганов (фото 3). В 2018 г. лаборатория хро-
матографии была объединена с лабораторией
спектральных исследований. В настоящий мо-
мент лабораторию возглавляет к. х. н. Р.С. Бори-
сов, а входящую в ее состав группу хроматогра-
фии – к. х. н. А.Ю. Канатьева. В состав лаборато-
рии входят 16 научных сотрудников, включая
главных научных сотрудников – В.Г. Заикина и
А.А. Курганова. Активно идет омоложение кад-
рового состава: средний возраст научных сотруд-
ников снижается за счет привлечения молодых
кандидатов наук, выполнявших свои работы не-
посредственно в лаборатории. За последние не-
сколько лет было защищено четыре кандидатские
диссертации, готовятся к защите два выпускника
аспирантуры, по специальностям “Органическая
химия” и “Нефтехимия” обучаются три аспи-
ранта.

Лаборатория оснащена современным анали-
тическим оборудованием, включая масс-спек-
трометры с одномерным и двумерным газохромато-
графическим вводом, масс-спектрометр МАЛДИ,
различные системы ВЭЖХ. Эти приборы позво-
ляют решать широкий круг задач по анализу по-
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лучаемых в институте продуктов переработки
нефти и синтеза высокомолекулярных соедине-
ний, а также сырья для соответствующих процес-
сов. Лаборатория активно ведет и собственную на-
учную работу, направленную на развитие новых
подходов к более эффективному использованию

“мягких” ионизационных методов в масс-спектро-
метрии, изучение возможности применения дву-
мерной газовой хроматографии/масс-спектромет-
рии для решения разнообразных химмотологиче-
ских задач, разработку и изучение свойств новых
стационарных хроматографических фаз.

Спектральные исследования. В первые десяти-
летия существования лаборатории значительная
часть исследовательских и аналитических работ

Фото 1. Доктор химических наук Михаил Михайлович Кусаков (1910–1971) и доктор химических наук, профессор, ла-
уреат Государственной премии СССР, Заслуженный деятель науки РФ Виктор Григорьевич Березкин (1931–2021).

Фото 2. Доктор химических наук, профессор Влади-
мир Георгиевич Заикин.

Фото 3. Доктор химических наук Александр Алексан-
дрович Курганов.
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выполнялась с помощью разнообразных инстру-
ментальных методов, однако спектральные мето-
ды (колебательная и электронная спектроскопия,
спектроскопия ЯМР) занимали ведущее положе-
ние. В это время многие важные научные резуль-
таты были получены с участием высококвалифи-
цированных кандидатов наук: И.К. Богатыревой,
А.Н. Кислинского, А.Ю. Кошевник, И.М. Коше-
левой, Н.А. Кубасовой, Н.М. Лубман, Л.И. Меке-
ницкой, Д.Н. Некрасова, В.Д. Оппенгейм,
Э.А. Разумовской, Н.А. Тарасенко, В.Л.Ходжае-
вой, Н.А. Шиманко, М.В. Шишкиной. В частно-
сти, были разработаны подходы к определению
структурно-группового состава нефтяных фрак-
ций (особенно тяжелых остаточных фракций: ва-
куумного газойля, газойля каталитического кре-
кинга, гудронов, битумов, асфальтенов) с ис-
пользованием спектроскопии ЯМР на ядрах 1Н и
13С (определение числа ароматических, нафтено-
вых и алифатических атомов углерода, распреде-
ление углерода по моно-, би- и полициклическим
соединениям, характер разветвления в алифати-
ческих цепях). Был разработан метод ИК-дихро-
изма для исследования ориентационных свойств,
фазовых и конформационных переходов низко-
молекулярных жидких кристаллов и полимеров с
боковыми мезогенными группами. Методом ИК-
спектроскопии изучено старение практически
важных полимерных систем. С использованием
методов квантовой химии интерпретированы
матричные ИК-спектры нестабильных интерме-
диатов пиролиза напряженных кремнийоргани-
ческих гетероциклов (к. х. н. В.Г. Авакян).

С приходом в лабораторию к. х. н. В.Г. Заики-
на в начале 1970-х годов были начаты широкие
масс-спектрометрические и хромато-масс-спек-
трометрические исследования разнообразных
органических соединений и их смесей, имеющих
прямое отношение к нефти, продуктам ее превра-
щений и нефтехимического синтеза (алифатиче-
ские и алициклические углеводороды, нефтяные
биомаркеры, N-, O-, S-, Si (Ge)-содержащие со-
единения). Наряду с многочисленными работами
по собственно анализу проводились методиче-
ские исследования. Так, в результате системати-
ческого масс-спектрометрического исследования
стереоизомеров в ряду циклических углеводоро-
дов и гетероциклических соединений сформули-
рованы закономерности, обусловливающие сте-
реоспецифичность фрагментации при ионизации
электронами. Разработаны высоковоспроизводи-
мые методы измерения энергий ионизации с ис-
пользованием фотоионизационной масс-спектро-
метрии, позволяющие определять термодинамиче-
ские характеристики органических соединений.

С конца 1970-х гг. в лабораторию пришел вы-
сококвалифицированный специалист в области
органической химии к. х. н. А.И. Микая (фото 4),

который начал разработку принципиально новой
разновидности комбинированного метода газо-
вой хроматографии/масс-спектрометрии, на-
званной “реакционной ГХ/МС”. Она основана
на включении химического или физико-химиче-
ского превращения аналитов непосредственно в
системе ввода хромато-масс-спектрометра с ис-
пользованием газофазных реакций. Данный ме-
тод гораздо менее времязатратный по сравнению
с проведением подобных предварительных реак-
ций в растворе и позволяет оперировать с суб-
микрограммовыми количествами аналитов. При
этом регистрируются масс-спектры продуктов
превращения, содержащих дополнительную ин-
формацию о структуре модифицируемых анали-
тов. Многочисленными исследованиями показа-
но, что для химического превращения удобно
применять реакции гидрирования, дегидрирова-
ния, окисления, обменные реакции, включая
H/D-обмен. Эти реакции осуществляются в ин-
жекторе газового хроматографа, в газофазном
микрореакторе, размещенном перед хроматогра-
фической колонкой или между колонкой и масс-
спектрометром, а также непосредственно в ко-
лонке. Эффективность разработанного подхода
была продемонстрирована на примере обнаруже-
ния и определения олефинов, малых карбоцик-
лов, нафтеновых углеводородов, спиртов, цили-
ческих сульфидов. Особым направлением в этих
исследованиях явилось изучение направленности
и механизмов гетерогенно-каталитических про-

Фото 4. Доктор химических наук Анзор Иванович
Микая.
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цессов, реализуемых в микрореакторах, которые
устанавливались на входе системы ГХ/МС. При
этом для изучения процессов гидрирования и
конденсации применялись водород и дейтерий
как газы-реагенты и газы-носители. Одним из
важных результатов этих работ явилось обнару-
жение новой каталитической реакции конденса-
ции циклических спиртов и кетонов, сопровож-
дающейся образованием сочлененных би- и по-
лициклических углеводородов. По результатам
этих исследований, которые в дальнейшем про-
должались совместно с лабораторией каталитиче-
ского синтеза, получены авторские свидетель-
ства. Комплекс отмеченных исследований лег в
основу докторской диссертации А.И. Микая.

В начале 1990-х гг. под руководством В.Г. Заи-
кина и Н.А. Платэ были начаты исследования,
направленные на использование пиролитической
ГХ/МС с включением импульсных пиролизеров
для определения микроструктуры полимеров (ха-
рактер и способ соединения звеньев сополимеров,
разветвление, концевые группы, дифференциация
статистических, чередующихся и блок-сополиме-
ров и др.). Различные элементы микроструктуры
полимеров определялись при математической
обработке хроматографических и масс-спектро-
метрических данных на основе теории Маркова и
по выходу разнообразных диадных, триадных,
тетрадных продуктов пиролиза. В частности, дан-
ный метод был использован для исследования
структуры гомо- и сополимеров винилциклогек-
сана, стирола, акрилонитрила, бутадиена, изо-
прена, получаемых различными способами.

В 1992 г. д. х. н. А.И. Микая, широко извест-
ный и высококвалифицированный специалист в
области органической химии и масс-спектромет-
рии, был приглашен на работу в Национальный
институт стандартов и технологий (Гейтерсбург,
США) для усовершенствования, улучшения ка-
чества и расширения высокоэффективной масс-
спектральной базы NIST/EPA/NIH. К решению
этих задач на контрактной основе подключились
и сотрудники лаборатории спектральных иссле-
дований ИНХС. В ходе этих исследований под ру-
ководством В.Г. Заикина были разработаны новые
дериватизирующие агенты (например, хлорангид-
риды циклоалканкарбоновых кислот, циклоорга-
носилилхлориды), синтезированы производные
разнообразных полезных органических соедине-
ний, получены их масс-спектры ионизации элек-
тронами, которые значительно увеличили объем
базы. С использованием общих теоретических
представлений, эмпирических масс-спектральных
правил и разнообразного компьютерного сопро-
вождения проведена “ручная” оценка качества
каждого спектра в базе, их необходимая коррек-
тировка или исключение некорректных масс-
спектров. В результате более чем двадцатилетнего
сотрудничества с американскими учеными уда-

лось существенно усовершенствовать и значи-
тельно расширить высококачественную базу
масс-спектров, ставшую наиболее популярной в
мировой исследовательской практике.

В процессе многосторонних исследований
совместно с американскими учеными были обна-
ружены новые неожиданные процессы диссоциа-
ции, которые могут быть полезны при интерпрета-
ции новых масс-спектров соединений, синтезируе-
мых или обнаруживаемых в различных матрицах. В
частности, такие реакции обнаружены в случае ме-
токсиацетатов спиртов, бис(перфторацильных)
производных изомерных фенилендиаминов, гид-
рокси- и меркаптобензенаминов, N-алкилсуль-
фабензамидов.

С начала 2000 г. в систематические исследова-
ния включился Р.С. Борисов, по результатам ра-
бот лаборатории защитивший кандидатскую дис-
сертацию. В последующем он предложил занять-
ся исследованиями в области использования
дериватизационных принципов в масс-спектро-
метрии с “мягкими” методами ионизации (матрич-
но-активированная лезерная десорбция/иониза-
ция (МАЛДИ), ионизация электрораспылением
(ИЭР), прямой анализ в реальном времени (DART).
Метод масс-спектрометрии МАЛДИ, в том числе
в тандемном варианте (разложение после источ-
ника), был успешно применен к характеристике
полиамидов (молекулярно-массовое распределе-
ние, последовательность звеньев, природа конце-
вых групп). В этих исследованиях, а также в рабо-
те с силсесквиоксанами показана эффективность
предварительной дериватизации (силилирова-
ние, ацилирование, алкилирование). Для опреде-
ления числа свободных аминогрупп в полиэтиле-
ниминах было предложено использовать реак-
цию с альдегидами, ведущую к образованию
оснований Шиффа, которые обладают высокой
эффективностью ионизации.

Дальнейшие исследования были направлены
на разработку приемов химической модифика-
ции с введением фиксированного ковалентно-
связанного заряда при обнаружении и определе-
нии различных соединений в смесях перечислен-
ными выше масс-спектрометрическими метода-
ми. Одна из первых работ, выполненная в этом
направлении, была посвящена созданию высоко-
чувствительного и экспрессного метода характе-
ризации и определения молекулярно-массового
распределения полиэтиленов с терминальными
атомами галогена методом масс-спектрометрии
МАЛДИ. Предварительная дериватизация этих
субстратов триарилфосфинами, триалкиламина-
ми и некоторыми N-гетероаренами позволила
количественно синтезировать соответствующие
ониевые соли, катионные части которых легко
десорбировались в условиях МАЛДИ, обеспечи-
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вая регистрацию высококачественных масс-
спектров.

Данный принцип химической модификации
назван Р.С. Борисовым и В.Г. Заикиным “дери-
ватизацией с генерацией заряда”. Именно он был
положен в основу большой серии фундаменталь-
ных исследований по разработке и испытанию раз-
личных реагентов, обеспечивающих этот тип пре-
вращений для масс-спектрометрии с МАЛДИ,
ИЭР, DART. Очень важной была разработка хи-
мической модификации этого типа с использова-
нием бифункциональных реагентов, один конец
молекул которых содержал группу, обеспечиваю-
щую взаимодействие с конкретной функцио-
нальной группой аналита, а другой являлся ми-
шенью для генерации заряда с образованием ам-
мониевых, фосфониевых, сульфониевых солей.
Результаты показали, что предложенные дерива-
тизационные подходы позволяют существенно
увеличить выход ионов. Было обнаружено, что
такая модификация может протекать и непосред-
ственно в источнике ионов масс-спектрометра
DART, давая возможность разрабатывать исклю-
чительно экспрессные методы анализа.

Лаборатория спектральных исследований ак-
тивно принимает участие в работе Всероссийско-
го масс-спектрометрического общества (ВМСО).
Почетный член ВМСО Владимир Георгиевич За-
икин стоял у истоков этой организации, и с мо-
мента организации печатного органа ВМСО жур-
нала “Масс-спектрометрия” является его бес-
сменным главным редактором. В.Г. Заикин и
Р.С. Борисов избирались президентами ВМСО, а
также входят в состав его совета. В 2021 г. решени-
ем Съезда ВМСО В.Г. Заикин награжден медалью
“За выдающиеся заслуги в области масс-спектро-
метрии”.

Исследования в области хроматографии. Пер-
вые десятилетия работы лаборатории хромато-
графии неразрывно связаны с именем ее первого
руководителя В.Г. Березкина. Под его руковод-
ством в лаборатории велись теоретические и при-
кладные исследования, направленные в первую
очередь на развитие только входящего в тот мо-
мент в аналитическую практику газохроматогра-
фического метода. Сотрудниками лаборатории
под руководством В.Г. Березкина была разрабо-
тана аддитивная теория удерживания в газожид-
костной хроматографии, которая учитывала не
только распределение сорбатов в системе газ–не-
подвижная жидкая фаза, но и адсорбцию на по-
верхностях раздела фаз в хроматографической
системе. Согласно аддитивной теории, хромато-
графический процесс в реальной ГЖХ необходи-
мо рассматривать с точки зрения равновесия
между тремя компонентами: газ–неподвижная
жидкая фаза (НЖФ)–твердый носитель, считая
неподвижную фазу многокомпонентной много-

фазной системой. В работах этого периода была
предложена равновесная теория для относитель-
ных величин удерживания, которые практически
не зависят от условий эксперимента и могут рас-
сматриваться как хроматографические констан-
ты: инвариантного логарифмического индекса
удерживания Iio и инвариантного относительного
удерживания сорбата risto, а также предложены
методы определения этих величин, основанные
на зависимости их значений от эффективной тол-
щины слоя НЖФ в хроматографической колон-
ке. Развитие представлений об адсорбционных
явлениях в ГЖХ продолжилось в дальнейших ра-
ботах лаборатории: была подробно рассмотрена
адсорбция на границе НЖФ–твердый носитель,
проведено экспериментальное построение изо-
терм адсорбции, определение теплот адсорбции,
а существование сорбционных явлений на грани-
це между жидкой фазой и твердым носителем бы-
ло подтверждено независимыми нехроматогра-
фическими методами. Были выведены уравне-
ния, описывающие одновременную абсорбцию и
адсорбцию аналита на реальном сорбенте и про-
верено их согласование с практикой, рассмотре-
но влияние сорбции аналита на межфазных гра-
ницах на относительные величины удерживания,
подробно изучены адсорбционные явления на
межфазных границах в только входивших в лабо-
раторную практику капиллярных колонках.
В своих воспоминаниях В.Г. Березкин отмечал,
что “основные научные результаты были получе-
ны благодаря активной работе многих сотрудни-
ков лаборатории, прежде всего В.С. Гавричева,
В.М. Фатеевой, В.П. Пахомова, Т.П. Поповой,
В.Е. Ширяевой. Особенно следует отметить вклад
А.А. Королева, который много лет поддерживал
хроматографическое оборудование лаборатории
в работоспособном состоянии. Впервые в мире
он выполнил экспериментальные работы, дока-
завшие важную роль адсорбционных явлений в
капиллярной газожидкостной хроматографии, а
также используемого газа-носителя в капилляр-
ной газовой хроматографии”.

Большое внимание в лаборатории уделялось и
развитию высокоэффективной капиллярной га-
зовой хроматографии, позволяющей осуществ-
лять разделение весьма сложных многокомпонент-
ных смесей. Были предложены методы получения
капиллярных колонок с удельной эффективностью
до 30000 ТТ/м, которые были внедрены в практику.
В 1970-е г. работы лаборатории были направлены
как на решение различных конкретных аналити-
ческих задач, так и на развитие хроматографиче-
ского метода в целом. Публикации этого периода
охватывают три больших направления: исследо-
вание полимеров и непосредственно связанное с
ним развитие метода обращенной газовой хрома-
тографии, разработка теории реальной ГХ и раз-
работка газохроматографических методик для
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определения различных веществ. Сотрудниками
лаборатории был предложен хроматографиче-
ский экспресс-метод определения термической и
термоокислительной стабильности полимеров,
изучено изменение хроматографических свойств
различных сорбентов при повышенной темпера-
туре, предложен хроматографический метод
определения степени разветвления полимера на
примере исследования полиэтиленимина, изучен
процесс старения капиллярных колонок и влия-
ние его на получаемые результаты. Были опубли-
кованы работы, посвященные расчету времен
удерживания олефинов в газожидкостной хрома-
тографии, анализу газообразных смесей, содер-
жащих оксиды азота, определению легколетучих
примесей в фармпрепаратах, а также примесей в
изопрене, идентификации продуктов синтеза ви-
таминов на основе характеристик удерживания.
Большая серия работ была посвящена примене-
нию хроматографии в нефтехимии. Проведенные
исследования позволили значительно расширить
возможности применения хроматографического
метода и продемонстрировали широкие перспек-
тивы его внедрения в аналитическую практику.

Важным направлением работы лаборатории
стало развитие приборного обеспечения хрома-
тографического метода. Впервые в нашей стране
сотрудниками лаборатории хроматографии сов-
местно со специалистами Научно-исследователь-
ского института электровакуумного стекла были
разработаны гибкие инертные высокоэффектив-
ные кварцевые капиллярные колонки, было
предложено устройство для заполнения таких ко-
лонок. В 1976 г. были опубликованы результаты
работы по приготовлению медных и латунных ка-
пиллярных колонок для газовой хроматографии,
а затем работы, посвященные исследованию
свойств заполненных сорбентом капиллярных
колонок в газовой хроматографии.

В 1980–1990-х гг. в лаборатории разрабатыва-
лась тематика, связанная с тонкослойной хрома-
тографией, ГЖХ с использованием паров воды в
составе подвижной фазы (парофазная хромато-
графия), продолжались работы в области теории
и хроматографического приборостроения.
В.Г. Березкин и С.Л. Болотов опубликовали цикл
работ по тонкослойной хроматографии с малоле-
тучими подвижными фазами, в которых были ис-
следованы особенности течения высококипящих
подвижных фаз, влияние температуры на характе-
ристики удерживания в такой системе. В рамках
тематики планарной хроматографии рассматрива-
лись возможности применения ТСХ для концен-
трирования малолетучих минорных органических
соединений, была показана возможность концен-
трирования примесей тяжелых металлов в воде.
В работах сотрудников лаборатории было предло-
жено использование кристаллогидратов в качестве
селективных НФ в газовой хроматографии, а также

применение водных растворов неорганических со-
единений, например гидроксида калия, в каче-
стве подвижной фазы в парофазной хроматогра-
фии. Использование НФ этого типа позволило
проводить высокоселективные разделения орга-
нических соединений, в частности аминов.

В 2002 г. заведующим лабораторией стал док-
тор химических наук А.А. Курганов, а в 2005 г. в
число сотрудников лаборатории вошла А.Ю. Ка-
натьева, в 2007 г. защитившая кандидатскую дис-
сертацию. В последние годы в лаборатории ак-
тивно проводятся исследования монолитных
сорбентов для газовой и жидкостной хроматогра-
фии. Монолитные колонки в жидкостной хрома-
тографии, в отличие от традиционных, заполнен-
ных гранулированным сорбентом, обладают уни-
кальной морфологией стационарной фазы:
размер транспортных пор в структуре монолита
не зависит от размера доменных частиц полиме-
ра, определяющих эффективность разделения,
поэтому монолитные сорбенты в жидкостной
хроматографии дают возможность получения вы-
сокоэффективных колонок, содержащих мелкие
частицы, которые в то же время не требуют для
своей работы применения высоких давлений.
В лаборатории активно проводилось исследова-
ние физико-химических свойств монолитных ка-
пиллярных колонок в зависимости от условий их
получения, что позволило выявить закономерно-
сти формирования структуры сорбентов, необхо-
димой для достижения быстрых и высокоэффек-
тивных разделений.

Исследованы физико-химические параметры
ионных и неионных монолитных матриц и ка-
пиллярных колонок на их основе и предложен
метод получения высокоэффективных монолит-
ных ионообменных капиллярных колонок с оп-
тимальной структурой монолита для проведения
эффективных и селективных анализов в ионной
хроматографии. Показано, что пористость, про-
ницаемость монолитов и импеданс колонок в
первую очередь определяются условиями синте-
за, такими как температура и время полимериза-
ции, относительные количества (со)мономеров в
полимеризационной смеси, наличие сшивающе-
го агента в исходной полимеризационной смеси,
тип инициатора и способ полимеризации (фото-
или термоинициируемый процесс). При этом в
области ионной хроматографии селективность и
ионная емкость сорбента зависят от типа исполь-
зуемого аминирующего реагента, и изменение
состава этого агента позволяет получать колонки
с заданными характеристиками. Под руковод-
ством А.А. Курганова были приготовлены моно-
литные капиллярные колонки на основе поляр-
ных и неполярных мономеров, пористая структу-
ра которых позволила проводить молекулярно-
массовый анализ полимерных образцов в широ-
ком диапазоне молекулярных масс с высоким



582

ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 77  № 6  2022

БОРИСОВ, КАНАТЬЕВА

разрешением с использованием несорбционного
механизма. С использованием приготовленных
сорбентов удалось реализовать разделение поли-
меров методом эксклюзионно-гидродинамиче-
ской хроматографии и продемонстрировать ис-
пользование этого метода для определения моле-
кулярно-массовых характеристик полимеров.
В дальнейшем с использованием разработанных
монолитных фаз сотрудниками лаборатории ис-
следовано поведение полимеров сверхвысокой
молекулярной массы (до 1 млн Да) в узких кана-
лах и показано, что необычное поведение анали-
тов этого типа в хроматографических системах
связано с конформационным переходом
глобула – вытянутая конформация (coil-streth
transition), приводящим к расщеплению хромато-
графического пика при высоких скоростях пото-
ка элюента. Изменения профиля элюирования
полимеров могут быть описаны в рамках модели
реакционной хроматографии при условии рас-
смотрения конформационного перехода как об-
ратимой химической реакции. Применение этого
подхода позволило рассчитать константы скоро-
сти прямой и обратной реакций взаимопревра-
щения конформеров и определить условия про-

ведения анализа молекулярно-массового распре-
деления синтетических полимеров сверхвысокой
молекулярной массы хроматографическими ме-
тодами.
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