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Ионные жидкости (ИЖ) находят широкое применение в методах разделения, таких как хромато-
графия и капиллярный электрофорез, благодаря своим уникальным свойствам. В обзоре обсужда-
ются перспективы применения ИЖ на основе имидазола в качестве модификаторов электрофоре-
тической системы в капиллярном зонном электрофорезе, мицеллярной и микроэмульсионной
электрокинетической хроматографии при определении биологически активных веществ (амино-
кислоты, катехоламины, стероидные гормоны, полифенольные антиоксиданты). Рассмотрены но-
вые подходы к селективному электрофоретическому определению и эффективному онлайн-кон-
центрированию аналитов с участием имидазолиевых ИЖ; примеры применения разработанных
подходов для анализа природных объектов (моча, плазма, экстракты растений).
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Ионные жидкости (ИЖ) представляют собой
обширный класс органических солей со слабо ко-
ординированными ионами, имеющие температу-
ру плавления ниже 100°С. Есть соли, которые су-
ществуют в жидком состоянии при комнатной
температуре или ниже; их называют “room tem-
perature – ionic liquids” (RTILs). Ионные жидко-
сти состоят из объемного органического катиона
и органического или неорганического аниона
(рис. 1) [1].

Изменение катионно-анионного состава вли-
яет на гидрофобность, вязкость, протонные–
апротонные свойства ИЖ. Ионные жидкости на-
ходят широкое применение в капиллярном элек-
трофорезе [2–6] благодаря своим уникальным
физико-химическими свойствам [1, 7]. Возмож-
ные взаимодействия (гидрофобные, ион-диполь-
ные, π–π-взаимодействия, образование водород-
ных связей) ИЖ с аналитами влияют на их эф-
фективность и селективность разделения. Кроме
того, ИЖ относят к “зеленым” растворителям:
они нетоксичны, характеризуются низким давле-
нием насыщенных паров, минимально загрязня-
ют окружающую среду [1].

Первоначально ИЖ использовали в качестве
модификаторов в составе фонового электролита
[8, 9]. Позднее было показано, что они могут вы-

полнять самые разные функции в условиях ка-
пиллярного электрофореза (КЭ): блокировать си-
ланольные гидроксильные группы на стенках
кварцевого капилляра, предотвращая сорбцию ос-
новных аналитов; динамически или ковалентно
модифицировать стенки кварцевого капилляра
[10–13]; выступать в качестве ион-парного агента;
создавать хромофорный фон, позволяя обнаружи-
вать непоглощающие в УФ-области спектра соеди-
нения в условиях косвенного детектирования;
участвовать в формировании псевдостационарной
фазы (мицеллярной или микроэмульсионной),
обеспечивая разделение нейтральных аналитов, а
также в процессах онлайн-концентрирования опре-
деляемых веществ [6, 14–16]; выполнять роль хи-
рального селектора при разделении энантиомеров
[17–19]. Наибольшее применение в методах раз-
деления получили ИЖ на основе имидазолия [6].

Динамическая модификация капилляра. Осо-
бый интерес представляют ИЖ, содержащие
большой алкильный радикал. Введение ИЖ на
основе имидазола в состав фонового электролита
в условиях КЭ приводит к динамической моди-
фикации стенок кварцевого капилляра, а при
определенных концентрациях (выше критиче-
ской концентрации мицеллообразования, ККМ)
ионные жидкости, подобно поверхностно-актив-
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ным веществам (ПАВ), способны образовывать
мицеллы [10, 11, 16]. Все это открывает новые воз-
можности для регулирования эффективности и
селективности разделения аналитов различной
природы [6].

Исследовано влияние ионных жидкостей
С12MImCl и C16MImCl на электрофоретические
параметры миграции гидрофильных аналитов
(биогенные амины адреналин, норадреналин,
норметанефрин и дофамин, аминокислоты), а
также гидрофобных аналитов (стероидные
гормоны кортизол, кортизон, кортикостерон,
11-дезоксикортизол, 11-дезоксикортикостерон)
при разных значениях рН (2.0, 9.3) фонового
электролита [20–22]. Указанные соединения
представляют собой биологически активные ве-
щества, играющие важную роль при диагностике
заболеваний нервной, сердечно-сосудистой и эн-
докринной систем.

В случае катехоламинов и аминокислот (ионо-
генные аналиты) реализован режим зонного ка-
пиллярного электрофореза (КЗЭ). Аминокисло-
ты и катехоламины при рН фонового электролита
ниже 7 заряжены положительно и в условиях КЗЭ
мигрируют в направлении катода за счет соб-

ственных электрофоретических подвижностей.
При введении ионной жидкости в состав фоново-
го электролита в концентрации, меньшей чем
ККМ (<12.15 мМ) происходит динамическая мо-
дификация стенок кварцевого капилляра, элек-
троосмотический поток (ЭОП) обращается и уве-
личивается эффективность как в случае электро-
форетического определения аминокислот, так и
катехоламинов в 2–3 раза за счет предотвращения
сорбции основных аналитов (табл. 1).

Ионные жидкости – модификаторы мицелл и
микроэмульсий. Стероидные гормоны являются
нейтральными и гидрофобными соединениями и
могут быть определены лишь в режиме мицелляр-
ной (МЭКХ) или микроэмульсионной электро-
кинетической хроматографии (МЭЭКХ). В этом
случае ионная жидкость должна выполнять роль
либо агента, образующего мицеллы или микро-
эмульсию (концентрация превышает ККМ), либо
модификатора псевдостационарной фазы (ПСФ),
образованной другим детергентом. Нами в услови-
ях МЭКХ и МЭЭКХ исследованы оба варианта при
разделении кортикостероидов [23, 24].

Ионные жидкости в мицеллярной электрокине-
тической хроматографии. При концентрации
ИЖ, превышающей значение ККМ, реализуется

Рис. 1. Структуры типичных катионов и анионов, используемых в протонных, апротонных, дикатионных, полимер-
ных и магнитных ионных жидкостях. Катионы (верхний ряд, слева направо): замещенный аммоний, пирролидиний,
1-метил-3-алкилимидазолий, 1,3-бис[3-метилимидазолий-1-ил]-алкан; (второй ряд) фосфоний, пиридиний, по-
ли(диаллилдиметиламмоний), металлический (M+) тетраглим. Анионы (третий ряд): галогениды, формиат,
нитрат, гидросульфат, гептафторбутират, бис(пентафторметилсульфанил)имид, тетрафторборат; (нижний ряд) тио-
цианат, гексафторфосфат, трис(пентафторэтил)трифторфосфат, дицианамид, поли(фосфоновая кислота), тетра-
хлорферрат [1].
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режим мицеллярной электрокинетической хро-
матографии. В этом случае селективность разде-
ления аминокислот и катехоламинов увеличива-
ется. Рост факторов селективности связан с реа-
лизуемыми взаимодействиями аналитов с
псевдостационарной фазой – гидрофобной
внутренней полостью сформированной мицел-
лы и π–π-взаимодействиями с имидазольным
кольцом. Селективное разделение стероидных
гормонов с применением ИЖ в качестве мицелл
удалось осуществить путем добавления 2-гидрок-
сипропил-β-циклодекстрина в фоновый элек-
тролит [23]. Он может образовывать комплексы
включения с аналитами, что определяется глав-
ным образом стерическими факторами, гидро-
фобными взаимодействиями, возможным обра-
зованием водородных связей и эффектами соль-
ватации. Полученные результаты сопоставлены
с влиянием традиционно используемого катион-
ного детергента – цетилтриметиламмоний бро-
мида и показано, что применение ИЖ обеспечи-
вает более высокие значения эффективностей.

Таким образом, введение ИЖ в состав фоно-
вого электролита позволило снизить пределы об-
наружения (ПО) при разделении стероидов, ка-
техоламинов и аминокислот, однако чувстви-
тельность метода КЭ оказалось недостаточной
для определения этих аналитов в реальных объек-
тах, поскольку содержания катехоламинов и сво-
бодных кортикостероидов в биологических жидко-
стях находятся на уровне нг/мл. Именно поэтому
требовалось выявить возможности различных ва-
риантов онлайн-концентрирования с участием ИЖ
(стэкинг с усилением поля, стэкинг с усилением
поля с водной пробкой, динамический рН-скачок,
свипинг и др.) и/или, в случае необходимости,
предложить новые способы.

Ионные жидкости в процессах онлайн-концен-
трирования в мицеллярной электрокинетической
хроматографии. Сочетание процессов онлайн-

концентрирования с применением в составе фо-
нового электролита веществ, способных блоки-
ровать силанольные группы кварцевого капилля-
ра и тем самым устранять или снижать сорбцию
определяемых соединений, может сопровождать-
ся ростом эффективности и селективности разде-
ления, а также снижением пределов обнаружения
до значений, достаточных для определения сле-
довых количеств диагностически важных анали-
тов в биологических жидкостях.

Проведен поиск условий электрофоретиче-
ского онлайн-концентрирования катехоламинов
и стероидных гормонов в МЭКХ с участием ИЖ
C12MImCl и C16MImCl (стэкинг с усилением по-
ля, стэкинг с введением водной пробки, сви-
пинг); установлены факторы, влияющие на про-
цесс онлайн-концентрирования аналитов: время
ввода и состав раствора пробы (вода, органиче-
ский растворитель, добавки циклодекстринов,
ИЖ, додецилсульфата натрия (ДДСН)), концен-
трация и природа фонового электролита [23, 25].

Выявлены возможности интересного варианта
свипинга с высокопроводящей матрицей пробы с
участием ионной жидкости C16MimCl (рис. 2а)
[23, 25]. Установлено, что использование высоко-
проводящей матрицы пробы и введение ИЖ
С16MImCl в состав фонового электролита при-
водит к значительному росту эффективности до
~1 × 106 т.т., что обеспечило снижение ПО катехола-
минов до 50 нг/мл, стероидов – до 25–100 нг/мл и
возможность их определения в реальных объектах.
Факторы концентрирования составили 40–48 для
стероидов и 83–112 для катехоламинов. Метод ос-
нован на предварительном концентрировании
псевдостационарной фазы (мицелл ИЖ и ДДСН)
на границе с высокопроводящей зоной пробы, что
обеспечивает увеличение эффективности процесса
свипинга с участием ИЖ (рис. 2б). Показано, что
эффективность свипинга в значительной степени

Таблица 1. Условия электрофоретического разделения и пределы обнаружения катехоламинов, аминокислот и
стероидов без добавки и с добавкой ионной жидкости в фоновый электролит

* Додецилсульфат натрия, ** предел обнаружения, *** 2-гидроксипропил-β-циклодекстрин.

Условия КЭ Катехоламины Стероидные гормоны

Без введения 
ионной жидкости

Фоновый электролит 50 мМ ацетатно-аммонийный 
буферный раствор (pH 4.0)

25 мМ фосфатный буферный 
раствор (рН 2.5), 25 мМ ДДСН*,
5 М мочевины

Эффективность тыс. т.т. 75–80 200–230
ПО** 3–4 мкг/мл 5 мкг/мл

С введением 
ионной жидкости

Фоновый электролит 50 мМ ацетатно-аммонийный 
буферный раствор (pH 4.0),
0.5 мМ С16MImCl

25 мМ ацетатно-аммиачный буфер-
ный раствор (рН 4.0), 15 мМ 
С16MImCl, 12 мМ ГП-β-ЦД***

Эффективность тыс. т.т. 210–410 250–750
ПО 1–2 мкг/мл 2 мкг/мл
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Рис. 2. (а) Электрофореграмма стероидных гормонов (0.5 мкг/мл) (МЭКХ; С16MImCl в составе фонового электроли-
та). Условия: прибор “Капель-105”; ввод пробы: 100 с × 30 мбар; фоновый электролит: 25 мМ ацетатный буферный
раствор (рН 4.0), 25 мМ ДДСН, 0.5 мМ С16MImCl, 15% CH3OH. Раствор пробы: 60 мМ ацетатный буферный раствор
(рН 4.0). Капиллярный электрофорез: –20 кВ, 242 нм. (б) Схема механизма концентрирования стероидных гормонов
в условиях свипинга c высокопроводящей матрицей пробы [23]. Стероидные гормоны: кортизол (F), кортизон (E),
11-дезоксикортизол (S), 11-дезоксикортикостерон (DOC), 11-дегидрокортикостерон (B).
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зависит от концентрации буфера в растворе об-
разца. В случае катехоламинов ИЖ С16MImCl вы-
полняла роль мицеллообразующего агента, при
разделении стероидов ИЖ использовались как
модификаторы мицелл, образованных ДДСН.
Выбранный электрофоретический режим реали-
зован при анализе мочи и сыворотки крови.

Биогенные амины и стероидные гормоны в
моче и крови находятся в двух формах: свободной
и связанной. Биологической активностью обла-
дает только свободная фракция, поэтому гидро-
лиз конъюгатов не проводили.

Предложена [23] схема электрофоретического
определения (МЭКХ) стероидных гормонов в ре-
альных объектах (моча) с введением ионной жид-
кости C16MImCl в фоновый электролит (25 мМ
ацетатно-аммиачный буферный раствор, 25 мМ
ДДСН и 15 об. % метанола) и внутрикапилляр-
ным онлайн-концентрированием. Пробоподго-
товка включала жидкостную экстракцию анали-
тов с использованием хлороформа в случае мочи
и дихлорметана в случае сыворотки крови. Сте-

пень извлечения стероидов составила 89–95.1%,
ПО – 3–5 нг/мл, что достаточно для определения
эндо- и экзогенных стероидных гормонов в био-
логических жидкостях (рис. 3).

Разработана схема электрофоретического
определения катехоламинов в образцах мочи с
участием ИЖ C16MImCl в составе фонового элек-
тролита и применением предложенного варианта
онлайн-концентрирования [25]. Подготовку об-
разцов мочи для определения катехоламинов
проводили методом твердофазной экстракции на
активированном оксиде алюминия по схеме,
описанной в работе [26]. Степени извлечения со-
ставили 85–90%. На рис. 3б представлена элек-
трофореграмма образца экстракта мочи в найден-
ных условиях. Воспроизводимость результатов
(sr) 2.7–4.2%.

Таким образом, введение ИЖ в фоновый элек-
тролит обеспечило значительное увеличению эф-
фективности и снижение ПО стероидов и катехола-
минов. Применение разработанной схемы онлайн-
концентрирования с участием ИЖ С16MImCl и
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предварительной пробоподготовки образцов мо-
чи и сыворотки крови позволяет определять ка-
техоламины и стероидные гормоны в реальных
объектах методом МЭКХ с высокими чувстви-
тельностью и воспроизводимостью.

Ионные жидкости в микроэмульсионной элек-
трокинетической хроматографии. В последние
годы при разделении сложных смесей гидрофоб-
ных аналитов особое внимание уделяется методу
МЭЭКХ, где фоновым электролитом является
микроэмульсия [27–37]. К достоинствам метода
МЭЭКХ следует отнести возможность одновре-
менного разделения заряженных и нейтральных,
гидрофобных и гидрофильных аналитов и высо-
кие коэффициенты распределения исследуемых
веществ. В методе МЭЭКХ нейтральные аналиты
способны распределяться между каплями “мас-
ла” и водной фазой в соответствии с их гидрофоб-
ностью [34, 37]. Различные по природе соедине-
ния могут быть разделены за счет возможности
варьирования широкого набора параметров: кон-
центрации и природы ПАВ [28], “масла” [29],
вспомогательного ПАВ (со-ПАВ) [30], различных
добавок в фоновый электролит [31, 32], pH и при-
роды буферного раствора [33].

Значительные перспективы открываются и
при использовании ИЖ в составе микроэмульсии
в МЭЭКХ [38–40]. Ионная жидкость, в зависи-
мости от длины алкильного радикала и природы
аниона, может выступать в роли любого из трех
компонентов микроэмульсии.

Выявлены перспективы применения гидро-
фильных ионных жидкостей на основе имидазола

(C12MImCl, C16MImCl) в качестве модификаторов и
ПАВ, а также гидрофобных ИЖ (C6MImBF4) в ка-
честве “масла” в составе микроэмульсии при разде-
лении стероидных гормонов методом МЭЭКХ [24].

Определен ряд факторов (концентрация ИЖ,
природа и значение рН фонового электролита,
соотношение различных компонентов микро-
эмульсии), влияющих на эффективность и селек-
тивность разделения аналитов. Найдены подхо-
дящие условия для полного разделения модель-
ной смеси стероидных гормонов: кортизола (F),
кортизона (E), 11-дезоксикортизола (S), 11-дез-
оксикортикостерона (DOC), 11-дегидрокортико-
стерона (B). Сопоставлены аналитические харак-
теристики методов МЭКХ и МЭЭКХ при опреде-
лении стероидов.

Введение в состав микроэмульсии 2-гидрокси-
пропил-β-циклодекстрина (ГП-β-ЦД) (15 мМ)
существенно влияет на селективность разделения
(рис. 4). Этот макроцикл способен формировать с
молекулами стероидов комплексы по типу
“гость−хозяин” [41]. Образование комплекса
включения ГП-β-ЦД с кортикостероидами обес-
печило полное разделение аналитов, при этом
эффективность возросла до 900 тыс. т и снизилась
продолжительность анализа до 7 мин. Следует от-
метить, что происходит изменение порядка ми-
грации стероидных гормонов. В присутствии ГП-
β-ЦД лучшие результаты получены при более
низком содержании ИЖ.

Применение методов онлайн-концентрирова-
ния (электростэкинг и свипинг) позволило сни-
зить пределы обнаружения аналитов до 50 нг/мл,

Рис. 3. Электрофореграмма (а) стероидных гормонов в образце мочи (МЭКХ с онлайн-концентрированием) (а); ка-
техоламинов в образце мочи (МЭКХ, свипинг с высокопроводящей матрицей пробы). Условия МЭКХ: (а) фоновый
электролит 25 мМ ацетатный буферный раствор (pH 4.0), 25 мМ ДДСН, 0.5 мМ C16MImCl, 15% CH3OH. Раствор про-
бы: 60 мМ ацетатный буферный раствор (pH 4.0). Ввод пробы: 100 × 30 мбар. (б) Фоновый электролит 10 мМ ацетат
аммония, 150 мМ муравьиная кислота (рН 4.0), 0.5 мМ С16MImCl. Раствор пробы: 60 мМ ацетат аммония, 150 мМ му-
равьиная кислота (рН 4.0). Ввод пробы: 30 с × 50 мбар [23, 25]. Катехоламины: адреналин (E), норадреналин (NE), до-
фамин (DA).
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что достаточно для их обнаружения в образцах мо-
чи. На основании полученных результатов предло-
жен экспрессный способ определения стероидных
гормонов в образцах мочи и сыворотки крови мето-
дом МЭЭКХ с введением имидазолиевой ионной
жидкости в состав фонового электролита.

Использование ионной жидкости C6MImBF4 в
качестве масла позволило разделить смесь стеро-
идов при варьировании содержания C6MImBF4 в
диапазоне 0.3–1 мас. %. Оптимальное содержа-
ние ИЖ составило 0.7%.

Сопоставлены аналитические характеристики
методов МЭКХ и МЭЭКХ с участием ИЖ и тра-
диционно используемого ПАВ цетилтриметил-
аммоний бромида при разделении стероидных
гормонов (табл. 2) [24]. Все варианты обеспечива-
ют достаточно селективное разделение аналитов,
однако введение ИЖ приводит к значительному
росту эффективности.

Исследованы возможности применения гид-
рофильной ИЖ на основе имидазола (C16MImCl)
в качестве ПАВ и гидрофобных ИЖ (C6MImBF4,

C6MImN(SO2CF3)2) в качестве “масла” в составе
микроэмульсии при разделении полярных анали-
тов, таких как полифенольные антиоксиданты,
методом МЭЭКХ [42]. Показано, что введение
ИЖ в состав микроэмульсии в качестве как ПАВ,
так и масла приводит к значительному росту эф-
фективности (200–650 тыс. т. т.). Установлено,
что применение гидрофобных ИЖ (C6MImBF4,
C6MImN(SO2CF3)2) обеспечивает бóльшие чув-
ствительность и селективность разделения поли-
фенолов по сравнению с гидрофильной ИЖ
(С16MImCl) в МЭЭКХ. Состав микроэмульсии
(мас. %) для селективного разделения катехинов с
применением ИЖ в качестве “масла”: 0.6 ДДСН,
0.7 C6MImBF4, 1.6 бутанола-1, фосфатный буфер-
ный раствор с pH 7 (рис. 5). Достигнуты пределы
обнаружения на уровне нг/мл. Выбранные усло-
вия МЭЭКХ использованы для определения по-
лифенолов в образцах зеленого чая (рис. 5).

Таким образом, применение ИЖ C16MImCl и
C6MImBF4 в методе МЭЭКХ приводит к увеличе-
нию эффективности и сокращению продолжи-

Рис. 4. Влияние 2-гидроксипропил-β-циклодекстрина на разделение стероидных гормонов с использованием ионной
жидкости C16MImCl. Условия: фоновый электролит: 0.8% C16MImCl, 0.5% этилацетата, 1.2% бутанола-1, 97.7% 5 мМ
фосфатного буферного раствора, pH 7 (а); 0.8% C16MImCl, 0.5% этилацетата, 1.2% бутанола-1, 97.7% 15 мМ ГП-β-ЦД,
5 мМ фосфатный буферный раствор, pH 7. Напряжение: −20 кВ. Ввод пробы: 2 с, 3 кПа [24].
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Таблица 2. Сравнение аналитических характеристик методов мицеллярной и микроэмульсионной электрокине-
тической хроматографии при разделении стероидных гормонов

Параметр
МЭКХ с

С16MImCl
МЭЭКХ с
С16MImCl МЭКХ с ЦТАБ MЭЭКХ с 

ЦТАБ

Эффективность, т. т. 400000–610000 630000–820000 350000–500000 300000–400000
Предел обнаружения, 
нг/мл

25–100 25–100 50–120 50–120

Продолжительность 
анализа, мин

15 7 15 7

cмин, % 1.3 – 1.5 0.8 0.5 0.8
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тельности анализа по сравнению с ДДСН и гепта-
ном при разделении катехинов. Состав микро-
эмульсии (мас. %) 0.8 ДДСН, 0.7 C6MImBF4,
1.6 бутанола-1, фосфатный буферный раствор с
pH 7 подходит для селективного разделения как
гидрофобных, так и гидрофильных соединений.

* * *

Ионные жидкости на основе имидазола в со-
ставе фонового электролита могут выполнять
различные функции: обеспечивать дополнитель-
ные взаимодействия с аналитами, динамически
модифицировать стенки кварцевого капилляра,
выполнять роль мицелло- или микроэмульсиооб-
разующего агента. Применение ИЖ в процессах
онлайн-концентрирования в КЗЭ и МЭКХ
(стэкинг, свипинг с высокопроводящей матрицей
пробы) обеспечило значительное увеличение чув-
ствительности определения биологически актив-
ных веществ, что продемонстрировано на примере
гидрофильных (катехоламинов, аминокислот) и
гидрофобных (стероидные гормоны и полифено-
лы) аналитов. Предложены схемы электрофорети-
ческого определения (МЭКХ) стероидных гормо-
нов и катехоламинов в реальных объектах (моча) с
введением ионной жидкости C16MImCl в фоновый
электролит, а также определение (МЭЭКХ) по-
лифенолов и стероидных гормонов с применением
ИЖ в составе микроэмульсии в качестве масла и
ПАВ соответственно. Сопоставление с традицион-

но используемыми катионными ПАВ показало, что
ИЖ позволяют существенно повысить чувстви-
тельность определения аналитов различной приро-
ды. Достигнуты пределы обнаружения (на уровне
нг/мл), достаточные для их определения в природ-
ных объектах.

Работа выполнена при финансовой поддержке
проекта РНФ № 19-13-00370. Выражаем благо-
дарность Ресурсному центру СПбГУ “Методы ана-
лиза состава вещества” за предоставленное обору-
дование.
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Рассмотрены сорбенты, применяемые для анализа воздуха на содержание в нем различных органи-
ческих соединений с последующим их определением методом термодесорбционной газовой хрома-
то-масс-спектрометрии (ГХ-МС). Tenax-TA является самым распространенным материалом для ре-
шения подобных задач, но он не лишен недостатков. Приведены характеристики сорбентов се-
мейств Tenax, Carbosieve, Carboxen, Carbotrap, Capbopack, Porapak, Chromosorb, полимерных смол
XAD, а также активированных углей и некоторых монолитных углеродных материалов. Обсуждены
их достоинства и недостатки для сорбции/термодесорбции углеводородов. Обоснованы преимуще-
ства монолитных углеродных материалов и необходимость разработки нового отечественного мате-
риала для аналитической ГХ-МС с термодесобцией при решении нефтепоисковых задач.

Ключевые слова: пассивные сорберы, углеродные сорбенты, Тенакс, карбид кремния, газовая хро-
матография с термодесорбцией.
DOI: 10.31857/S0044450221090085

Загрязнение летучими органическими соеди-
нениями (ЛОС) воздуха внутри и вне помещений
представляет опасность для здоровья людей. В
связи с этим существует потребность в разработке
простого, недорогого и надежного способа опре-
деления концентраций летучих органических со-
единений.

Пассивный пробоотбор – перспективный ме-
тод отбора проб для определения средневзвешен-
ного по времени среднего значения концентра-
ции летучих органических соединений в воздухе
[1, 2]. Во-первых, такой способ отбора проб очень
прост – требуется только установить патрон с
сорбентом (далее – сорбера) на некоторое время в
районе, где требуется определить концентрацию
ЛОС (помещение, природный участок и т.п.). Во-
вторых, он не требует применения насоса, в отли-
чие от метода активного отбора проб. В-третьих,
устройства для отбора проб легкие и недорогие,
они удобнее для транспортировки и хранения по
сравнению с громоздкими канистрами отбора
воздуха для доставки его в лабораторию.

Наиболее сложным шагом в пассивном пробо-
отборе является выбор сорбента и определение

времени экспозиции сорбера. Последний пара-
метр определяется чувствительностью метода по-
следующего анализа и зависит от так называемой
“диффузионной скорости загрузки” (UR) [3]. Во
многих исследованиях UR определяли из теории
диффузии [4], в лабораторных камерах [5–8] и пу-
тем сравнения активной и пассивной выборки “в
поле” [9, 10]. На величину UR влияют многие
факторы, в том числе выбор сорбента, конфигу-
рация трубки, длительность воздействия и усло-
вия окружающей среды.

Для конкретного ЛОС идеальная скорость по-
глощения (UR(опт), мл/мин) составляет [11]:

где D – коэффициент диффузии соединения,
см2/с; A – площадь поперечного сечения сорбера,
см2; L – воздушный зазор между корпусом сорбе-
ра и поверхностью сорбента, см; 60 – коэффици-
ент для преобразования мл/с в мл/мин. Из рис. 1
видно, что для наиболее успешной и быстрой сорб-
ции параметр А должен иметь высокое значение, а
параметр L – по возможности минимальное.

( )UR опт 60,AD
L

= ×

УДК 543.544.33

ОБЗОРЫ
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Рис. 1. Структура и геометрия пассивного пробоотборника трубчатого типа для улавливания летучих органических со-
единений.

A

L

Коэффициент диффузии D является физиче-
ским свойством химического вещества и может
быть экспериментально определен или рассчи-
тан. В идеале UR(опт) может быть теоретически
рассчитана для любого соединения. Однако,
UR(реал) значительно отличается от UR(опт) из-
за конвекции, специфических свойств сорбента,
обратной диффузии (летучести сорбированных
аналитов) и насыщения сорбента в течение дли-
тельного времени.

К сожалению, только небольшая часть летучих
органических соединений охарактеризована зна-
чениями UR(опт), определенными и подтвержден-
ными в лаборатории и/или в натурном экспери-
менте. Для определения этой величины требуются
сложные приборы, хорошо контролируемые лабо-
раторные условия и занимающие много времени
полевые тесты, что делает непрактичным для обыч-
ных пользователей экспериментальное определе-
ние UR. Обычно эту величину определяют экспе-

риментально или берут из публикаций, посвя-
щенных использованию того или иного сорбера.
Для градуировки используют метод внутреннего
стандарта или цветовую полуколичественную
шкалу (если сорбент меняет цвет в зависимости
от количества поглощенного вещества/веществ).

Среди методов обнаружения новых залежей
углеводородов (УВ) особый интерес представляет
площадная геохимическая съемка. Этот высоко-
технологичный метод основан на использовании
пассивных сорберов с различными сорбентами,
которые извлекают из почвенного воздуха угле-
водороды, характерные для нефтей. Их наличие и
концентрация отражают географическое распо-
ложение нефтенасыщенной зоны. Технология
пассивной адсорбции углеводородов почвенно-
грунтовых газов (от этана С2 до фитана С20) осно-
вана на известной теории Пирсона о так называе-
мом “углеводородном дыхании” недр – явлении
диффузионного проникновения углеводородов в
надзалежное пространство путем микрофильтра-
ции, что подтверждается на многочисленных ме-
сторождениях нефти и газа. На рис. 2 схематиче-
ски представлен такой способ пробоотбора. Ти-
пичное время сорбции 10–14 дней.

Данный способ поиска новых месторождений
не требует больших денежных затрат [12], присут-
ствия оператора при пробоотборе (достаточно
поместить сорбент в исследуемую среду на опре-
деленное время [13]), а также позволяет эффек-
тивно оценить нефтегазоносность территории за
счет поглощения широкого спектра соединений,
являющихся нефтяными маркерами (н-алканы,
изоалканы, циклоалканы, моно- и полиаромати-
ческие соединения (ПАУ) и т.д.) [12].

На сегодняшний день разработано более
200 материалов, различающихся по механизму
сорбции, значениям нефте- и водопоглощения,
структуре материала и т.д. [14].

Цель данного сообщения – сравнение свойств
некоторых порошковых сорбентов и оценка при-
годности этих материалов для площадной геохи-
мической съемки. Микрофотографии сорбентов
представлены на рис. 3.

Рис. 2. Использование пассивного сорбера для извле-
чения углеводородов из почвенного воздуха.

Колпак

1–2 м
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Лунка
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Рис. 3. Микрофотографии различных сорбентов: (а) – Tenax-TA [15], (б) – Carbopack [16], (в) – Carbotrap [17], (г) –
Carboxen [18], (д) – Chromosorb-P [19], (е) – XAD-7HP [20], (ж) – расслоенный графит [21], (з) – Carbon black [22],
(и) – SiC [23].
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Для прогноза нефтегазоносности территории
наиболее информативными являются летучие ор-
ганические соединения С8–С20 [24–26]. Более тя-
желые УВ обладают низким давлением насыщен-
ных паров при нормальных условиях, из-за чего
их сорбция в почвенном воздухе является пробле-
матичной. В табл. 1 перечислены материалы, ис-
пользуемые для определения органических ве-
ществ методом термодесорбционной газовой
хромато-масс-спектрометрии (ТД-ГХ-МС). Наи-
более распространенным среди них является Te-
nax-TA.

Сорбенты Tenax. Tenax-TA (ранее GC [15]) –
пористый полимерный материал с размером ча-
стиц около 200 мкм, обладает развитой поверхно-
стью, легко десорбирует углеводороды при тер-
модесорбции [34] (рис. 3a). Однако этот сорбент

не является универсальным и имеет ряд недостат-
ков: он неприменим в условиях высокой влажно-
сти [35] и при температурах десорбции выше
300°C [36]. Tenax-TA производится за рубежом и
имеет высокую стоимость [37], реагирует с таки-
ми окислителями, как хлор, озон, оксиды азота и
серы с образованием ацетофенона, бензальдегида
и фенола [38]. Отмечается также невозможность
хранения образцов дольше 14 дней [15] и низкие
“объемы до проскока” для очень летучих соеди-
нений.

Некоторые недостатки этого материала устра-
няют путем добавления графитированной сажи
(ГС) (рис. 3з) [39] при полимеризации или ча-
стичном обугливании Tenax-TA. Полученный
сорбент (Tenax-GR) лучше и быстрее сорбирует
некоторые УВ в диапазоне С5–С8 (изопрен, толу-
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ол, ксилолы), имеет более широкий интервал ра-
бочих температур и хуже сорбирует пары воды
[29]. Несмотря на меньшую площадь поверхности
Тenax-GR по сравнению с Tenax-TA, “объемы до
проскока” для большинства ЛОС на Тenax-GR в
два раза больше, чем на Tenax-TA, но во всем
остальном эти сорбенты не имеют значимых от-
личий. В результате частичной карбонизации
сорбент Тenax-GR способен работать при чуть
более высоких температурах десорбции.

Сорбенты Carbopack, Carbograph и Carbotrap.
Графитированная сажа – неспецифический угле-
родный сорбент, который широко используют
для определения следовых количеств органиче-
ских соединений. Материалы Carbograph, Car-
bopack и Carbotrap представляют собой частицы
графитированных саж разного размера (от 100 до
800 мкм) с сильно различающейся площадью по-
верхности (табл. 1). В этой линейке есть и очень
“слабые” (Carbopack-F), и “сильные” сорбенты
(Carbopack-X), что позволяет подобрать материал
для улавливания как мало-, так и высоколетучих
соединений. Такие сорбенты гидрофобны (мож-
но использовать для определения УВ и в водных
средах), имеют высокую степень чистоты (низ-
кий фоновый сигнал и уровень шума) [40], не
подвержены разложению при 300–350°C, как Te-
nax, допускают повторное использование после
процедур очистки (но не более 200 раз) [41].
В идентичных условиях хроматограммы десорба-
тов, полученные с Carbotrap, содержат больше
пиков полярных веществ, чем при использовании
Tenax (рис. 4) [42]. Тем не менее графитирован-
ные сажи тоже имеют минусы – десорбция соеди-
нений с высокими температурами кипения (250–
300°C) происходит не полностью [43], мельчай-

шие примеси в адсорбенте могут действовать как
специфические активные центры и искажать ре-
зультаты анализа [41].

Cорбенты Carbosieve и Carboxen. Углеродные
молекулярные сита (УМС) представляют собой
пористый углеродный скелетный каркас, кото-
рый получают пиролизом органических полиме-
ров или из углей при температуре около 400°С
[44, 45]. Площадь поверхности таких материалов
в несколько раз выше по сравнению с графитиро-
ванной сажей, их адсорбционная способность
определяется размером и формой пор. Как пра-
вило, адсорбенты УМС обладают более высокой
относительной адсорбционной способностью по
сравнению с ГС благодаря наличию только микро-
пор. Carbosieve и Carboxen – углеродные сорбенты с
молекулярно-ситовыми свойствами, различающи-
еся по площади поверхности (от S = 400 м2/г для
Carboxen-564, до S = 1500 м2/г для Carboxen-1012,
исключение – Carboxen-1016 с S = 75 м2/г). В от-
личие от сорбентов на основе сажи (которые, как
правило, имеют нерегулярную форму), молеку-
лярные сита сферичны (исключение – гранули-
рованный Carbosieve-G). Такие адсорбенты хоро-
шо улавливают ЛОС от С2 до С5, алканы от С1 до
С4 (рис. 5 [46]), а также метанол (в отличие от Te-
nax и ГС). Как и Carbotrap, УМС практически не
содержат примесей, но, как и в случае с Tenax-TA,
УМС не способны работать в условиях высокой
влажности [30], поскольку значительно уменьша-
ются объемы “проскока” ЛОС.

Сорбенты PoraPak. PoraPak – полимерные ад-
сорбенты со сферической формой частиц. В на-
стоящее время выпускается шесть типов таких
сорбентов – Р, Q (неполярные) и R, S, T и N

Рис. 4. Сравнение площадей пиков на хроматограмме после термодесорбции органических веществ жидкости для роз-
жига: 1 – этанол, 2 – ацетон, 3 – бутанол, 4 – гексан, 5 – метилгексан, 6 – гептан, 7 – метилгептан, 8 – октан, 9 – то-
луол, 10 – о-ксилен, 11 – этилбензол, 12 – триметилбензол, 13 – этилдиметилбензол, 14 – додекан, 15 – тридекан, 16 –
тетрадекан, 17 – пентадекан, 18 – гексадекан.
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(средней полярности) [47]. Все типы сорбента
стабильны до 200–250°С, т.е. рабочий интервал
температур меньше, чем у Tenax-TA. Среди недо-
статков материалов PoraPak отметим более высо-
кий фоновый сигнал, чем у других адсорбентов,
трудоемкую очистку [48], слабую адсорбцию га-
зов и паров низкомолекулярных полярных соеди-
нений (метанол, этанол, формальдегид, ацетон)
[45]. Сроки хранения образцов со сконцентриро-
ванными на них ЛОС у PoraPak и Tenax-TA не от-
личаются [49]. Следует отметить, что такие поли-
меры пригодны для сорбции не только неполярных
веществ, но и для концентрирования полифункци-
ональных органических соединений кислотного и
основного характера [50]. Однако более низкая по
сравнению с другими сорбентами сорбция непо-
лярных углеводородов затрудняет их использование
в нефтепоисковой практике [31].

Сорбенты Chromosorb серии 100 (или “Century”,
101–108). Сорбенты этой серии получают поли-
меризацией монофункциональных мономеров с
дифункциональными. Размер частиц сорбентов
от 100 до 250 мкм. Подобно сорбентам PoraPak
имеют широкий диапазон полярности, наименее
полярным является Chromosorb-101, наиболее
полярным – Chromorb-104. Такие полимеры эф-
фективны для улавливания из воздуха газов и
ЛОС с температурой кипения до 250°С (рис. 6).
Чаще других при пробоотборе используют Chro-
mosorb-106, поскольку он имеет наиболее разви-
тую удельную поверхность, и Chromosorb-102 [48,
31]. Однако Chromosorb-102 при анализе дает бо-
лее высокий фоновый сигнал и уровень шума, а
также взаимодействует с кислородом при нагре-
вании [51]. В качестве достоинств сорбентов это-
го типа следует упомянуть продолжительный
срок эксплуатации (очищают в токе азота при
150–170°С), более высокую адсорбционную спо-

собность по сравнению с Tenax-TA, способность
удерживать очень низкие концентрации ЛОС.
Сорбенты этого типа лучше сорбируют соедине-
ния при пониженной температуре, чем Tenax-TA
[52]. Недостатки: наличие пиков примесей на
хроматограмме холостого образца (рис. 7), низ-
кие объемы “до проскока” для среднелетучих ор-
ганических соединений по сравнению с Tenax-
TA. К недостаткам следует отнести и низкую мак-
симальную температуру десорбции (из-за чего
комбинирование с другими сорбентами, напри-
мер с Carbotrap, затруднено) [53].

Полимерные смолы XAD. Смолы XAD (2, 4, 7) –
неионогенные, гидрофобные, сферические син-
тетические адсорбенты [31]. Они отличаются от
других сорбентов своей пористой макросетчатой
структурой. Материал полидисперсный, т.е. кри-
вая распределения пор по размерам имеет широ-
кий пик с отсутствием четко выраженного макси-
мума. Смолы XAD-2 и -4 используют для отбора
неполярных соединений, а XAD-7 – полярных.
Метанол плохо удерживается сорбентами (в от-
личие от диэтилового эфира). Сорбционная ем-
кость сорбентов уменьшается в ряду: XAD-4 >
> XAD-7 > PoraPak-Q > XAD-2  PoraPak-P > Te-
nax-TA [54]. Достоинства смол: высокая механи-
ческая прочность [55], более высокие объемы “до
проскока” по сравнению с Tenax-TA. Существует
возможность комбинирования с другими сорбен-
тами для сорбции большего количества соедине-
ний (например, с полианилином для улавлива-
ния ПАУ [56]). Полимерные смолы этого типа ха-
рактеризуются высокой скоростью десорбции
соединений [31], поскольку последние не прони-
кают на большую глубину в микросферы полиме-
ра, а сорбируются на его поверхности. Такие ма-
териалы можно регенерировать при помощи об-
работки растворами гидроксида натрия, сульфита

@

Рис. 5. Хроматограмма разделения смеси н-алканов (1 – метан, 2 – этан, 3 – пропан, 4 – бутан, 5 – пентан, 6 – гексан),
полученная на газовом хромато-масс-спектрометре, оснащенном лайнером с сорбентом Carbosieve для концентриро-
вания соединений. Колонка PoraPLOT Q (25 м × 0.32 мм × 10 мкм, Agilent Technologies), градиентный режим (33°С в
течение 6 мин, затем нагрев до 200°С со скоростью 15°С/мин и поддержание температуры в течение 6 мин), концен-
трация каждого соединения в смеси 100 мкг/мл.
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натрия, хлороформом или ацетоном [55]. Недо-
статки материалов: высокая стоимость [57], иска-
жение результатов анализа при высокой влажно-
сти в условиях сорбции. Имеются данные, что

число использований смолы XAD-2 должно не
быть более шести, после чего необходимо убе-
диться, что свойства сорбента не изменились и
значительного ухудшились [58]. К недостаткам

Рис. 6. Контроль содержания вредных веществ в воздухе рабочей зоны: (а) – определение растворителей (1 – SO2, 2 –
ацетон, 3 – CS2, 4 – 1-хлорбутадиен-1,3, 5 – хлороформ, 6 – бензол), (б) – определение азотсодержащих соединений
(7 – п-нитрохлорбензол, 8 – форманилид, 9 – п-фенилендиамин). Отбор проб воздуха с помощью сорбционных тру-
бок, заполненных Chromosorb-106, с последующим определением веществ методом ТД-ГХ-МС. Условия термоде-
сорбции: t = 5 мин, T = 200°C, сорбент в криоловушке Tenax-TA.

75

60

50

40

30
25
20
15

70
65

55

45

35

10
5

2 3 4

(а)

1

2

3

4

5

6

И
нт

ен
си

вн
ос

ть
, у

сл
. е

д.

Время, мин

×104
7.0

6.5

6.0

7.5

5.5

5.0
7 8 9 10 11 12 13 14

(б)

7
8

9

И
нт

ен
си

вн
ос

ть
, у

сл
. е

д.
Время, мин

Рис. 7. Хроматограммы холостых образцов сорбентов Chromosorb-106 (1), Tenax-TA (2), Carbotrap (3).
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следуют отнести и достаточную реакционную
способность материалов – сорбенты реагируют
экзотермически с окислителями даже при ком-
натной температуре.

Активированный (активный) уголь (АУ) – пори-
стый сорбент, получаемый из различных углерод-
содержащих материалов (скорлупа кокосовых
орехов, нефтяной кокс, каменноугольный кокс,
древесный уголь, кости крупного рогатого скота,
др.). Материал содержит огромное количество
пор (макро, мезо и микро), имеет большую пло-
щадь поверхности (табл. 1), что делает его очень
эффективным сорбентом для поглощения соеди-
нений из воздуха. Его максимальная рабочая тем-
пература гораздо выше, чем у Tenax-TA. Выделя-
ют три типа активированного угля – порошко-
вый, гранулированный, формованный, которые
отличаются друг от друга формой и размером ча-
стиц. Сущность процесса активации состоит во
вскрытии пор, находящихся в закрытом состоя-
нии, путeм обработки углеродного материала уг-
лекислым газом при 800°С. Активированный
уголь в основном используют для улавливания
неполярных веществ, поскольку полярные со-
единения очень трудно извлекаются из сорбента
[31]. Сорбционные характеристики материала
позволяют применять его для извлечения из воз-
духа многих органических соединений, однако у

АУ есть существенные недостатки. Во-первых, он
хорошо сорбирует влагу, из-за чего снижается
сорбционная емкость концентраторов. Во-вто-
рых, извлечение с применением АУ многих ЛОС
затруднено, особенно при термодесорбции. Воз-
никает необходимость нагрева криоловушки до
450°C, что приводит к появлению примесных пи-
ков на хроматограмме за счет термодеструкции
определяемых компонентов. Решить эту пробле-
му можно двумя способами – либо заменить АУ
на другой углеродсодержащий сорбент, свобод-
ный от этих недостатков (ГС или УМС), либо ис-
пользовать другой метод десорбции соединений.
Самый распространенный вариант – извлечение
веществ растворителем (толуолом, сероуглеро-
дом, нитрометан, др.) и дальнейший анализ экс-
тракта методом ГХ. Однако в этом случае теряется
часть соединений, как легких (их пики не детек-
тируются из-за установки времени “задержки на
растворитель”), так и тяжелых (хуже растворяют-
ся, рис. 8 [59]).

Таким образом, можно заключить, что идеаль-
ного сорбента для целей поисковой геохимии нет.
Tenax-TA на сегодняшний день является лидером
среди сорбентов по числу методик на его основе
для идентификации различных летучих органи-
ческих соединений с последующим их определе-
нием методом ТД-ГХ-МС. Однако из-за опреде-

Рис. 8. Сравнение хроматограмм экстракта, полученного после обработки активированного угля сероуглеродом, и ад-
сорбата на полимерном материале Tenax-TA.
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ленных недостатков этого материала для увеличе-
ния эффективности поиска новых нефтяных
месторождений создание более универсального
сорбента является актуальной задачей. Такой ма-
териал должен поглощать УВ в диапазоне С8–С20
как алканового ряда, так и ароматические соеди-
нения для полноценного последующего анализа
и обоснованной интерпретации полученных экс-
периментальных данных. Сорбент должен иметь
широкий интервал рабочих температур, обладать
высокой пористостью, желательно допускать
многократное повторное использование после
процедур кондиционирования и регенерации.

На наш взгляд, более перспективными для це-
лей использования в пассивных сорберах при гео-
логоразведке месторождений углеводородов яв-
ляются монолитные углеродные материалы ново-
го поколения. В отличие от порошковых
материалов, они не содержат мелких легких ча-
стиц, следовательно, отсутствуют неконтролиру-
емые потери при наполнении сорбера или высы-
пании из него. Отрезанием куска определенной
длины можно обеспечить постоянные равные и
воспроизводимые массы сорбента от партии к
партии. Повышается возможность многократно-
го использования одного и итого же сорбера. Уг-
леродные материалы устойчивы при нагреве до
400–500°С, что дает возможность более полно де-
сорбировать труднолетучие соединения и лучше
подготавливать сорбер к последующему анализу.
Более того, такие материалы электропроводны,
что открывает возможность их очистки после
анализа путем нагрева при пропускании электри-
ческого тока. Углеродная поверхность монолитов
достаточно развитая и допускает возможность це-
ленаправленной модификации, например, обра-
зования тех или иных функциональных групп или
допирования металлами. Наконец, монолитные
углеродные материалы дешевле синтетических
импортных полимеров.

Монолитные сорбенты. Монолитные углерод-
ные материалы с развитой поверхностью могут
быть получены различными способами: свобод-
но-радикальной трехмерной полимеризацией в

порогенных растворителях [60], сворачиванием
графитовой фольги в жгуты (нити) подходящего
размера [61] либо просто при печати полимерным
органическим материалом на 3D-принтере, а по-
том обугливанием при высокой температуре [62].
Пористая структура таких материалов (рис. 9 [63])
отличается от структуры, формируемой макропо-
ристым гранулированным сорбентом. Она соче-
тает в себе доменные частицы малых размеров и
макропоры, за счет чего осуществляется быстрый
конвекционный, а не медленный диффузионный
механизм массопереноса. Кроме того, монолит-
ные сорбенты позволяют относительно легко ре-
гулировать структуру пор в зависимости от реша-
емой задачи.

В работе [64] показано, что высота, эквива-
лентная теоретической тарелке для монолитных
сорбентов практически не зависит от типа сор-
бента. Монолитные сорбенты могут быть синте-
зированы на матрице как органических, так и не-
органических веществ (например, силикагеля,
рис. 10 [65, 66]).

В дальнейшем монолитные углеродные сор-
бенты можно модифицировать, например, увели-
чить гидрофобность поверхности за счет введе-
ния углеродных нанотрубок, графена, УМС или
АУ [63, 67]. Запатентован монолитный материал
[67] на неорганической основе (октадецилсила-
не) с площадью поверхности 600–700 м2/г и раз-
мером пор от 5 до 10 мкм. Монолит содержит 1.5%
АУ (по массе), что улучшает его сорбционные
свойства по отношению к галогеналканам
(рис. 11). Другой пример модификации приведен
в работе [68], где авторы используют композит-
ный материал на основе поли(бензил)метакрила-
та, допированный углеродными нанотрубками,
для сорбции полиароматических углеводородов.
Площадь поверхности такого материала состави-
ла 55.84 м2/г при доле включений 0.3% (по массе),
при этом площадь поверхности исходного моно-
лита составила 25.63 м2/г. В результате удалось
увеличить температуру разложения сорбента и
повысить эффективность экстракции ПАУ.

Рис. 9. Схема влияния порообразователя на макропористость и размер глобул монолитного сорбента. Количество
“плохого” растворителя увеличивается от (а) к (в).

(а) (б) (в)
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Помимо универсальных монолитных материа-
лов, существуют и селективные адсорбенты для
определения летучих аналитов (например, нико-
тина) [69]. Используют молекулярно-импринти-
рованную полимерную систему (МИП) на основе
кремнезема. Такие адсорбционные материалы
несложно получить, при этом они являются вы-
сокостабильными и специфичными. Однако
для целей нефтепоисковой геохимии их не при-
меняли.

Работа выполнена при финансовой поддержке
РФФИ в рамках научного проекта № 20-33-90073.
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Современный этап развития электроаналити-
ческой химии характеризуется повышенным
вниманием к биологическим объектам анализа –
метаболитам, биомаркерам заболеваний, лекар-
ственным препаратам, компонентам биологиче-
ских добавок, витаминам и антиоксидантам [1–4].
Это в значительной степени обусловлено больши-
ми возможностями практического применения
электроанализа, связанными с развитой теорией,
существующими эффективными подходами к по-
вышению чувствительности определения указан-
ных аналитов за счет модификации электродов, а
также с наличием компактного удобного измери-
тельного оборудования, в том числе работающего
автономно и в сочетании с проточными и полуав-
томатизированными средствами измерения [5, 6].
Однако по сравнению с определением металлов
определение органических соединений по их ре-
акциям окисления–восстановления на электро-
дах имеет ряд сложностей, связанных с образова-
нием нерастворимых продуктов, блокирующих
поверхность электрода [7], неоднозначностью
путей превращения промежуточных соединений,
склонностью аналитов к агрегации и образова-
нию гетерогенных систем, снижающих качество
сигнала и его чувствительность. Пассивация

электродов может быть снижена путем использо-
вания медиаторов электронного переноса. В то
же время ограничения растворимости и форми-
рования микрогетерогенных систем в анализиру-
емом растворе связаны с фундаментальными
свойствами органических соединений – их липо-
фильностью, низкой растворимостью в воде,
склонностью к мицеллообразованию и автоагре-
гации.

Использование органических растворителей –
очевидный путь повышения растворимости орга-
нических соединений-аналитов. Однако он чре-
ват усложнением протокола измерения, требует
подготовки больших объемов чистых органиче-
ских растворителей и органических солей, исполь-
зуемых в качестве индифферентных электролитов.
Кроме того, электрохимические реакции в орга-
нических растворителях могут протекать по меха-
низмам, далеким от реакций тех же соединений в
воде и в биохимических циклах in vivo. Это сни-
жает привлекательность электрохимических ме-
тодов анализа, поскольку электродные реакции
органических соединений часто рассматривают-
ся как модели их поведения в реальных биологи-
ческих системах.

УДК 543.552+543.87
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Использование водно-органических систем –
компромисс между требованиями к достижению
растворимости и гомогенности раствора аналита,
с одной стороны, и необходимости сохранения
преимущественно водной (гидрофильной) сре-
ды, с другой. С точки зрения методологии экспе-
римента, такие системы незначительно отлича-
ются от чисто водных растворов электролитов.
Стадии диспергирования/насыщения воды орга-
ническими растворителями, ограниченно сме-
шивающимися с водой, и тем более приготовле-
ния водных смесей с растворителями, смешиваю-
щимися с водой в любых отношениях, большой
проблемы не представляют. С другой стороны,
низкие расходы органического растворителя не
влияют на утилизацию отработанных растворов и
выполнение иных требований, связанных с кон-
цепцией “зеленой химии’ и возможностями про-
ведения измерений вне лабораторной базы.
В данном обзоре рассмотрены основные приме-
ры успешного использования водно-органиче-
ской и дисперсной сред при электрохимическом
определении органических соединений с особым
вниманием к электрохимическим аспектам
включения органических растворителей. В обзо-
ре не рассматриваются примеры использования
органических растворителей на стадии получе-
ния модифицирующих покрытий, если последу-
ющее измерение электрохимического сигнала
происходит в традиционном (водном) электроли-
те. Также вне рамок обзора остались системы с
использованием в качестве сигнала ионного тока
переноса аналита на границе жидкость/жидкость.
Несмотря на то, что в таких системах в качестве
аналитов применяются органические лиганды для
комплексообразования ионов металлов или орга-
нические ионы, специфика сигналообразующих
процессов заслуживает в этом случае самостоя-
тельного обзора.

Гомогенные водно-органические системы. Ис-
пользование органических растворителей для по-
вышения растворимости органических соедине-
ний является, по-видимому, одним из старейших
приемов расширения возможностей определения
органических соединений электрохимическими
методами. Поскольку многие органические соеди-
нения ограниченно растворимы в воде, естественно
использовать водно-органические растворы, содер-
жащие полярные органические растворители, уве-
личивающие растворимость аналита. В этом случае
речь идет об истинных растворах с содержанием ор-
ганического растворителя 5–80 об. %. Во многих
случаях органические растворители достаточно ле-
тучи (ацетон, метанол, этанол), что создает методи-
ческие проблемы обеспечения постоянства состав

раствора в процессе измерения, особенно при де-
аэрировании раствора током инертного газа. Со-
став водно-органических растворов может также
соответствовать условиям, ранее описанным для
определения тех же соединений методами ВЭЖХ
или капиллярного электрофореза. Совмести-
мость таких растворов с условиями электрохими-
ческого эксперимента принимается априорно. Од-
нако есть исключения. Так, ацетонитрил способен
к частичному гидролизу и поликонденсации с обра-
зованием олигомерных продуктов, пассивирующих
электрод. Сообщалось о способности нитрильных
растворителей влиять на электрохимические
процессы, протекающие при восстановлении
гидрохинона [8]. Диметилформамид (ДМФА)
неустойчив в анодной области потенциалов, но
подходит при регистрации токов восстановления.

Влияние органических растворителей на ха-
рактеристики электрохимического определения
органических соединений, помимо повышения их
растворимости, связано с изменением гидрофильно-
гидрофобного баланса на границе электрод–рас-
твор, с общим снижением диэлектрической прони-
цаемости раствора, а также с изменением скорости
процессов протонирования–депротонирования
промежуточных продуктов переноса электрона.
Устойчивость материала электрода также зависит от
природы органического растворителя. Например,
угольно-пастовый электрод на основе силиконового
масла показал лучшие характеристики при опреде-
лении электрохимических характеристик ряда фено-
тиазиновых препаратов, включая феназепам, чем его
аналог, включающий в качестве компонента пасты
нуйол [9]. Авторы связывают это со способностью
нуйола сорбировать метанол из водно-органиче-
ской фазы. Исследования в 50%-ном метаноле
показали обратимые пики окисления–восста-
новления исходных фенотиазинов и продуктов их
химического нитрования. При этом авторы отме-
чают, что аналогичные измерения в водной среде
имеют более высокую чувствительность к иссле-
дованным органическим соединениям.

В отсутствие ограничений переноса иона во-
дорода низкие концентрации органических рас-
творителей незначительно влияют на положение
и высоту пиков окисления–восстановления ана-
лита, несколько увеличивая необратимость ста-
дии переноса электрона и перенапряжение пере-
носа электрона. Исходные растворы аналита
обычно готовят в полярном органическом рас-
творителе, смешивающимся с водой (метанол,
ацетонитрил), далее для построения градуиро-
вочной зависимости их кратно разбавляют вод-
ным раствором электролита, содержащим до
10 об. % того же или иного растворителя, препят-
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ствующего выделению твердой фазы аналита из
получаемого разбавленного раствора. Электрохи-
мическое поведение аналитов априорно прини-
мается таким же, как и в водной среде, но прове-
рить это зачастую не удается или считается из-
лишним. В качестве исключения можно привести
исследование анодного окисления диэтилдитио-
карбамината в щелочной среде в воде и в водном
этаноле. Если в 0.1 М растворе NaOH окисление
протекает с переносом одного электрона на моле-
кулу аналита с последующей димеризацией и вы-
делением из нее сульфид-иона, то в присутствии
органического растворителя электродная реак-
ция протекает с переносом уже двух электронов
[10]. Другой пример прямого сравнения электро-
химического поведения аналита в органическом
и водно-органическом растворителе – определе-
ние линдана в ДМФА, ацетонитриле, метаноле и
их 50%-ных смесях с водой [11]. В качестве фоно-
вого электролита во всех случаях использовали
тетрафторборат тетрабутиламмония. Восстанов-
ление линдана на серебряном электроде протека-
ло при (–0.90)–1.40 В. По данным препаративно-
го электролиза электродный процесс предполага-
ет перенос шести электронов и образование
бензола с выходами в диапазоне 60–100%. В чи-
стом ацетонитриле и этаноле зафиксировано так-
же образование значительных количеств хлор-
бензола. В присутствии воды выход бензола уве-
личивался.

Полиароматические соединения определяли
по току их окисления на стеклоуглеродном и
угольно-пастовом электродах [12]. Измерения
проводили в серной кислоте, содержащей 20 об. %
метанола (нафталин) или 25 об. % ацетонитрила
(флуорен и антрацен). Пределы обнаружения
(clim) составили 12, 6.4 и 1.2 мкМ для нафталина,
флуоренона и антрацена соответственно. Элек-
тростатическое накопление флуорена на анодно
поляризованном электроде снижало указанное
значение до 0.2 мкМ. Близость потенциалов пи-
ков на дифференциально-импульсных вольтам-
перограммах не позволила одновременно опреде-
лять все три аналита: более летучий нафталин мо-
жет быть удален из смеси при выпаривании
экстракта.

Витамины Д2 (эргокальциферол) и Д3 (холе-
кальциферол) определяли на стеклоуглеродном
электроде в 40%-ном водном этаноле [13]. Поми-
мо этанола, исследования проводили в присут-
ствии ацетонитрила и дихлорметана, однако дан-
ные растворители показали более высокие потен-
циалы пика окисления аналитов. Значение clim
составило 0.113 и 0.118 мМ соответственно. Ин-
тервалы линейности градуировочных графиков

оказались достаточно узкими: 1.0–10 мкМ для ви-
тамина Д2 и 6.0–50 мкМ для витамина Д3. Не
установлено мешающего влияния на сигнал вита-
минов А, Е и К.

Ретинол (витамин А1), ретинол ацетат и паль-
митат определяли на угольно-пастовом электро-
де, содержащем додецилсульфат натрия, после
его сорбционного накопления из органических и
водно-органических растворов [14]. Наилучшие
результаты были достигнуты при использовании
50–80% ацетонитрила в ацетатном буферном рас-
творе. В режиме дифференциально-импульсной
вольтамперометрии метод позволяет определять
1.5 мкА–0.18 мА ретинола (clim 0.46 мкМ). Отмече-
ны сходство вольтамперограмм, полученных на
угольно-пастовом и стеклоуглеродном электро-
дах, и возможность определения только суммар-
ного содержания всех форм ретинола без их раз-
деления на индивидуальные соединения.

Канабидиол окисляли в смеси ацетонитрила и
универсального буферного раствора (1 : 1) на
стеклоуглеродном электроде [15]. Процесс носил
необратимый характер. Регистрируемые с помо-
щью дифференциально-импульсной вольтампе-
рометрии токи пика увеличивались при переходе
от кислой к щелочной области рН. Модификация
электрода углеродной чернью стабилизировала и
увеличивала аналитический сигнал. Разработан
метод проточно-инжекционного определения
канабидиола из конопляного масла и листьев ко-
нопли в потоке 30%-ного метанола в интервале
концентраций 0.2–2 мг/л. Референсным методом
служила хромато-масс-спектрометрия.

Краситель дисперсный красный 13 определя-
ли на стеклоуглеродном электроде в 50%-ной
смеси универсального буферного раствора и
ДМФА [16]. Для определения красителя исполь-
зовали необратимый пик катодного восстановле-
ния, отнесенный к протонированной нитрогруп-
пе. Модификация электрода полиглутаминовой
кислотой повышала чувствительность определе-
ния. В оптимальных условиях электрод позволял
проводить определение красителя в интервале
концентраций от 0.25 до 3.0 мкМ (clim 15 нМ).

Введение значительных количеств органиче-
ских растворителей неизбежно увеличивает оми-
ческое падение напряжения в растворе и снижает
диэлектрическую проницаемость раствора, что
неблагоприятно влияет на морфологию вольт-
амперных кривых, повышает фоновые токи и
уширяет пики окисления/восстановления. Вывод
о природе факторов, определяющих влияние орга-
нического растворителя, неочевиден. Например,
при исследовании цитохрома С в системах вода–
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органический растворитель (ДМФА, ацетонитрил,
метанол, пропанол) вывод о преимущественном
влиянии диэлектрических свойств среды был сде-
лан по термодинамическим характеристикам пе-
реноса электрона, установленным по величине
равновесного потенциала и его температурной
зависимости [17]. Тот же аналит демонстрировал
денатурацию в присутствии диметилсульфоксида
(ДМСО), выявляемую по снижению тока пика на
вольтамперограммах, зарегистрированных на зо-
лотом электроде [18].

Другой электрохимически активный белок –
миоглобин, будучи адсорбирован на поверхности
стеклоуглеродного электрода, показал устойчи-
вость электрохимических характеристик в при-
сутствии 30%-ного этанола [19]. Стабилизатором
водно-органического раствора белка являлся по-
лисахарид глюкоманнан. Электрод с адсорбиро-
ванным миоглобином использовали для чувстви-
тельного определения органических пероксидов,
пероксида водорода, оксида азота(II) и полихло-
рированных алканов по токам их медиаторного
восстановления. Влияние органического раство-
рителя на электрохимическую активность мио-
глобина подробно рассмотрено в работе [20]. По-
казано, что введение в раствор спиртов вызывает
частичную денатурацию молекул миоглобина,
адсорбированных на стеклоуглеродном углероде.
Структурные изменения были подтверждены
данными фотоэлектронной рентгеновской спек-
троскопии и эллипсометрии. Толщина белковой
пленки на электроде увеличивалась в присут-
ствии спиртов. В совокупности с сокращением
расстояния переноса электрона это вызывало
увеличение электроактивности миоглобина на
60% (под данным дифференциально-импульсной
вольтамперометрии). В наибольшей степени из-
менения были заметны в присутствии смеси эта-
нола и н-пропанола.

В случае нитрофурильного производного 1,4-
дигидропиридина целью применения органиче-
ского растворителя, смешивающегося с водой,
был контроль протогенной активности среды
[21]. Молекулы аналита содержали два потенци-
альных редокс-центра, – нитрофурильную и ди-
гидропиридиновую группы. При pH < 9 катодное
восстановление протекало с переносом четырех
электронов. Однако в более щелочной среде чис-
ло пиков на вольтамперограммах, как и соотно-
шение токов пика, зависело от выбранной обла-
сти сканирования потенциала и природы добав-
ляемого растворителя (ацетонитрил, ДМСО, до
60% этанола в объеме). Низкая протогенная ак-
тивность смешанного раствора способствовала
проявлению сигнала анион-радикала на нитро-
группе, а восстановление нитрофуранового фраг-

мента зависело от характера окислительных про-
цессов на обратной ветви циклической вольтам-
перограммы.

Коэнзимы Q10 и Q0 восстанавливали на стекло-
углеродном электроде в уксусной кислоте, содер-
жащей ацетонитрил [22]. Механизм включает две
последовательные стадии переноса иона водоро-
да и электрона с промежуточным образованием
неустойчивого радикала семихинона. Механизм
согласуется с установленным ранее в водных ще-
лочных средах при рН 12.0. Длина углеродного
радикала коэнзима слабо влияла на его электро-
химическую активность. Обратимость процесса
переноса первого электрона создавала условия
регистрации коэнзимов в биохимических реак-
циях, а установленные термодинамические зна-
чения потенциалов отдельных стадий позволяют
использовать электрохимические данные для об-
суждения поведения коэнзимов в живой клетке.
Полученные результаты были впоследствии ис-
пользовали для определения коэнзима Q10 на се-
ребряном электроде в водном этаноле [23]. Ана-
лит давал пару обратимых пиков на вольтамперо-
граммах в отсутствие растворенного кислорода и
необратимый пик в его присутствии. Этанол на-
ряду с молекулярным кислородом участвовал в
цепи переноса электрона, реагируя с радикалом,
образующимся при отрыве иона водорода от
продукта первичного переноса электрона. В ре-
жиме дифференциально-импульсной вольтам-
перометрии ток пика линейно зависел от концен-
трации коэнзима Q10 в интервале концентраций
0.1 мкМ–1.0 мМ (clim 33.3 нМ). Сенсор опробова-
ли при анализе экстрактов из рыбных, мясных и
растительных проб, и он показал высокую сходи-
мость результатов с данными газо-жидкостной
хроматографии.

Электрохимические свойства и влияние на
них органических растворителей также изучали
для гомогентизиновой кислоты в водном ацето-
нитриле [24], коричной кислоты в водном ДМФА
[25, 26], алкилгетеросульфонов в 20–80%-ном
ДМСО [27], парабенов в смеси уксусная кисло-
та–ацетонитрил [28], нитрофенилгликозидов в
водном метаноле [29], холестерина в водном эта-
ноле [30].

Экзотичным примером использования водно-
органических сред можно считать определение
нерастворимых в воде антиоксидантов (каротин,
токоферол, 4,4,4-трифтор-3-метил-2-бутеновая
кислота и мелатонин) по их влиянию на химиче-
ский осциллятор Белоусова−Жаботинского [31].
Колебательную реакцию контролировали потен-
циометрически и с помощью циклической вольт-
амперометрии, для солюбилизации антиокси-
дантов использовали смеси акрилонитрила и
ДМФА в серной кислоте.
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Микроэмульсии. Линдман и соавт. [32] опреде-
лили микроэмульсии как дисперсные системы,
включающие воду, масло и поверхностно-актив-
ное вещество (ПАВ), которые спонтанно образу-
ют изотропный, прозрачный и термодинамиче-
ский стабильный раствор. Многие микроэмуль-
сии, нашедшие применение в электроанализе,
были разработаны для доставки гидрофобных мо-
лекул лекарств и улучшения растворимости фар-
мацевтических препаратов и красителей.

Эмульгирование органического экстракта мо-
жет рассматриваться как простейший способ со-
вершенствования методики определения, преду-
сматривающей экстракцию аналита в органиче-
ский растворитель. Однако число таких методик
невелико. В качестве примера можно привести по-
лярографическое определение двух гербицидов
sртриазинового ряда – азипротрина (2-азидо-4-
изопропиламино-6-метилтио-1,3,5-триазина) и
десметрина (4-изопропиламино-6-метиламино-2-
метилтио-1,3,5-триазина) [33]. Эмульсию этилаце-
тата готовили в присутствии 0.1%-ного пентанс-
ульфоната натрия. Сигналом служил ток катодно-
го восстановления триазинов. Способ позволяет
определять от 0.1 мкМ до 0.1 мМ гербицидов (clim 45
и 66 нМ азипротрина и 66 нМ десметрина).

Описано [34] определение таншинона IIA,
биологически активного вещества растительного
происхождения, применяемого в качестве имму-
номодулятора и антиоксиданта, в микроэмуль-
сии, образованной триглициридом каприловой и
каприновой кислот в присутствии эмульгаторов
полисорбата 80 и Kolliphor® HS 15. Установле-
ны влияние детергентов на скорость переноса
электрона и возможность прямого определения
препарата без разрушения микроэмульсий в
интервале концентраций от 0.2 до 1.2 мкг/л (clim
50.25 нг/мл).

Витамины С и Е вводили в микроэмульсии ти-
па “масло в воде” в присутствии 1–77% пентано-
ла (эмульгатор додецилсульфат натрия) и 10–80%
бутанола (эмульгатор цетилтриметиламмоний
бромид) [35]. Включение аскорбиновой кислоты
в эмульсии ускоряло ее окисление растворенным
кислородом в степени, увеличивающейся с ро-
стом доли органического растворителя в системе.
Кроме того, витамин С ускорял аналогичное раз-
ложение присутствующего в его растворе витами-
на Е. В отсутствие органического растворителя
повышение концентрации ПАВ стабилизировало
растворы указанных витаминов. В дальнейшем
исследовали электрохимическое окисление ас-
корбиновой кислоты и установили лимитирую-
щее влияние рН на скорость ее окисления [36].

Введение этанола (1 : 1) и ацетонитрила (2 : 3) в
буферный раствор увеличивало потенциалы пика
окисления и снижало ток пика. Электрохимиче-
ские параметры окисления в слабокислой среде
малочувствительны к присутствию в растворе
ПАВ.

Интересный способ оценки антиоксидантных
свойств оливкового масла и установления его
торговой марки предложен в работе [37]. Для это-
го разработали массив вольтамперометрических
сенсоров типа “электронный язык”, состоящий
из печатных графитовых электродов, покрытых
различным образом допированным полипирро-
лом. Полимерное покрытие получали путем элек-
тролиза. Эмульсии готовили, диспергируя масло
в растворе додецилсульфата натрия. На цикличе-
ских вольтамперограммах регистрировали широ-
кий обратимый пик окисления–восстановления
полипиррола, параметры которого зависели от
сорта масла и добавок в него модельных антиок-
сидантов. Образцы масла классифицировали по
стандартным образцам с помощью проекций
главных компонент. Критерием дискриминации
служило значение полного полифенольного ин-
декса. Способ показал возможность надежного
предсказания данного параметра, референсным
методом служил стандартный способ определе-
ния антиоксидантов Фолина–Чокальтеу. Влия-
ние эмульгирования масла на стадии подготовки
к измерению вольтамперограмм на результаты
тестирования не обсуждалось.

Анализ в капле. Электрохимические методы
анализа широко применяются для анализа окис-
лительно-восстановительных процессов, проте-
кающих в капле на поверхности электрода, по-
груженного в раствор электролита [38]. Такие ис-
следования имитируют многие природные и
биохимические процессы, протекающие в мик-
родисперсных системах [39]. Примером могут
служить реакции в клетке с участием микровези-
кул или концентрирование в капле воды электро-
химически активных растворимых газов в атмо-
сферном воздухе. Параметры окислительно-вос-
становительных процессов измеряют в единичной
капле, множестве разделенных капель или тонком
слое органической жидкости, находящейся на ин-
дикаторном электроде. Объем капли обычно со-
ставляет от нескольких десятых до десятков мик-
ролитров, площадь электрода – менее 1 мм2. Ор-
ганическая фаза состоит из нитробензола и
аналогичных полярных органических раствори-
телей, способных удерживать достаточные коли-
чества электрохимически активных соединений.
Противоэлектрод и электрод сравнения могут
размещаться во второй жидкой фазе или вводить-
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ся в ту же каплю на индикаторном электроде, из-
готовленном из достаточно гидрофобного мате-
риала, например полированного высокоориенти-
рованного графита. Пленка органического
вещества содержит растворенный редокс-инди-
катор, такой как ферроцен [40] или производные
порфирина [41]. Водная фаза может содержать
металлоцианаты, сигнал которых используется
для интерпретации регистрируемых токов, или
традиционные индифферентные фоновые элек-
тролиты. Для предотвращения вымывания меди-
атора из капли использовали электрополимери-
зацию или ковалентную пришивку медиатора к
полимеру. Аналогичным образом организованы
системы типа “вода в масле”, когда водный рас-
твор электрохимически активного вещества (гид-
рохинон [42]) диспергирован в органическом рас-
творителе. Окислительно-восстановительная ре-
акция генерирует ток переноса иона через
границу вода/органическая фаза, который фик-
сируется на индикаторном электроде [43]. Для
компенсации изменения заряда фаз в них вводят
соли фоновых электролитов, которые сами не мо-
гут переноситься через границу раздела фаз. По-
добные системы не нашли широкого применения
при электрохимическом определении небольших
органических молекул, однако оказались пер-
спективными при определении белков [44] и
ДНК [45], участвующих в трансграничном пере-
носе заряда индикаторных ионов. Вместе с тем
продолжают активно исследоваться системы,
включающие множества микрокапель органиче-
ской фазы в порах инертных носителей, контакти-
рующих с водной средой. Такие системы показали
перспективность применения в электрооптических
методах анализа, например, при определении заря-
женных молекул некоторых пестицидов (1,3-
ди(карбамоилтио)-2-диметиламинопропан, ами-
ноэтилфосфоновая кислота, 4-нитро-1H-пиразол-
3-карбоновая кислота, 3,5-дихлорфенол) [46] или
при определении комплексов металлов с перемен-
ной валентностью [47]. Инертная пористая мат-
рица облегчает манипулирование сенсором, по-
скольку механически защищает капли от их сли-
яния или удаления с поверхности электрода.

Хотя пока перспективность использования
микрокапель в формате электрохимического ана-
лиза неочевидна, этот способ хорошо укладыва-
ется в стратегию формирования и эксплуатации
микрофлюидных устройств. Примером подобно-
го подхода может служить устройство, изготавли-
ваемое с помощью 3D печати, в котором электро-
ды выполняют функции генератора и “счетчика”
микрокапель масла или воды из компактной фа-
зы, содержащей низкие концентрации детерген-

та [48]. Измеряемым параметром является изме-
нение электропроводности в микроканалах.
Устройство может найти применение в обеспе-
чении и контроле доставки лекарственных пре-
паратов и исследовании их фармакокинетики.

Глубокие эвтектические растворители и ионные
жидкости. Глубокие эвтектические растворители
рассматриваются как альтернатива неводным ор-
ганическим растворителям и в определенной сте-
пени ионным жидкостям в различных областях,
таких как электрохимический синтез полимеров
[49], модификация электродов соединениями ме-
таллов [50], металлизация различных поверхно-
стей [51], включая электрополировку гальваниче-
ских покрытий [52], экстракция аналитов и др.
[53]. В отличие от ионных жидкостей, синтез глу-
боких эвтектических растворителей в большей
степени удовлетворяет принципам “зеленой хи-
мии”. Он не требует токсичных реагентов, а сам
продукт не содержит побочных токсичных при-
месей, нивелирующих преимущества использо-
вания. Как правило, для получения глубоких эв-
тектических растворителей берут смесь как ми-
нимум двух веществ в стехиометрическом
соотношении, близком к требуемому для получе-
ния их эвтектики [54]. Глубокие эвтектические
растворители обычно состоят из акцептора и до-
нора водородной связи, например холин хлорида
и мочевины (глицерина, этиленгликоля). Другие
варианты, реже применяемые в электрохимии –
это сочетание кислот Льюиса (хлориды цинка,
алюминия, магния, хрома(III), олова(II)) и кис-
лот Бренстеда (трифлат-анион, карбоновые ди-
кислоты, лимонная кислота). Помимо этого вы-
деляют так называемые природные глубокие эв-
тектические растворители и терапевтические
глубокие эвтектические растворители. Это смеси
метаболитов, которые накапливаются в больших
количествах в клетках и играют роль криопротек-
торов, протекторов обезвоживания и т.д. Раство-
римость многих промежуточных соединений
биохимических циклов в таких системах выше,
чем в воде. В перспективе – применение таких
систем в парфюмерной и пищевой промышлен-
ности. Глубокие органические растворители го-
товят, смешивая компоненты при незначитель-
ном нагреве и перемешивании. Они имеют тем-
пературу плавления от 10–20 до –70°С и
плотность в 1.1–1.6 раз больше плотности воды.
Структурные формулы соединений – компонен-
тов глубоких эвтектических растворителей при-
ведены на схеме 1.
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Схема 1. Компоненты глубоких эвтектических растворителей, 
используемых в электрохимии и электрохимическом анализе.

Природный глубокий эвтектический раство-
ритель, включающий 10%-ную молочную кисло-
ту, глюкозу и воду, использовали для повышения
чувствительности определения олейропеина в
сложных растительных матрицах. Измерения
проводили на графитовом электроде, покрытом
дисперсией оксида графена и многостенных угле-
родных нанотрубок, с помощью дифференциаль-
но-импульсной вольтамперометрии. Использо-
вание добавки увеличило ток окисления аналита
в 5.3 раза относительно аналогичного измерения
в буферном растворе на немодифицированном
электроде. Градуировочная зависимость линейна
в интервале концентраций от 0.1 до 37 мкМ (пре-
дел обнаружения 30 нМ). Сенсор опробован при
анализе экстрактов из листьев оливкового дерева,
полученные результаты сравнивали с данными
капиллярного зонного электрофореза [55].

Сходный по составу растворитель из молочной
кислоты, глюкозы, лимонной кислоты и воды ис-
пользовали для определения кверцетина на печат-
ном графитовом электроде [56]. В зависимости от

соотношения компонентов глубокого эвтектиче-
ского растворителя увеличение сигнала – тока пика
окисления кверцетина – составило до 100% относи-
тельно аналогичного сигнала в буферном водном
растворе. Сенсор позволяет проводить определе-
ние 0.026–7 мкМ кверцетина (предел обнаруже-
ния 7.97 нМ). Метод прошел апробацию при
определении антиоксиданта в различных сортах
лука.

Кверцетин также определяли на графитовом
электроде, модифицированном многостенными
углеродными нанотрубками, в 5%-ном глубоком
эвтектическом растворителе на основе холин
хлорида и мочевины (мольное соотношение 2 : 1)
[57]. Сигналом служил ток пика окисления квер-
цетина при 0.42 В в дифференциально-импульс-
ном режиме измерения, пропорциональный кон-
центрации аналита в интервале от 9.95 × 10–7 М до
4.76 × 10–5 М (предел обнаружения 36 нМ).

Предложена методика определения антиокси-
дантов в оливковом масле холодного отжима на
планарных одноразовых стеклоуглеродных элек-
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тродах, модифицированных частицами диоксида
титана и углеродных нанотрубок в пленке нафио-
на [58]. Сигнал измеряли методом квадратно-
волновой вольтамперометрии в экстракте, полу-
ченном с помощью глубокого эвтектического
растворителя состава молочная кислота, глюкоза
и вода в молярном отношении 6 : 1 : 6 без исполь-
зования других органических растворителей.
В качестве эталонных антиоксидантов были вы-
браны кофейная и ванилиновая кислоты. Метод
апробирован также при определении токоферола
в масле подсолнечника, кукурузы и сои.

Гибридный электрохимический и оптический
сенсор на 2,4,6-тринитротолуол предложен в ра-
боте [59]. В нем используется электрохимическое
восстановление комплекса Мейзенхеймера, про-
текающее в глубоком эвтектическом растворите-
ле на основе н-бутиламина. Интервал определяе-
мых концентраций составил 0.63–1.81 мкМ, а

коффициент селективности относительно пик-
риновой кислоты и динитротолуолов – до 104.
Растворитель эталин готовили, смешивая хо-
лин хлорид и этиленгликоль в мольном отно-
шении 1 : 2 с последующим добавлением 20 об. %
н-бутиламина. Рабочий электрод представлял со-
бой стекло с прозрачным слоем оксида олова, до-
пированного фтором (FTO). Сигналом служило
поглощение продуктов восстановления, которое
регистрировали при 512 нм.

Ионные жидкости – органические солеобраз-
ные соединения с температурами плавления в ин-
тервале 0–100°С. Как правило, они состоят из од-
ного объемного гидрофобного иона (обычно катио-
на) и небольшого гидрофильного противоиона.
Примеры ионных жидкостей, нашедших примене-
ние в электрохимическом анализе, приведены на
схеме 2.

Схема 2. Компоненты ионных жидкостей, применяемых в составе электрохимических 
сенсоров и средообразующих компонентов.

Благодаря ионной проводимости и низкой
температуре плавления ионные жидкости нашли
применение в составе ионселективных электро-
дов, пластификаторов пастовых вольтамперомет-
рических сенсоров [60, 61], гелеобразователей
[62], компонентов модифицирующих слоев угле-
родных наноматериалов [63] и соединений метал-
лов с переменной валентностью [64]. В зависимо-
сти от природы составляющих ионов и способа
применения ионные жидкости могут также спо-
собствовать электрополимеризации различных
органических соединений [65], облегчать диспер-
гирование графита на стадии получения оксида
графена и его последующего восстановления [66].
Кроме того, ионные жидкости могут включать
электрохимически активные ионы, участвующие
в реакции переноса электрона [67, 68].

Помимо изготовления электрохимических
сенсоров и участия в генерации их сигнала ион-
ные жидкости могут служить компонентами рас-
творов аналитов для улучшения их растворимости и

предотвращения агрегации на индикаторном элек-
троде. Описано применение солюбилизированных
ионных жидкостей на основе холина и ПАВ для вы-
сокочувствительного определения этилпарабена
[69]. Указывается, что растворение аналита в ука-
занных системах позволяет избежать агрегации
этилпарабена на поверхности электрода, увели-
чивает пик окисления аналита на стеклоуглерод-
ном электроде, покрытом полианилином и нано-
частицами золота, и улучшает метрологические
характеристики его определения. Сенсор позво-
ляет определять с помощью дифференциально-
импульсной вольтамперометрии от 0.1 до 5.10 нМ
этилпарабена (предел обнаружения 0.1 нМ). Наи-
лучшие результаты достигнуты в присутствии хо-
лин хлорида. Сенсор апробирован на примере
определения этилпарабена в косметическом
средстве.

Разработан тонкопленочный сенсор на основе
оптически прозрачного электрода ITO (оксиды
индия и олова) с пленочными электродами, со-
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единенными тонким слоем ионной жидкости
(1-бутил-3-метилимидазолиний гексафторфос-
фат) [70]. Определяемыми веществами являлись
пары нитроароматических соединений – взрыв-
чатых веществ (2,4,6-тринитротолуол, пикриновая
кислота и 2,4-динитротолуол), сорбируемых из га-
зовой фазы в слое ионной жидкости и далее восста-
навливаемых на электроде. Продукты электровос-
становления дополнительно регистрировали по
их цвету с использованием УФ-спектроскопии.
Разложение цветов по спектру RGB повысило
чувствительность определения. Оценка чувстви-
тельности определения исходила из разрешения
и уровня шума светодиода LED как регистрирую-
щего устройства и составила до нескольких
мкг/м3.

Особенности применения ионных жидкостей
в составе электродов или модифицирующих сло-
ев электродов в вольтамперометрическом опре-
делении органических соединений рассмотрены
в обзоре [71]. Отмечается повышение чувстви-
тельности и селективности определения, особен-
но в присутствии нескольких окисляющихся со-
единений, однако механизм указанного влияния
во многих работах не раскрывается. Предположе-
ние об экстракционном концентрирования в це-
лом нуждается в дополнительных исследованиях,
а улучшение условий электронного обмена на по-
верхности сенсора очевидно, но прямо с аналити-
ческими характеристиками определения связано
не всегда. Описано определение дофамина и ас-
корбиновой кислоты [72–75], теофиллина и ко-
феина [76], аденозиндифосфата [77], рутина [78].
Более ранние работы по применению ионных
жидкостей в составе электрохимических сенсо-
ров обобщены в обзоре [79].

Биохимические сенсоры. Причины примене-
ния органических растворителей при измерениях
с помощью биосенсоров те же, что и в традицион-
ном электрохимическом анализе – повышение
чувствительности измерения за счет гомогениза-
ции объекта анализа и повышения концентрации
аналита. Важным стимулом можно считать еще и
упрощение пробоподготовки за счет исключения
стадии удаления растворителя из экстракта. Одна-
ко большинство биохимических рецепторов при
контакте с полярными органическими раствори-
телями теряет часть молекул воды, стабилизирую-
щих их трехмерную структуру [80]. Это зачастую
приводит к необратимым последствиям – сниже-
нию сигнала в холостом опыте, уменьшению изби-
рательности связывания молекул аналита и ради-
кальному сокращению времени жизни биосенсо-
ра. Указанные проблемы в основном связаны с
функционированием белков – антител и фермен-
тов. Тем не менее существуют две области приме-
нения органических растворителей, заслуживаю-
щих упоминания применительно к ферментным
сенсорам. Это – иммобилизация ферментов в

присутствии высоких концентраций апротонных
растворителей, не смешивающихся с водой, и
проблемы определения необратимых ингибито-
ров ацетилхолинэстеразы (АХЭ).

Возможность сохранения ферментативной ак-
тивности после контакта фермента с растворите-
лями, не смешивающимися с водой, установлена
в работах проф. А.М. Клибанова и сотр. (МГУ,
Москва) [81]. Показано, что зависимость фер-
ментативной активности от концентрации орга-
нического растворителя имеет максимум в обла-
сти высоких ее значений, так что фермент не
только сохраняет свои каталитические свойства,
но и приобретает возможность катализировать
процессы, в водной среде невозможные. Указан-
ное свойство нашло применение, в первую оче-
редь, в органическом синтезе, включая промыш-
ленно важные процессы, протекающие под дей-
ствием липаз [82]. Помимо этого органические
растворители в концентрации около 90% успеш-
но использовали также на стадии изготовления
ферментных сенсоров с улучшенными аналити-
ческими характеристиками. Так, описан сенсор
[83] для контроля уровня лактата в потовых выде-
лениях, в котором фермент иммобилизовали из
90%-ного изопропанола. Для защиты активного
центра фермента в раствор дополнительно вводи-
ли полиэлектролиты. Биосенсор показал ста-
бильный воспроизводимый сигнал в режиме про-
точно-инжекционного анализа в интервале кон-
центраций лактата 1 мкМ–1 мМ. Предложены
аналогичные способы иммобилизации глюкозо-
оксидазы в пленки перфторированных полиме-
ров, полученных из органических растворителей
[84]. Биосенсоры демонстрировали 10-кратное
увеличение чувствительности сигнала на перок-
сид водорода, продукт ферментативной реакции,
и высокую устойчивость в потоке.

Ацетилхолинэстераза – фермент, катализиру-
ющий гидролиз эфиров холина. Она несовмести-
ма с полярными органическими растворителями,
смешивающимися с водой, поскольку они вызы-
вают необратимую потерю активности фермента.
В присутствии пестицидов – ингибиторов фер-
мента их действие аддитивно с влиянием раство-
рителя. В этих условия выбор растворителя и его
концентрации можно рассматривать как компро-
мисс между необходимостью работы с раствором
пестицида и побочным эффектом растворителя,
повышающим определяемые концентрации ана-
лита в силу собственного влияния на фермент.
Сигналом биосенсоров на основе АХЭ обычно
служит ток окисления тиохолина – продукта фер-
ментативного гидролиза синтетического субстра-
та ацетилтиохолина (уравнение (1)):
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(1)

Его же определяют в фотометрической реак-
ции с реактивом Эллмана [85]. Результаты срав-
нения влияния метанола, этанола пропанола, бу-
танола, пентанола, пропан-2-ола, ДМСО,
ДМФА, тетрагидрофурана и ацетонитрила в кон-
центрациях 5–20 об. % на взаимодействие АХЭ с
хлорпирифосом, диизопропилфторфосфатом,
дихлофосом, диметоатом, фенитоном, параоксо-
ном, фозалоном, пиримифосом приведены в ра-
боте [86]. Наименьшее влияние на определение
пестицидов оказал изопропанол. Несколько
позднее закономерности, установленные для рас-
твора фермента в водных органических раствори-
телях, применили для АХЭ, иммобилизованной
на печатном графитовом электроде с хроноампе-
рометрической регистрацией сигнала [87]. В оп-
тимальных условиях биосенсор позволил опреде-
лять боевые отравляющие вещества зарин, зоман,
табун и VX газы с clim 7.41, 6.31, 61.7 и 21.9 пМ соот-
ветственно. Продолжительность анализа составила
не более 10 мин. Измерению не мешали 10–20%
этанола, метанола, изопропанола и ацетонитрила.

Применительно к иммобилизованной АХЭ
наибольшее применение нашел ацетонитрил,
присутствие которого в некоторых случаях даже
повышало чувствительность фермента в отноше-
нии необратимых ингибиторов [88]. Так, описано
определение O,O-диметил-O-2,2-дихлорвинил-
фосфата (ДДВФ) и метомила с помощью АХЭ,
растворенной в смеси трис-буферного раствора и
ацетонитрила. Сигналом служило медиаторное
окисление тиохолина на золотом электроде в
присутствии медиаторов электронного переноса –
феррицианида и тионина [89]. Ацетилхолинэсте-
разау различного происхождения, включая му-
тантные белки, полученную с помощью генной
инженерии, использовали в составе биосенсоров
на основе печатных графитовых электродов для
определения дихлорфоса в кожуре яблок после
его экстракции ацетонитрилом [90]. Для мини-
мизации влияния растворителя фермент допол-
нительно защищали пленкой фотосшитого поли-
мера PVA-SbQ, а экстракт разбавляли до содержа-
ния растворителя 5%, не влияющего на
активность АХЭ. В модельных растворах макси-
мум чувствительности показал мутантный фер-
мент, выделенный из дрозофилы, с clim дихлорфо-
са 70 пМ. Аналогичная защита иммобилизован-
ного фермента от действия органического
растворителя может быть обеспечена введением в
поверхностный слой биосенсора хитозана [91].
Определение параоксона в этом случае возможно

при концентрации ацетонитрила до 15% и мета-
нола до 25%. Ранее предложено использовать ста-
билизацию АХЭ в каппа-каррагинане и прово-
дить измерение в органических растворителях, не
смешивающихся с водой, но предварительно на-
сыщенных водным буферным раствором [92, 93].

Среди других ферментных сенсоров, функци-
онирующих в присутствии органических раство-
рителей, можно выделить оксидоредуктазы, реа-
гирующие с полярными субстратами, ограничен-
но растворимыми в воде. Так, описано [94]
определение 2-аминофенола с помощью перок-
сидазы из хрена, включенной в состав угольно-
пастового электрода. Измерения проводили в
ацетатном буферном растворе, содержащем изо-
пропанол, по току биокаталитического восста-
новления продукта димеризации аналита, обра-
зующегося в присутствии фермента; clim составил
9.2 мкМ, диапазон определяемых концентраций –
10 мкМ–1.0 мМ. Возможно селективное опреде-
ление 2-аминофенолда в присутствии избытка
парацетамола.

Описано определение глюкозы с помощью
глюкозооксидазы, иммобилизованной в слое по-
липиррола [95]. Для повышения чувствительно-
сти определения в слой полимера вводили суль-
фонатное производное каликс [6]арена, а элек-
трополимеризацию проводили в ацетонитриле.
По сравнению с полимером, полученным в вод-
ной среде, введение макроцикла и ацетонитрила
повысило чувствительность определения более
чем в два раза (с 31.6 до 79.3 мкА М–1 см–2). Тот же
фермент, иммобилизованный в пленке нафиона,
прошел апробацию при проточно-инжекцион-
ном определении глюкозы в присутствии изопро-
панола [96].

Тирозиназу (полифенолоксидазу) иммобили-
зовали в нанокапсулах полиакрилата, получен-
ных in situ в присутствии 4-диметиламиноантипи-
рина как стабилизатора [97]. Нанокапсулы закреп-
ляли на поверхности стеклоуглерода в пленке
хитозана и использовали при вольтамперометриче-
ском определении бисфенола А (clim 12 нМ, диапа-
зон определяемых концентраций 50 нМ–
2.0 мкМ). Биосенсор сохранял отклик в 50%-ных
водных растворителях (ДМСО, ДМФА, этанол и
метанол). Биосенсор апробирован при определе-
нии бисфенола А в бутилированной воде и пла-
стиковой посуде. Стабилизирующий эффект ана-
логичного полимерного слоя установлен также
для лакказы [98].

(CH3)3N+CH2 SCCH3 + H2O

O

АХЭ

−CH3COOH
(CH3)3N+CH2CH2SH

(CH3)3N+CH2CH2SH
−e−

1/2((CH3)3N+CH2CH2S)2.

CH2
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Холестеролоксидазу иммобилизовали на гребен-
чатом электроде путем диазотирования 4-карбокси-
метилфенилдиазониевой соли с последующим карбо-

диимидным связыванием по карбоксилатной группе
[99]. Фермент катализирует окисление холестерола с
образование пероксида водорода (уравнение (2)):

(2)

Для ускорения переноса электрона на элек-
трод дополнительно электрохимически осаждали
наночастицы золота. Холестерол определяли в
присутствии 5%-ного изопропанола для повыше-
ния его растворимости в водной среде. В хроноам-
перометрическом режиме сенсор позволяет опре-
делять 0.005–1 мМ холестерина (clim 1.2 мкМ). Фер-
ментный сенсор тестировали на образцах
сыворотки крови человека, предварительно разбав-
ленной в 20 раз фосфатным буферным раствором.
Определению не мешали стандартные компонен-
ты крови, способные к окислению в условиях
эксперимента, – ацетаминофен, сорбиновая, ас-
корбиновая, мочевая и салициловая кислоты,
глутатион, глюкоза и креатинин.

Мутантные белки – цинк-, медьсодержащие
супероксиддисмутазы – иммобилизовали на зо-
лотом электроде посредством Au–S-связывания
[100]. Электронный перенос изучали в смесях во-
да–ДМСО с содержанием растворителя до 60%.
Выявлено отсутствие зависимости формального
редокс-потенциала, хотя токи пика белка умень-
шались при увеличении доли ДМСО в растворе.
Биосенсор использовали для чувствительного
определения супероксидного аниона. Его гене-
рировали в реакции ксантина и ксантиноксида-
зы, добавляемых в раствор. Наклон соответству-
ющей зависимости тока пика фермента умень-
шался линейно при увеличении концентрации
органического растворителя, но оставался доста-
точно большим по сравнению с параметрами ана-
логичного сенсора на основе цитохрома С. Опти-
мальное содержание ДМСО составило 40 об. %.

Среди других классов ферментов можно упо-
мянуть лишь глутатион-S-трансферазу, приме-
няемую для определения пестицидов [101, 102].
Фермент иммобилизовали совместно с окси-
дом графена в слое желатина на стеклоуглерод-
ном электроде. Субстратом служили глутатион
и 1-хлор-2,4-динитробензол. Биосенсор тестиро-
вали на широком круге пестицидов – бензимида-
золов, хлорорганических соединений, карбаматов,
тиофосфатов, полифенолов и пиретроидов. Изме-
рения проводили в среде 25%-ного метанола.

Применение водно-органических и дисперс-
ных сред для других типов электрохимических
биосенсоров фактически не описано. Среди ред-
ких исключений – аптасенсор на глютен, функ-
ционирующий в глубоком эвтектическом раство-
рителе эталине [103]. Измерения проводили на
печатном графитовом электроде в сэндвичевом
формате, используя в качестве метки пероксидазу
из хрена. Активность фермента устанавливали
хроноамперометрически по току восстановления
продукта окисления тетраметилбензидина, суб-
страта пероксидазы. Биосенсор позволяет опре-
делять до 100 мкг/л глютена с нижней границей
определяемых содержаний 1 мкг/л. Это суще-
ственно лучше, чем характеристики того же апта-
сенсора при измерениях в фосфатном буферном
растворе (10 мкг/л). Интересно, что структуру ап-
тамера на глютен также устанавливали, проводя
селекцию последовательностей олигонуклеоти-
дов в том же растворителе [104]. Аптасенсор ис-
пользовали для контроля глютена в соевой и ри-
совой муке, а также в десертах (панакотта и ва-
нильный крем). В последнем случае в качестве
референсного метода использовали иммунофер-
ментный тест.

* * *

Водно-органические и дисперсные среды, со-
держащие органические растворители, позволя-
ют решать различные задачи, связанные с кон-
струированием и применением электрохимиче-
ских сенсоров на органические соединения.
Традиционные подходы, когда растворитель из-
начально используется как экстрагент для извле-
чения аналита из органической матрицы, посте-
пенно теряют свое значение, уступая более эко-
логичным методам солюбилизации растворов в
присутствии ПАВ. Однако гомогенные и эмуль-
гированные среды сохраняют важное значение
для определения веществ с низкой растворимо-
стью в воде – витаминов, антиоксидантов, неко-
торых фармацевтических препаратов. В таких
случаях объемная доля органического раствори-

HO

H3C

CH3 C5H11-i
H3C

+ O2

O

H3C

CH3 C5H11-i
H3C

Холестерол-
оксидаза

−H2O2
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теля достаточно низка для сохранения низкой се-
бестоимости измерения, а влияние на электрод-
ную реакцию связано в основном с некоторым
снижением обратимости электронного переноса
по сравнению с аналогичными измерениями в
водных растворах фоновых электролитов. Ис-
пользование глубоких эвтектических растворите-
лей и ионных жидкостей расширяет возможности
электрохимического анализа за счет смягчения
требований к условиям модификации индика-
торных электродов и рабочему окну потенциалов,
а также более широкого круга определяемых ана-
литов. Хотя число глубоких эвтектических рас-
творителей пока ограничено в основном система-
ми на основе холин хлорида, с введением в практи-
ку других аналогичных компонентов возможности
электроанализа возрастут. Среди других перспек-
тивных направлений использования органических
компонентов растворов – анализ в микрокаплях
и микроэмульсиях как частях микрофлюидных
устройств. Пока эти исследования ограничены
генерацией микрокапель в электрическом поле и
их подсчетом в микроканалах пористых матриц,
однако следует ожидать в ближайшем будущем
расширения данной тематики в связи с активны-
ми усилиями по разработке и внедрению нового
поколения устройств на принципах микрофлюи-
дики для решения задач медицинской диагности-
ки и фармакокинетики вне лечебного учрежде-
ния.

Исследования проводили при поддержке Россий-
ского научного фонда (грант № 17-73-20024).
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Редкоземельные элементы (РЗЭ) в настоящее время используют в составе удобрений, однако их по-
ведение в системе “почва–растение” остается малоизученным. Важной задачей остается оценка
связывания РЗЭ с различными органоминеральными фазами почв. На примере дерново-подзоли-
стой почвы и типичного чернозема проведено сравнительное изучение двух схем фракционирова-
ния форм РЗЭ в почвах в режиме динамического экстрагирования. По пятистадийной схеме с при-
менением 0.05 М раствора Ca(NO3)2, 0.43 M CH3COOH, 0.1 M раствора NH2OH·HCl (pH 3.6), 0.1 M
раствора K4P2O7 (pH 11.0) и 0.1 M раствора (NH4)2C2O4 (pH 3.2) выделяли соответственно пять экс-
трагируемых фракций, которые можно условно назвать обменной, специфически сорбированной,
связанной с оксидами марганца, связанной с органическим веществом и связанной с аморфными и
слабо окристаллизованными оксидами железа и алюминия. По четырехстадийной схеме с приме-
нением 0.05 М раствора Ca(NO3)2, 0.1 М лимонной кислоты, 0.05 М раствора NH2OH·HCl (рН 2.0)
и 1.4 М HNO3 выделяли соответственно обменные ионы, связанную с карбонатами, восстанавлива-
емую и кислоторастворимую фракции. Содержание элементов в исходных образцах и вытяжках
определяли методами атомно-эмиссионной спектрометрии и масс-спектрометрии с индуктивно
связанной плазмой. Согласно полученным данным, при использовании пятистадийной схемы ос-
новной экстрагируемой формой РЗЭ (до 40% от валового содержания) являются металлорганиче-
ские комплексы, экстрагируемые 0.1 М раствором пирофосфата калия. При использовании четы-
рехстадийной схемы основная доля РЗЭ (до 30%) извлекается 1.4 М азотной кислотой. На примере
La, Ce, Nd проведено сопоставление двух схем. Показано, что содержание РЗЭ, извлекаемых азот-
ной кислотой (четырехстадийная схема), соответствует содержанию РЗЭ, извлекаемых пирофосфа-
том (пятистадийная схема). Кроме этого, применение 0.05 М раствора NH2OH·HCl при pH 2.0 (че-
тырехстадийная схема) и 0.1 М раствора (NH4)2C2O4 при pH 3.2 (пятистадийная схема) также при-
водит к сходным результатам. Таким образом, обе схемы могут быть использованы при
динамическом фракционировании форм РЗЭ в почвах. Пятистадийная схема, однако, является
предпочтительной, поскольку применяемые реагенты достаточно селективны по отношению к рас-
творяемым органоминеральным фазам почв, что позволяет получить более четкую картину распре-
деления форм РЗЭ.

Ключевые слова: динамическое фракционирование форм элементов, экстрагирование, почвы, ред-
коземельные элементы, вращающаяся спиральная колонка.
DOI: 10.31857/S0044450221100108

К редкоземельным элементам (РЗЭ) относят-
ся 14 лантаноидов, Sc и Y. Естественным источ-
ником поступления РЗЭ в почвы являются под-
стилающие породы. Основным антропогенным
источникам РЗЭ в почвах являются удобрения,

заметный вклад может вносить загрязнение почв
фосфогипсом (отходом производства минераль-
ных удобрений) [1, 2]. В настоящее время поведе-
ние РЗЭ в системе “почва–растение” остается
малоизученным.

УДК 543

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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В целом данных о валовом содержании эле-
ментов в почвах пока недостаточно для оценки их
связывания с различными органоминеральными
фазами почв и, следовательно, подвижности и
потенциальной биологической доступности. Для
получения этой информации используют после-
довательное экстрагирование, в ходе которого
образец почвы подвергают воздействию различ-
ных выщелачивающих реагентов [3]. Реагенты,
применяемые в схемах последовательного экс-
трагирования, имитируют условия высвобожде-
ния элементов, связанных с различными компо-
нентами почв, при возможном изменении усло-
вий окружающей среды, таких как ионный состав
почвенного раствора, рН, окислительно-восста-
новительный потенциал [4].

Согласно рекомендациям ИЮПАК последо-
вательное экстрагирование форм элементов из
почв относится к методам фракционирования
элементов [5] Главным принципом такого фрак-
ционирования является то, что каждый последу-
ющий выщелачивающий реагент должен быть
либо сильнее предыдущего по химическому воз-
действию, либо иметь другую природу [4]. Выще-
лачивающие растворы применяют в порядке уве-
личения их реакционной способности: от раство-
ров нейтральных солей до сильных кислот. При
этом уменьшается подвижность и биологическая
доступность извлекаемых элементов: от подвиж-
ной фракции (обменные ионы) до неподвижной
(элементы, входящие в состав кристаллической
решетки минералов) [6].

В большинстве работ, посвященных фракцио-
нированию РЗЭ в почвах, применяют схемы, из-
начально предложенные для фракционирования
тяжелых металлов (ТМ) [6–9], в основном это
схемы BCR [10] и Тессье [11]. Недавно Миттер-
мюллер и соавт. [12] разработали схему фракцио-
нирования именно для РЗЭ с акцентом на оценку
их подвижности и потенциальной биологической
доступности.

Последовательное экстрагирование (фракци-
онирование) элементов обычно проводят в стати-
ческом режиме, который неизбежно влечет за со-
бой проблемы реадсорбции элементов и пере-
крывания выделяемых фракций. Это может
привести к некорректной оценке содержания
элементов, связанных с различными органоми-
неральными фазами почв. Динамический режим
фракционирования позволяет избежать таких
проблем, поскольку он обеспечивает высвобож-
дение элементов при постоянном обновлении
растворов реагентов, т.е. в условиях, сопостави-
мых с природными [3].

Цель настоящей работы – сравнительное изу-
чение двух перспективных схем фракционирова-
ния РЗЭ в почвах с использованием режима ди-
намического экстрагирования. В качестве первой

схемы выбрали последовательность реагентов,
предложенную Федотовым и соавт. [13] для фрак-
ционирования форм ТМ. Согласно данной схеме,
уже опробованной при динамическом фракцио-
нировании форм РЗЭ [14, 15], выделяют пять экс-
трагируемых фракций, которые можно условно
назвать обменной, специфически сорбирован-
ной, связанной с оксидами марганца, связанной с
органическим веществом и связанной с аморф-
ными и слабо окристаллизованными оксидами
железа и алюминия, с применением соответ-
ственно 0.05 М раствора Ca(NO3)2, 0.43 M
CH3COOH, 0.1 M раствора NH2OH·HCl (pH 3.6),
0.1 M раствора K4P2O7 (pH 11.0) и 0.1 M раствора
(NH4)2C2O4 (pH 3.2). По второй схеме, разрабо-
танной Миттермюллером и соавт. [12] для фрак-
ционирования форм РЗЭ, выделяют легкораство-
римые соединения и обменные ионы, связанную
с карбонатами, восстанавливаемую и кислото-
растворимую фракции с применением соответ-
ственно 0.05 М раствора Ca(NO3)2, 0.1 М лимон-
ной кислоты, 0.05 М раствора NH2OH·HCl
(рН 2.0) и 1.4 М HNO3.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Исследуемые образцы. Объектами исследова-

ния были образцы фоновых незагрязненных почв –
дерново-подзолистой и чернозема. Образец сель-
скохозяйственной дерново-подзолистой почвы
отбирали из поверхностного горизонта (0–20 см)
на экспериментальной площадке Почвенного
института им. В.В. Докучаева РАН в Московской
области. Образец типичного чернозема отбирали
в лесополосе в Курской области (также из поверх-
ностного горизонта). Свойства данных почв по-
дробно описаны ранее [15]. Исходные образцы
почв сушили на воздухе, растирали и просеивали
через сито с диаметром отверстий 0.25 мм.

Реагенты. Для приготовления экстрагирую-
щих растворов использовали реагенты квалифи-
кации ос. ч.: нитрат кальция, уксусную кислоту,
гидроксиламина гидрохлорид, пирофосфат ка-
лия, ацетат аммония, гидроксид калия, азотную
кислоту, лимонную кислоту. Растворы готовили
каждый месяц применением сверхчистой воды
(Type I. ASTM D1193) с удельным сопротивлени-
ем 18.2 Мом/см (Millipore Simplicity. Франция).
Квалификация реагентов, используемых для кис-
лотного разложения твердых образцов, подробно
описана ниже.

Динамическое фракционирование форм элемен-
тов. Для динамического фракционирования
форм элементов использовали планетарную цен-
трифугу, оснащенную спиральной вращающейся
колонкой из политетрафторэтилена внутренним
диаметром 1.6 мм и объемом 30 мл с учетом под-
водящих путей (Институт аналитического прибо-
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ростроения РАН, Россия). Подробное описание
устройства приведено в работах [14, 16].

Перед началом работы колонку промывали
раствором, состоящим из 150 мл этанола, 20 мл
азотной кислоты и 330 мл сверхчистой воды в те-
чение 1 ч со скоростью потока 1 мл/мин, затем в
течение 30 мин сверхчистой водой. После этого
колонку заполняли 10 мл 0.05 М раствора
Ca(NO3)2. В тефлоновую пробирку помещали об-
разец почвы массой 500 мг, добавляли 5 мл 0.05 М
раствора Ca(NO3)2. Полученную суспензию вво-
дили в колонку со скоростью потока 1 мл/мин,
затем в пробирку добавляли еще 5 мл 0.05 М рас-
твора Ca(NO3)2, чтобы удалить частицы почвы со
стенок пробирки. Эту суспензию также вводили в
колонку. Затем с этой же скоростью прокачивали
10 мл того же элюента. После этого колонку при-
водили во вращение (650 об/мин) и через 5 мин
начинали подавать 0.05 М раствор Ca(NO3)2 с по-
мощью перистальтического насоса со скоростью
1 мл/мин. Каждый следующий выщелачивающий
раствор (элюент) подавали с той же скоростью без
остановки устройства. Для построения кривых
элюирования РЗЭ отбирали последовательно
фракции элюата объемом 15 мл. После окончания
экстрагирования образец почвы удаляли из оста-
новленной колонки путем прокачивания сверх-
чистой воды со скоростью 30 мл/мин и центрифу-
гировали при скорости вращения 2500 об/мин в
течение 15 мин. Затем образец (остаточную фрак-
цию) подвергали кислотному разложению. Каж-
дый опыт повторяли три раза.

Определение содержания элементов в исходном
образце, экстрагируемых и остаточной фракциях.
Содержание элементов в исходных образцах и оста-
точной фракции определяли методами атомно-
эмиссионной спектрометрии и масс-спектромет-
рии с индуктивно связанной плазмой (МС-ИСП).
Образцы помещали в тефлоновые стаканы объемом
50 мл, добавляли 0.5 мл HClO4 (хлорная кислота,
70%, Suprapur, Merck), 3 мл HF (плавиковая кисло-
та, 40%, ISO, Merck), 0.5 мл HNO3 (азотная кис-
лота, 65%, макс. 0.0000005% Hg, ISO, Merck) и
0.1 мл раствора изотопов Nd146, Dy161, Yb174, необ-
ходимых для контроля полноты разложения. За-
тем образцы кипятили при 180–200°С до появле-
ния густых паров белого цвета. После охлаждения
проб в химические стаканы добавляли по 3 мл де-
ионизованной воды и снова упаривали образцы.
После этого добавляли 2 мл HCl (соляная кисло-
та, 37%, ISO, Merck) 0.2 мл 0.1 М H3BO3 и раство-
ры упаривали до объема 0.6 мл каждый. Получен-
ные растворы переносили в полиэтиленовые
бюксы, добавляли 0.2 мл стандартного раствора,
содержащего 1 мг/л индия (в качестве внутренне-
го стандарта) и доводили объем растворов де-
ионизованной водой до 20 мл [17]. Процедуру
разложения контрольных растворов (без добавле-

ния образца) проводили в трех тефлоновых стака-
нах. Правильность результатов контролировали
анализом стандартного образца Трапп СТ-2а
(ГСО 8671-2005). Результаты определения эле-
ментов в стандартном образце попали в довери-
тельный интервал аттестованного значения.

Содержание элементов в выделенных фракциях
определяли методом МС-ИСП (Agilent 7900, Япо-
ния) при следующих параметрах работы прибора:
выходная мощность генератора 1550 Вт, микрокон-
центрический распылитель MicroMist, кварцевая
охлаждаемая распылительная камера (2 C), расход
плазмообразующего потока аргона 15 л/мин,
расход потока аргона в распылителе 1.01 л/мин,
скорость подачи анализируемого образца
1 мл/мин. В качестве внутреннего стандарта
применяли родий. Все растворы экстрактов
подкисляли 20 мкл 65%-ной HNO3
(макс. 0.0000005% Hg, ISO, Merck). Контрольные
растворы каждого экстрагента анализировали
совместно с растворами соответствующих
фракций.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Динамическое фракционирование форм РЗЭ в

исследуемых образцах почв. Результаты динами-
ческого фракционирования форм РЗЭ, получен-
ные при использовании двух последовательно-
стей реагентов, представлены в табл. 1 и 2. Как
видно, суммарное содержание РЗЭ в экстрагиру-
емых и остаточной фракциях удовлетворительно
соответствует валовому содержанию элементов.
Степень извлечения РЗЭ при применении 5-ста-
дийной схемы составляет от 89 до 110% от их вало-
вого содержания. Для 4-стадийной схемы эта ве-
личина составляет 81–108%. Такая погрешность
является вполне приемлемой при использовании
схем последовательного экстрагирования [14, 18]
и подтверждает достоверность полученных ре-
зультатов.

На рис. 1 представлены кривые элюирования
РЗЭ из образцов дерново-подзолистой почвы и
типичного чернозема, полученные при динами-
ческом фракционировании с применением 5- и
4-стадийной схем экстрагирования. В качестве
примера приведены кривые для La, Ce и Nd как
наиболее представительных элементов, принад-
лежащих к группе РЗЭ [1, 19]. Как видно из рис. 1,
при использовании 5-стадийной схемы основная
часть экстрагируемых РЗЭ высвобождается в ви-
де металлорганических комплексов, извлекаемых
0.1 М раствором пирофосфата калия. В черноземе
преобладают металлорганические комплексы
РЗЭ (от 15 до 25% от валового содержания эле-
ментов). Около 3% РЗЭ связано с аморфными и
слабоокристаллизованными оксидами железа и
алюминия (умеренно восстанавливаемая фрак-
ция) в обоих образцах почв. Для дерново-подзо-
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листой почвы незначительная доля La, Ce и Nd
(до 1%) элюируется в обменную и связанную с ок-
сидами марганца (легко восстанавливаемую)
фракции. При использовании 4-стадийной схе-
мы (рис. 1) основная доля РЗЭ извлекается 1.4 М
азотной кислотой в виде кислоторастворимых
форм (до 25% от валового содержания РЗЭ для
типичного чернозема и до 12 раствором% для дер-
ново-подзолистой почвы). Следует отметить, что,
тенденции, описанные для La, Ce и Nd, наблюда-
ются и для других РЗЭ.

На рис. 2 представлены диаграммы распреде-
ления РЗЭ между экстрагируемыми фракциями
дерново-подзолистой почвы и типичного чер-
нозема, выделенными при использовании 5- и
4-стадийной схем фракционирования. Согласно
результатам, полученным по 5-стадийной схеме,
среди экстрагируемых форм РЗЭ преобладают
соединения, предположительно связанные с ор-
ганическим веществом. Пирофосфат калия из-
влекает от 10% (La, Ce) до 17% (Eu, Gd,) от вало-
вого содержания РЗЭ из дерново-подзолистой
почвы и от 24% (La, Ce) до 40% (Eu, Gd) из типич-
ного чернозема. Заметную роль в связывании

РЗЭ, по-видимому, могут играть аморфные и сла-
боокристализованые оксиды железа и алюминия
(умеренно-восстанавливаемая фракция). Эта
фракция содержит до 4% РЗЭ в дерново-подзоли-
стой почве и до 10% РЗЭ в типичном черноземе.
Доля первых трех фракций РЗЭ не превышает 1%
для обеих почв.

При использовании 4-стадийной схемы
(рис. 2б, 2г) основная доля РЗЭ экстрагируется
1.4 М азотной кислотой в виде кислотораствори-
мых форм: от 12% РЗЭ из дерново-подзолистой
почвы и до 30% РЗЭ из типичного чернозема. Со-
держание РЗЭ в восстанавливаемой фракции
(0.05 М раствор NH2OH·HCl, рН 2.0) составляет
4–8% для исследуемых образцов почв. Незначи-
тельные отличия содержания РЗЭ в экстрагируе-
мой 0.05 М раствором нитрата кальция фракции,
полученные при использовании двух схем, воз-
можно, обусловлены неоднородным распределе-
нием элементов между органоминеральными фа-
зами почв.

Сравнительное изучение результатов примене-
ния двух схем фракционирования форм РЗЭ в дина-

Рис. 1. Экстрактограммы РЗЭ для исследуемых образцов дерново-подзолистой почвы (а), (б) и типичного чернозема
(в), (г), полученные при использовании пятистадийной (а), (в) и четырехстадийной (б), (г) схем фракционирования.
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мическом режиме. Сопоставление результатов
фракционирования по двум схемам (рис. 3) пока-
зало, что содержание La, Ce и Nd в кислоторас-
творимой фракции, извлекаемой 1.4 М азотной
кислотой по 4-стадийной схеме Миттермюллера,
хорошо соответствует содержанию этих элемен-
тов, извлекаемых пирофосфатом калия по 5-ста-
дийной схеме и предположительно представлен-
ных комплексами металлов с органическим ве-
ществом. Для других РЗЭ тенденция сохраняется,
однако в случае дерново-подзолистой почвы пи-
рофосфат калия более эффективно извлекает тя-
желые РЗЭ (Tb–Lu), чем азотная кислота (рис. 2).
Также можно отметить, что для обоих образцов
почв сопоставимые содержания всех РЗЭ обнару-
жены в восстанавливаемой (0.05 М раствор
NH2OH HCl при pH 2.0, схема Миттермюллера) и

умеренно восстанавливаемой (0.1 М раствор
(NH4)2C2O4 при pH 3.2, 5-стадийная схема) фрак-

циях.

Экстрагенты, используемые в 5-стадийной
схеме, способны более или менее селективно рас-
творять различные органоминеральные фазы

почв [13]. Так, 0.05 М раствор нитрата кальция

используют в качестве реагента, который вытес-

няет обменную фракцию (ионы РЗЭ, удерживае-

мые органоминеральными фазами почвы за счет

электростатических сил). По мнению Ладонина

[20], применение экстрагента с такой концентра-

цией считается оптимальным. Для экстрагирова-

ния РЗЭ, находящихся в кислоторастворимой

фракции (РЗЭ, связанные с карбонатами в карбо-

натных почвах и специфически сорбированные

ионы РЗЭ на поверхности глинистых минералов,

оксидов железа, марганца, алюминия и органиче-

ского вещества в некарбонатных почвах) обычно

применяют 0.1–0.43 М растворы уксусной кисло-

ты. Ладонин [20] рекомендовал использование

0.43 М уксусной кислоты. Неподкисленный 0.1 М

раствор гидроксиламина гидрохлорида с рН 3.6

применяют для растворения оксидов марганца

без существенного воздействия на другие компо-

ненты почв (оксиды и гидроксиды железа и алю-

миния, органическое вещество) [21]. 0.1 М рас-

твор пирофосфата калия при pH 11.0 применяют

для извлечения РЗЭ, находящихся в виде ком-

Рис. 2. Распределение РЗЭ в исследуемых образцах дерново-подзолистой почвы (а), (б) и типичного чернозема (в), (г),
полученное при использовании пятистадийной (а), (в) и четырехстадийной (б), (г) схем фракционирования.
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плексов с органическим веществом. Отмечено,
что при применении этого реагента в раствор мо-
гут переходить элементы, связанные с оксидами
марганца, поэтому последние (легко восстанав-
ливаемая фракция) необходимо выделять перед
применением пирофосфата калия [3]. Использо-
вание реактива Тамма (0.1 M раствор (NH4)2C2O4,

pH 3.2) приводит к растворению аморфных и сла-
бо окристаллизованных оксидов железа и алюми-
ния [22], при этом ионы РЗЭ переходят в раствор.

Согласно данным [3, 6, 9], 4-стадийная схема
не является селективной по отношению к раство-
ряемым органоминеральным фазам почвы, так
как применяемые реагенты, за исключением
0.05 М раствора нитрата кальция, извлекают эле-
менты, связанные с несколькими компонентами
почвы. Применение 0.1 М лимонной кислоты

приводит к частичному растворению оксигид-

роксидов железа и алюминия [23, 24], а также ор-

ганического вещества [14] c последующим высво-

бождением РЗЭ в виде цитратных комплексов в

раствор. 0.05 М раствор гидроксиламина гидро-

хлорида при рН 2 выщелачивает не только РЗЭ,

связанные с оксидами марганца, но и связанные

с оксидами железа и алюминия [25] и частично с

органическим веществом [3]. В практике химиче-

ского анализа почв 1 М азотную кислоту приме-

няют для оценки потенциально подвижных со-

единений: обменных ионов, сорбированных поч-

венными компонентами, ионов металлов в виде

комплексов с органическим веществом, карбона-

тов [26]. На основании полученных в настоящем

исследовании данных можно предположить, что

1.4 М азотная кислота достаточно эффективно

Рис. 3. Сопоставление результатов, полученных для образцов дерново-подзолистой почвы (а), (б) и чернозема (в),
(г) при использовании пятистадийной (а), (в) и четырехстадийной (б), (г) схем фракционирования РЗЭ.
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растворяет комплексы РЗЭ с органическим веще-
ством.

Важным с точки зрения химии окружающей
среды результатом является высокое содержание
РЗЭ в остаточной фракции. Как следует из
табл. 1, 2 и рис. 2, на остаточную фракцию прихо-
дится в среднем 75–90% от валового содержания
РЗЭ в дерново-подзолистой почве и 50–70% в чер-
ноземе.

В целом, несмотря на существенные различия
двух схем фракционирования форм РЗЭ, полу-
ченные с их использованием результаты оказа-
лись сопоставимыми. Таким образом, обе схемы
могут быть применены при динамическом фрак-
ционировании форм РЗЭ в почвах. Пятистадий-
ная схема, однако, является предпочтительной,
поскольку используемые экстрагенты достаточно
селективны по отношению к растворяемым орга-
номинеральным фазам почв, что позволяет полу-
чить более четкую картину распределения форм
РЗЭ.

Работа выполнена при поддержке РФФИ, проект
№ 19-05-50016 (фракционирование форм РЗЭ по пя-
тистадийной схеме). Исследование соответствует
теме № 0116-2019-0010 ГЕОХИ РАН.
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Получены неподвижные фазы на основе диоксида титана путем адсорбционного закрепления по-
лиэтиленимина с последующим сшиванием 1,4-бутандиолдиглицидиловым эфиром. Хроматогра-
фические свойства сорбентов изучены с помощью теста Танака для гидрофильных неподвижных
фаз и на примере разделения модельной смеси водорастворимых витаминов группы В. Показано,
что варьирование количества реагентов на стадии синтеза неподвижной фазы влияет на структуру
функционального слоя и тем самым позволяет получить сорбент с улучшенными хроматографиче-
скими характеристиками.

Ключевые слова: гидрофильная хроматография, синтез сорбентов, диоксид титана, полиэтилен-
имин, водорастворимые витамины, тест Танака.
DOI: 10.31857/S004445022110008X

Гидрофильная хроматография (ГИХ) пред-
ставляет собой современный высокоэффектив-
ный метод определения полярных веществ на по-
лярных сорбентах [1]. Благодаря альтернативной
селективности ГИХ позволяет избежать традици-
онных для обращенно-фазовой ВЭЖХ проблем,
связанных со слабым удерживанием полярных
аналитов и недостаточной эффективностью, а
также обеспечивает лучшую растворимость ана-
литов в подвижной фазе по сравнению с нор-
мально-фазовой (НФ) ВЭЖХ [2].

В настоящее время выбор сорбентов для рабо-
ты в режиме ГИХ достаточно широк, при этом
большинство существующих фаз производится
на основе силикагеля [1]. Очевидно, что ограни-
ченный рабочий диапазон рН таких фаз (3–7) су-
щественно ограничивает возможности метода,
поскольку выбор подвижной фазы также в значи-
тельной степени определяет селективность ГИХ,
влияя на состояние поверхности сорбента и ана-
лита [3]. Неорганические основные оксиды ме-
таллов, такие как диоксид титана, гидролитиче-
ски существенно более устойчивы (рН 1–13), и
поэтому перспективны в качестве матриц сорбен-
тов для ГИХ.

Диоксид титана обладает иными свойствами
поверхности по сравнению с силикагелем и обес-
печивает высокую эффективность и другую се-
лективность разделения полярных веществ бла-

годаря возможности катионо-, анионо- и лигандо-
обменных взаимодействий с аналитами. Ранние
исследования хроматографических свойств окси-
дов металлов, в том числе и диоксида титана, в пе-
риод до 1980-х годов [4–6] были посвящены реше-
нию частных прикладных вопросов, таких как
экспрессное определение чистоты некоторых
стероидов или определение комплексов урана в
сточных технологических водах, однако влияние
природы таких сорбентов на их хроматографиче-
ские параметры не изучали. В 1990 г. [7] и позже
появились работы, посвященные использованию
диоксида титана в качестве сорбента в режиме
НФ ВЭЖХ [8], а также изучению его ионообмен-
ных [9, 10] и лигандообменных [11–13] свойств.
Было отмечено, что в ряде случаев разделяющая
способность диоксида титана значительно пре-
восходит таковую для силикагеля.

Первая работа по изучению хроматографиче-
ских свойств диоксида титана в режиме ГИХ [14]
(2008 г.) посвящена разделению нуклеотидов и их
интермедиатов. Авторы подробно изучили влия-
ние доли ацетонитрила, концентрации и приро-
ды буферного раствора в составе подвижной фа-
зы на хроматографическое поведение аналитов.
Показано, что высокое содержание ацетонитрила
(больше 50%) способствует реализации механиз-
ма ГИХ, обеспечивая лучшие селективность и
эффективность [15].

УДК 543.544

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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В это же время были опубликованы работы
[16, 17], описывающие хроматографическое пове-
дение оснований нуклеиновых кислот и произ-
водных пурина на диоксиде титана в режиме
ГИХ. Подробно изучено влияние способности
аналитов образовывать хелатные комплексы с по-
верхностью диоксида титана на их удерживание в
гидрофильном режиме. Особый интерес пред-
ставлял вопрос о влиянии природы органическо-
го растворителя в составе подвижной фазы. Уста-
новлено, что при использовании подвижной фа-
зы ацетонитрил–вода только вода действует в
качестве лиганда, который может конкурировать
с определяемыми компонентами при содержании
менее 70% ацетонитрила в элюенте. Однако при
содержании ацетонитрила более 80% удержива-
ние модельных веществ резко возрастает, по-
скольку содержание воды недостаточно для кон-
куренции с разделяемыми веществами.

В последующие годы благодаря этим первым
работам [14–17] по применению диоксида титана
в ГИХ решено немало прикладных задач. Так, в
работе [18] предложен простой и быстрый метод
определения копростанола и холестерина в об-
разцах сточных вод без какой-либо химической
обработки образцов менее чем за 10 мин на ко-
лонке с диоксидом титана с использованием по-
движной фазы ацетонитрил–вода (9 : 1 по
объему). Благодаря комплексному удерживанию
полярных аналитов на поверхности диоксида ти-
тана за счет гидрофильных и лигандообменных
взаимодействий разработана методика определе-
ния витамина В1 в фармацевтических и биоген-
ных объектах без использования ион-парных ре-
агентов [19]. В исследовании [20] выявлена струк-
турная селективность диоксида титана в режиме
ГИХ по отношению к моно- и диметилирован-
ным ксантинам, отсутствующая у силикагеля и
оксида циркония.

Лишь единичные публикации посвящены мо-
дифицированию поверхности диоксида титана с
целью улучшения хроматографических свойств
материала. Так, одной из первых является работа
[21] Фреда Ренье 1986 г., в которой описаны но-
вые сорбенты на основе неорганических оксидов,
покрытых полиэтиленимином (ПЭИ). Модифи-
цирование проводили в два этапа по методике
[22], адаптированной под новые матрицы: ад-
сорбционное закрепление ПЭИ и последующее
сшивание 1,4-бутандиолдиглицидиловым эфи-
ром (1,4-БДДГЭ). Показано, что химический со-
став матрицы сорбента мало влияет на эксплуата-
ционные характеристики покрытия.

Нанесение полимерного слоя на поверхность
оксида титана успешно применено в работе [23],
посвященной использованию капилляра с диок-
сидом титана, покрытым политетрагидрофура-
ном, для микроэкстракции в онлайн-сочетании с

ВЭЖХ. Такие капилляры, помимо высокой гид-
ролитической стабильности, продемонстрирова-
ли способность обеспечивать одновременную
экстракцию неполярных полициклических аро-
матических углеводородов, умеренно полярных
кетонов и полярных фенолов, спиртов и аминов
из одного и того же образца с пределами обнару-
жения на уровне нг/л без предварительной обра-
ботки образца.

Таким образом, диоксид титана демонстриру-
ет иную селективность по сравнению с силикаге-
лем благодаря возможности вступать в ионо- и
лигандообменные взаимодействия. Механиче-
ская прочность и гидролитическая стабильность
TiO2 позволяет работать во всем диапазоне pH по-
движной фазы, что является ключевым фактором
влияния на селективность и эффективность в ре-
жиме ГИХ. Именно поэтому диоксид титана
представляется перспективной матрицей для по-
лучения гидрофильных сорбентов.

Цель работы – получение сорбентов путем по-
крытия частиц диоксида титана различным коли-
чеством полиэтиленимина с последующей сшив-
кой 1,4-бутандиолдиглицидиловым эфиром,
установление их хроматографических характери-
стик в режиме ГИХ, а также оценка влияния тол-
щины функционального слоя полиэтиленимина
и количества сшивающего агента 1,4-БДДГЭ на
их хроматографические свойства на примере объ-
ектов теста Танака для гидрофильных неподвиж-
ных фаз и водорастворимых витаминов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Приборы и материалы. Использовали: рибо-
флавин, пиридоксина гидрохлорид, цианокобала-
мин, аскорбиновую кислоту, тиамин, аденозин,
урацил, теобромин, теофиллин, уридин, видараби-
на моногидрат, 5-метилуридин, 2'-деоксиуридин,
N,N,N-триметилфениламмония хлорид, тозилат
натрия (>98.0%, TCI, Япония); никотинамид, кис-
лоту никотиновую, полиэтиленимин с Mw 800, 1,4-
бутандиолдиглицидиловый эфир (>98%, Sigma-
Aldrich, США); толуол х. ч. (Компонент-Реактив,
Россия); ацетонитрил HPLCgradientgrade (Panre-
ac, Германия); кислоту уксусную ледяную 99.5%,
кислоту ортофосфорную 85% х. ч., хлорид калия
ч. д. а. (Panreac, Испания); этанол ч. д. а., ацетат
аммония ч. (Лабтех, Россия); ацетон ч. д. а. (Хим-
Мед, Россия); 1,4-диоксан ч. д. а. (Компонент-
Реактив, Россия).

Для синтеза сорбентов использовали диоксид
титана двух полиморфных модификаций: рутил
(размер частиц <5 мкм; Sigma-Aldrich/Merck Mil-
lipore, США) и анатаз (размер частиц 5 мкм, раз-
мер пор 100 Å; Sachtopore®-NP, Sachtleben Chemie
GmbH/ZirChrom Separations, Германия); силика-
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гель Kromasil SIL (размер частиц 5.0 мкм, размер
пор 100 Å; Nouryon, Швеция).

Эксперименты проводили с помощью систе-
мы ВЭЖХ, состоящей из хроматографа Dionex
3000 с двухканальным градиентным насосом, ав-
томатической системой ввода пробы, термоста-
том колонок и детектором на диодной матрице.
Объем вводимой пробы составлял 20 мкл, кон-
центрации индивидуальных витаминов – от 2 до
100 мг/л, фон пробы соответствовал составу по-
движной фазы. Для регистрации хроматограмм
использовали программный пакет Chromeleon 7
(Thermo Fisher Scientific, США).

Для проведения синтеза применяли следую-
щее оборудование: термостат (Memmert, Герма-
ния), вакуумный насос серии Laboport (KNF
Neuberger, Германия), механическую мешалку
Eurostar (IKA-Werke, Германия). В работе исполь-
зовали стальные колонки размером 100 × 3 мм,
которые заполняли с помощью пневмонасоса
Knauer K-1900 (Knauer, Германия).

Синтез сорбентов и заполнение хроматографи-
ческих колонок. Навеску диоксида титана поме-
щали в плоскодонную колбу емк. 100 мл, добавляли
полиэтиленимин, растворенный в 40 мл деионизо-
ванной воды, и перемешивали полученную суспен-

зию на орбитальном шейкере в течение 30 мин. По-
лученный продукт отфильтровывали под вакуумом
на стеклянном пористом фильтре, промывали де-
ионизованной водой, после чего сушили на воз-
духе. Далее продукт помещали в круглодонную
колбу емк. 100 мл и добавляли 1,4-БДДГЭ, рас-
творенный в 40 мл деионизованной воды. Реак-
ционную смесь перемешивали в течение 30 мин
со скоростью 650 об/мин при 60°С. Схему синтеза
иллюстрирует рис. 1. Готовый сорбент отфиль-
тровывали под вакуумом на стеклянном пори-
стом фильтре, промывали деионизованной во-
дой, после чего сушили на воздухе. Количества
реагентов, их соотношение и обозначения новых
сорбентов приведены в табл. 1.

Сорбент на основе силикагеля (С) с идентич-
ным функциональным слоем (С-ПЭИа-Б) синте-
зировали по этой же методике при массовом от-
ношении реагентов 1 : 1.

Хроматографические колонки заполняли сус-
пензионным способом при давлении 250–300 бар,
используя в качестве подвижной фазы деионизо-
ванную воду. Для приговления суспензии сор-
бента на основе TiO2 использовали смесь 18 мл
деионизованной воды и 2 мл 1,4-диоксана. Для
приготовления суспензии сорбента С-ПЭИа-Б

Рис. 1. Схема синтеза и предполагаемая структура сорбентов [21].
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использовали раствор следующего состава: 10 мл
0.1 М раствора KCl, 8 мл этанола и 2 мл 1,4-диок-
сана.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Используя различные массовые отношения
матрицы, полимера и сшивающего агента синте-
зировали неподвижные фазы на основе диоксида
титана (Т). Хроматографические характеристики
сорбентов изучали с помощью теста Танака для
гидрофильных неподвижных фаз [24, 25] и на
примере разделения модельной смеси водорас-
творимых витаминов группы В в режиме гидро-
фильной хроматографии.

Для анализа возможности применения сор-
бентов на основе диоксида титана в режиме гид-
рофильной хроматографии следует предвари-
тельно оценить перспективы адсорбционного
модифицирования материала с точки зрения се-
лективности и эффективности, а также опреде-
лить стабильность функционального слоя полу-
ченного сорбента. Так как в режиме ГИХ доля ор-
ганического растворителя в подвижной фазе
достаточно высокая, адсорбционно закреплен-
ный функциональный слой может быть неустой-
чив, а количество сшивающего реагента – недо-
статочным, что приведет к нестабильности полу-
чаемых хроматографических параметров, а также
загрязнению системы. Поскольку в режиме ГИХ
удерживание аналитов происходит в адсорбиро-
ванном слое воды на поверхности сорбента, в
этом случае можно использовать и несфериче-
ские частицы без существенного снижения хро-
матографических характеристик [26]. В связи с
этим в качестве материала для предварительных
испытаний по адсорбционному модифицирова-
нию диоксида титана использовали коммерчески
более доступные частицы TiO2 с полиморфной
модификацией рутил.

Предварительно получили хроматографиче-
ские характеристики немодифицированного ма-
териала с использованием смеси водораствори-
мых витаминов группы В в качестве модельных
аналитов, обладающих различными физико-хи-
мическими свойствами и различающихся по гид-
рофильности. Информация о хроматографиче-
ских условиях разделения водорастворимых ви-
таминов в условиях ГИХ на диоксиде титана в
литературе отсутствует, поэтому при выборе со-
става подвижной фазы варьировали рН буферно-
го раствора в диапазоне 4–9, его концентрацию
(1–100 мМ) и содержание в элюенте. Лучшие хро-
матографические параметры обеспечил элюент
следующего состава: 20 мМ ацетатно-аммоний-
ный буферный раствор с pH 5.8–CH3CN (10 : 90,
по объему).

На рис. 2 представлены хроматограммы смеси
витаминов на матрице и модифицированном
сорбенте. Факторы удерживания витаминов и се-
лективность после модифицирования увеличи-
лись благодаря созданию гидрофильного слоя и
возможному экранированию лигандообменных
сайтов матрицы диоксида титана, что позволило
разделить смесь пяти водорастворимых витами-
нов за 20 мин в градиентном режиме элюирова-
ния. Таким образом, модифицирование диоксида
титана позволяет регулировать селективность по
полярным веществам в режиме ГИХ. Полученный
сорбент стабилен в течение ~200 ч. Можно заклю-
чить, что адсорбционное закрепление функцио-
нального слоя с последующей сшивкой представля-
ет перспективный подход для создания новых сор-
бентов для гидрофильной хроматографии.

Создание новых сорбентов на основе анатаза.
Далее для получения новых сорбентов, отвечаю-
щих требованиям ВЭЖХ, использовали сфериче-
ские частицы диоксида титана с более гидро-
фильной полиморфной модификацией анатаз,
заявленные производителем как сорбент для ВЭЖХ.
Из принципа Неймана следует, что различные по-

Таблица 1. Условия получения новых сорбентов

Сорбент m(TiO2), г m(ПЭИ), г V(1,4-БДДГЭ), мл

T-ПЭИа-Б (T-1.0×ПЭИа-1.0×Б) 2.00 2.00 2.0
T-ПЭИа-0.1×Б 2.00 2.00 0.2
T-ПЭИа-0.3×Б 0.6
T-ПЭИа-0.5×Б 1.0
T-ПЭИа-0.7×Б 1.4
T-ПЭИа-1.5×Б 3.0
T-0.1×ПЭИа-Б 1.50 0.15 1.5
Т-0.5×ПЭИа-Б 0.75
T-1.5×ПЭИа-Б 2.25
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лиморфные модификации диоксида титана
могут обладать разными хроматографическими
свойствами, поэтому необходимо предварительно
оценить возможности анатаза в роли сорбента в
режиме ГИХ.

При выборе оптимальных условий разделения
витаминов группы В варьировали pH буферного
раствора в диапазоне 3.0–11.0 с использованием
подходящих буферных систем (формиатной, аце-
татной, фосфатной, карбонатной), концентра-
цию буферного раствора и долю водной фазы в
составе элюента. В кислой среде факторы удер-
живания никотиновой кислоты и рибофлавина
на положительно заряженной неподвижной фазе
слишком высоки (k = 23.11 и 60.02 соответствен-
но), а при рН 9.0–11.0 – малы для всех витаминов.
При этом тиамин не удерживается при рН 11.0,
что согласуется с данными работ [19, 27]. Выбор
pH водного буферного раствора осуществляли в
области рН 7.0–9.0 (рис. 3). Значимого различия
во временах удерживания и эффективности для
витаминов при pH 7.0 и 8.0 не наблюдали, однако
при pH 8.0 обеспечивается разрешение пары ни-
котинамид/никотиновая кислота.

В результате варьирования концентрации бу-
ферного раствора и доли водной фазы для экс-
прессного разделения модельной смеси витами-

нов выбрали элюент состава 7 мМ фосфатный бу-
ферный раствор с pH 8.0–ацетонитрил (18 : 82, по
объему). Хроматограмма смеси четырех витами-
нов (никотинамид, В6, В2, В1) в изократическом
режиме элюирования представлена на рис. 3. На
колонке с анатазом (сорбент Т) обеспечиваются
большие факторы удерживания аналитов, что мо-
жет быть связано в том числе с различной струк-
турной анизотропией адсорбированного на по-
верхности диоксида титана слоя воды, имеющего
большую толщину в случае анатаза по сравнению
с рутилом [28], что в ГИХ равнозначно увеличе-
нию объема неподвижной фазы.

Таким образом, выбранные условия элюиро-
вания позволили добиться приемлемого удержи-
вания аналитов и более высокой селективности и
эффективности для витаминов – до 30000 тт/м.
В результате смесь четырех витаминов (В3 амид,
В6, В2, В1) удалось разделить за 5 мин без исполь-
зования градиентного режима элюирования. На
колонке с сорбентом Т витамины элюируются в
порядке увеличения гидрофильности, что может
свидетельствовать о значительном вкладе распре-
делительного механизма в их удерживание в ад-
сорбированном слое воды у поверхности диокси-
да титана.

Рис. 2. (а) – Хроматограммы водорастворимых витаминов на сорбенте T (рутил). (б) – Хроматограмма модельной сме-
си витаминов на сорбенте T-ПЭИа-Б (рутил). Подвижная фаза: ацетонитрил–20 мМ аммонийно-ацетатный буфер-
ный раствор (ААБ) с pH 5.8 (90 : 10, по объему); скорость потока 0.3 мл/мин; УФ-детектирование при 270 нм.
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Рис. 3. Диаграммы зависимости факторов удерживания и эффективности по витаминам от pH буферного раствора на
сорбенте T (анатаз): 1 – никотинамид, 2 – никотиновая кислота, 3 – В6, 4 – В2, 5 – В12, 6 – В1; подвижная фаза: аце-
тонитрил–буферный раствор (80 : 20, по объему); скорость потока 1.0 мл/мин; УФ-детектирование при 270 нм.
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Хроматографические свойства сорбентов T-b×
×ПЭИа-a×Б. Выше показано, что адсорбционное
закрепление полимерного слоя на поверхности ди-
оксида титана позволяет улучшить селективность и
эффективность нового гидрофильного сорбента.
Далее варьировали количество ПЭИ и 1,4-БДДГЭ
по отношению к матрице при синтезе сорбентов с
целью возможного улучшения хроматографиче-
ских характеристик модифицированной таким
образом неподвижной фазы. Разделение витами-
нов осуществляли в выбранных ранее условиях
(рис. 3).

Выбор количества сшивающего агента 1,4-
БДДГЭ. 1,4-БДДГЭ представляет собой молекулу,
содержащую полярные эпоксидные группы, рас-
крывающиеся при взаимодействии с ПЭИ, и гид-
рофобные бутильные фрагменты. Варьируя коли-
чество 1,4-БДДГЭ, участвующего в реакции мо-
дифицирования сорбента, можно повлиять на
поверхностные свойства неподвижной фазы и ее
общую гидрофильность, а также установить не-
обходимое и достаточное количество реагента для
инкапсулирования адсорбированного ПЭИ с це-
лью его надежного закрепления на матрице. По-
лучили ряд сорбентов с массовыми соотношени-
ями диоксид титана–1,4-БДДГЭ, равными 1 : 0.1,
1 : 0.3, 1 : 0.5, 1 : 0.7, 1 : 1.0 и 1 : 1.5. В этой серии
сорбентов соотношение матрица–адсорбционно
закрепленный ПЭИ составляло 1 : 1 по массе.

Из приведенных на рис. 4 хроматограмм мо-
дельных смесей витаминов видно, что по сравне-
нию с матрицей T селективность разделения ви-
таминов на колонках с модифицированными
сорбентами увеличилась, что обеспечило полное
разрешение пары В1/В12, невозможное на

колонке T. Наибольшая селективность по витами-
нам характерна для колонок с сорбентами T-ПЭИа-
1.0×Б и T-ПЭИа-0.1×Б, наибольшая эффектив-
ность – для сорбентов T-ПЭИа-1.0×Б и T-ПЭИа-
0.5×Б. Однако в случае T-ПЭИа-0.1×Б количе-
ство сшивающего реагента оказалось недостаточ-
ным для закрепления находящегося на поверхно-
сти диоксида титана слоя ПЭИ, и в процессе ра-
боты с подвижной фазой, обогащенной
ацетонитрилом, плохо закрепленный адсорбци-
онный слой ПЭИ, по-видимому, десорбировал-
ся, а эффективность колонки существенно сни-
зилась после 11 ч эксплуатации.

Среди ряда изученных в работе неподвижных
фаз сорбент T-ПЭИа-Б (с массовым соотношени-
ем реагентов TiO2–ПЭИ–1,4-БДДГЭ 1 : 1 : 1) про-
демонстрировал лучшую селективность и позволил
разделить модельную смесь шести водораствори-
мых витаминов (никотинамид, никотиновая кис-
лота, В6, В2, В1, В12) за 4 мин с эффективностью до
25000 тт/м при выбранных условиях изократиче-
ского режима элюирования (рис. 4). При этом
выбранное в качестве оптимального значение рН
8.0 превышает изоэлектрическую точку диоксида
титана, и таким образом обеспечивается электро-
статическое закрепление положительно заряжен-
ного сшитого слоя ПЭИ на отрицательно заря-
женной поверхности матрицы.

Выбор толщины полимерного слоя полиэтилени-
мина. Варьирование количества ПЭИ на стадии
модифицирования приводит к изменению тол-
щины адсорбированного на матрице полимерно-
го слоя ПЭИ. Толщина функционального слоя
сорбента влияет на скорость массопереноса и
установления равновесия между подвижной и не-
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подвижной фазами и аналитами, поэтому таким
образом можно влиять на эффективность. В ра-
боте получен ряд сорбентов T-b×ПЭИа-Б, где b –
0.1, 0.5, 1.0 и 1.5.

Результаты определения витаминов приве-
дены на рис. 5. Наибольшую селективность и
эффективность по витаминам наблюдали для
колонок с T-1.0×ПЭИа-Б и T-0.1×ПЭИа-Б (до
24000 тт/м). Снижение эффективности сорбента
T-1.5×ПЭИа-Б, по-видимому, связано с большей
толщиной функционального слоя ПЭИ на по-
верхности диоксида титана, что приводит к за-
медлению массопереноса. В процессе работы на
колонке T-0.1×ПЭИа-Б наблюдали снижение эф-
фективности и рост давления в хроматографиче-
ской системе. Вероятно, 10 мас. % ПЭИ недоста-
точно для покрытия частиц и полного экраниро-
вания матрицы Т. На рис. 5в, 5г приведены
хроматограммы модельных смесей водораство-

римых витаминов на сорбентах T-1.0×ПЭИа-Б и
T-1.5×ПЭИа-Б. Благодаря большей селективно-
сти на сорбенте T-1.0×ПЭИа-Б удалось разделить
смесь из шести водорастворимых витаминов за
4 мин в изократическом режиме элюирования.

В результате варьирования количества адсорб-
ционно закрепленного на поверхности диоксида
титана ПЭИ и сшивающего реагента 1,4-БДДГЭ
установили, что сорбент T-1.0×ПЭИа-1.0×Б об-
ладает лучшими хроматографическими характе-
ристиками, высокой эффективностью и большей
селективностью при разделении водораствори-
мых витаминов.

Сравнение сорбентов на основе TiO2 и SiO2 в ре-
жиме гидрофильной хроматографии. Одним из
главных преимуществ неподвижных фаз на осно-
ве диоксида титана является возможность обес-
печить альтернативную силикагелю селектив-
ность разделения полярных аналитов благодаря

Рис. 4. Хроматограммы модельной смеси витаминов на сорбентах с различным количеством 1,4-БДДГЭ. Подвижная
фаза: 7 мМ фосфатный буферный раствор с pH 8.0–ацетонитрил (15 : 85, по объему), скорость потока 1 мл/мин, УФ-
детектирование при 270 нм.

400

0 2 4 6 8 10

О
тк

ли
к,

 m
aU

B1

B1

B1

B1

Никотинамид,
Никотиновая

Н
ик

от
ин

ам
ид

,
Н

ик
. к

ис
ло

та

кислота

Никотинамид,
Никотиновая
кислота

Никотинамид,
Никотиновая
кислота

В2

В2

В2

В2

В6

В6

В6

В6

В12

В12

В12

(a)

Время, мин

Сорбент-Т

Т-ПЭИа-0.1×Б

Т-ПЭИа-0.3×Б

Т-ПЭИа-0.5×Б

Н
ик

от
ин

ам
ид

,
Н

ик
. к

ис
ло

та

200

0 2 4 6

О
тк

ли
к,

 m
aU

B1

B1

B1

Никотинамид,
Никотиновая кислота

Никотинамид

Никотиновая
кислота

В2

В2

В2

В6

В6

В6

В12

В12

В12

(б)

Время, мин

Т-ПЭИа-1.0×Б

Т-ПЭИа-0.7×Б

Т-ПЭИа-1.5×Б



ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 76  № 10  2021

СОРБЕНТЫ НА ОСНОВЕ ДИОКСИДА ТИТАНА 923

иной природе материала. Сравнили хроматогра-
фические параметры силикагеля (С) и модифи-
цированного сорбента С-ПЭИа-Б с массовым со-
отношением реагентов 1 : 1 по аналогии с сорбен-
том T-1.0×ПЭИа-1.0×Б с наилучшими
характеристиками.

На рис. 6а, 6б представлены шкалы селектив-
ности по витаминам для сорбентов С, С-ПЭИа-Б,
T и T-ПЭИа-Б. Для сорбента T-ПЭИа-Б факторы
удерживания витаминов увеличились по сравне-
нию с матрицей Т, а для С-ПЭИа-Б – уменьши-
лись по сравнению с матрицей С. В случае обоих
модифицированных ПЭИ сорбентов наблюдали
уменьшение факторов удерживания положитель-
но заряженного тиамина (В1) и их увеличение для
никотиновой кислоты вследствие электростати-
ческого притяжения. Из представленных на
рис. 6в, 6г диаграмм эффективности можно за-
ключить, что сорбент T-ПЭИа-Б уступает по эф-
фективности своему аналогу на основе силикаге-

ля. Однако невысокая эффективность сорбентов
на основе диоксида титана в данном случае может
быть обусловлена неоптимальными условиями
упаковки частиц, заметно отличающихся от си-
ликагеля. В данном случае целесообразно срав-
нить селективности сорбентов на основе различ-
ных матриц до и после модифицирования. Эф-
фективность новых сорбентов впоследствии
может быть улучшена путем оптимизации усло-
вий их упаковки в хроматографические колонки.

Сравнение хроматографических характеристик
полученных сорбентов с использованием теста Та-
нака для гидрофильных неподвижных фаз. Для ха-
рактеристики сорбентов до и после модифициро-
вания, оценки различных типов селективности и
вклада вторичных взаимодействий в удерживание
определяемых веществ использовали тест Танака
для гидрофильных неподвижных фаз [25]
(табл. 2). Как видно из табл. 2, адсорбция и сшив-
ка слоя ПЭИ на матрице С позволили увеличить
гидрофильность, гидроксильную селективность,

Рис. 5. (а) – Шкала селективности витаминов относительно В3 амида, (б) – диаграмма эффективности по витаминам
на сорбентах с различным количеством полиэтиленимина, (в) и (г) – хроматограммы модельной смеси витаминов на
сорбентах с различным количеством полиэтиленимина: 1 – никотинамид, 2 – никотиновая кислота, 3 – В6, 4 – В2,
5 – В1, 6 – В12. Подвижная фаза: 7 мМ фосфатный буферный раствор с pH 8.0–ацетонитрил (15 : 85, по объему), ско-
рость потока 1 мл/мин, УФ-детектирование при 270 нм.
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основность сорбента С-ПЭИа-Б и изменить се-
лективность по отношению к заряженным соеди-
нениям с катионообменной α(СХ), обусловлен-
ной диссоциацией силанольных групп (рKа = 4.7)
в условиях теста, на анионообменную α(AX), свя-
занную с наличием положительно заряженных
аммониевых групп на поверхности сорбента в ре-
зультате выбранного способа модифицирования.
Таким образом, данный функциональный слой
эффективно экранирует матрицу, и возможности

катионообменного взаимодействия полностью
нивелируются.

Аналогично сорбентам на основе силикагеля
в случае модифицирования диоксида титана
для Т-ПЭИа-Б возросла анионообменная селек-
тивность, а также уменьшились значения
α(Tb/Tp), что свидетельствует об уменьшении
кислотных свойств модифицированного сорбен-
та по сравнению с матрицей в результате адсорб-
ции и сшивки ПЭИ. Увеличение метиленовой се-

Рис. 6. (а) и (б) – Шкалы селективности витаминов относительно никотинамида, (в) и (г) – диаграммы эффективно-
сти по витаминам. Подвижная фаза для сорбентов на основе SiO2: 100 мМ аммонийно-ацетатный буферный раствор
с pH 5.8–ацетонитрил (10 : 90, по объему); подвижная фаза для сорбентов на основе TiO2: 7 мМ фосфатный буферный
раствор с pH 8.0–ацетонитрил (15 : 85, по объему); общие условия: скорость потока 1 мл/мин, УФ-детектирование при
270 нм.
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Таблица 2. Результаты теста Танака для гидрофильных неподвижных фаз

Условия: подвижная фаза: ацетонитрил–20 мМ аммонийно-ацетатный буферный раствор с pH 4.7 (90 : 10, по объему); ско-
рость потока 0.5 мл/мин; УФ-детектирование при 254 нм.

Сорбент kU α(OH) α(CH2) α(AX) α(CX) α(Tb/Tp) α(V/A)

С 0.77 1.09 1.23 0.11 44.57 1.22 1.17
С-ПЭИа-Б 0.75 1.59 1.23 30.01 0.01 0.54 1.39
T 3.06 1.01 1.27 0.33 0.71 3.13 5.13
T-ПЭИа-Б 2.09 0.75 2.69 2.41 0.26 0.54 3.44
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лективности α(СН2), а также уменьшение гидро-
фильности поверхности kU и гидроксильной
селективности α(ОН), вероятно, вызвано введе-
нием гидрофобных бутильных фрагментов сши-
вающего реагента 1,4-БДДГЭ в структуру функ-
ционального слоя, а также экранированием ли-
гандообменных сайтов матрицы Т сшитым слоем
ПЭИ. Гидрофильность T-ПЭИа-Б согласно kU
почти в три раза выше, чем у прототипа на основе
силикагеля, однако при этом стоит учитывать
возможность лигандообменных взаимодействий
диоксида титана с аналитами теста Танака, что
может вносить вклад в соответствующий тип се-
лективности и величины факторов удерживания
аналитов.

Сорбент на основе силикагеля обладает бóль-
шими гидроксильной α(OH) и анионобменной
α(AX) селективностью, при этом метиленовая
α(CH2) и селективность по отношению к стереоизо-
мерам α(V/A) более ярко выражены у T-ПЭИа-Б. Вы-
сокая стереоселективность α(V/A), характерная
для матрицы Т, лишь немного снижается в ре-
зультате модифицирования. Таким образом,
сорбенты на основе диоксида титана могут пред-
ставлять интерес в области разделения стереоизо-
меров.

* * *

Впервые показано применение модифициро-
ванных частиц диоксида титана в режиме ГИХ.
Установлено, что адсорбционное закрепленное
ПЭИ с последующей сшивкой 1,4-БДДГЭ приво-
дит к получению стабильных сорбентов при соот-
ношении матрица–ПЭИ не менее 1 : 0.5 и матри-
ца–1,4-БДДГЭ не менее 1 : 0.3. По результатам
поиска условий модифицирования выявлены
способы управления селективностью и эффек-
тивностью путем варьирования количества сши-
вающего агента 1,4-БДДГЭ и ПЭИ, а также подо-
браны условия определения водорастворимых
витаминов на новых сорбентах. В результате по-
лучен сорбент T-1.0 × ПЭИа-1.0 × Б, позволяю-
щий экспрессно разделить модельную смесь ше-
сти витаминов менее чем за 4 мин с эффективно-
стью до 25000 тт/м. Показано, что сорбенты на
основе диоксида титана, полученные путем ад-
сорбционного закрепления ПЭИ с последующей
сшивкой 1,4-БДДГЭ, стабильны в течение не-
скольких месяцев эксплуатации и в широком
диапазоне pH, проявляют иную селективность по
отношению к витаминам по сравнению с анало-
гом на основе силикагеля, обеспечивают суще-
ственно более экспрессное разделение модель-
ной смеси витаминов и являются потенциально
эффективными сорбентами для гидрофильного
режима. Отсутствие необходимости градиентного
элюирования позволяет избежать процедуры

уравновешивания колонки между анализами, ко-
торая часто занимает много времени в режиме
ГИХ. Выбор условий модифицирования диокси-
да титана обеспечил получение стабильных сор-
бентов благодаря надежному закреплению функ-
ционального слоя в условиях эксплуатации с вод-
но-органическими подвижными фазами, что в
сочетании с гидролитической устойчивостью ди-
оксида титана открывает новые перспективы ис-
пользования метода ГИХ, а также может найти
применение для создания сорбентов для твердо-
фазной экстракции полярных веществ. Дальней-
шие исследования будут направлены на улучше-
ние эффективности путем повышения степени
однородности покрытия, на поиск способов ко-
валентного модифицирования поверхности ди-
оксида титана, а также оптимизации процесса
упаковки.

Работа выполнена при поддержке Российского
фонда фундаментальных исследований, грант
№ 20-03-00909.
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ОДНОВРЕМЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ ГИДРАЗИНА, МЕТИЛГИДРАЗИНА 
И 1,1-ДИМЕТИЛГИДРАЗИНА В ВОДАХ МЕТОДОМ ВЭЖХ 

СО СПЕКТРОФОТОМЕТРИЧЕСКИМ ДЕТЕКТИРОВАНИЕМ 
С ПРИМЕНЕНИЕМ КАТАЛИЗА ДЛЯ ПОЛУЧЕНИЯ ПРОИЗВОДНЫХ
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Разработан простой, быстрый и чувствительный способ одновременного определения гидразина,
метилгидразина и 1,1-диметилгидразина в водах, основанный на предколоночной дериватизации
бензальдегидом и определении образующихся продуктов методом обращенно-фазовой ВЭЖХ со
спектрофотометрическим детектированием при 300, 282 и 298 нм соответственно. Впервые приме-
нен эффект иминного и мицеллярного катализа для получения производных гидразинов при сов-
местном присутствии. Выбраны условия дериватизации: тип, рН и концентрация буферной систе-
мы; концентрации реагента и поверхностно-активного вещества; температура и продолжитель-
ность реакции. Установлено, что реакция дериватизации протекает полностью при рН 9.4 в
присутствии каталитической системы на основе 0.6 М аммония и 87 мМ додецилсульфата натрия,
а также 3.5 мМ реагента при комнатной температуре за 5 мин. Количественный выход продуктов де-
риватизации подтвержден методом ионной хроматографии. Пределы обнаружения (S/N = 3) без
дополнительного концентрирования составили 0.3, 2.3 и 1.3 мкг/л, а линейный диапазон 1–500,
7–1000 и 5–1000 мкг/л для гидразина, метилгидразина и 1,1-диметилгидразина соответственно.

Ключевые слова: предколоночная дериватизация, гидразины, мицеллярный катализ, ВЭЖХ, бен-
зальдегид, анализ воды.
DOI: 10.31857/S004445022110011X

Гидразин (Ги) и его метильные гомологи – ме-
тилгидразин (МГ) и несимметричный диметил-
гидразин (НДМГ) – являются продуктами мно-
готоннажного производства и находят широкое
применение в органическом синтезе, производ-
стве лекарственных препаратов, регуляторов ро-
ста растений, а также в качестве компонентов ра-
кетного топлива [1, 2]. При этом эти соединения
обладают генотоксичной и мутагенной активно-
стью по отношению к живым организмам [3, 4].
Американское агентство по защите окружающей
среды и Европейское химическое агентство отно-
сят Ги, МГ и НДМГ к категории возможно канце-
рогенных для людей [5]. В России они относятся
к веществам первого класса опасности и канце-
рогенам, вследствие чего их содержание в хими-
ческой продукции и природных объектах строго
контролируется. Так, для Ги в объектах хозяй-
ственно-питьевого и культурно-бытового водо-
пользования установлена ПДК 0.01 мг/л [6].
В связи с выявлением новых негативных эффек-

тов долговременного воздействия гидразина и его
производных на здоровье человека и живую при-
роду, а также повышением требований к качеству
жизни необходимо создание новых экспрессных
и высокочувствительных подходов к определе-
нию Ги и его метилпроизводных.

Хроматографические методы, благодаря высо-
кой селективности и чувствительности, хорошо
зарекомендовали себя при определении следовых
количеств гидразинов в объектах со сложной мат-
рицей [7]. Прямое определение осложнено из-за
их высокой полярности, термолабильности,
склонности к окислению, отсутствия хромофор-
ных групп и низкой молекулярной массы. Описа-
но определение низких концентраций гидрази-
нов в нативной форме [8, 9] с использованием ва-
риантов ионной (ИХ) [10, 11], ион-парной [12, 13]
и гидрофильной хроматографии (ГФ) [14] с ампе-
рометрическим детектированием (АД). Недостат-
ками АД по сравнению с другими детекторами,
применяемыми в жидкостной хроматографии,
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являются более низкая стабильность аналитиче-
ского сигнала, а также перегрузка хроматограмм
электроактивными примесями, присутствующи-
ми в сложных матрицах.

Альтернативным и наиболее популярным под-
ходом к определению малых концентраций гид-
разинов является проведение предварительной
дериватизации. Благодаря большому выбору реа-
гентов дериватизацию широко используют в ана-
лизе для повышения устойчивости аналитов, а
также улучшения характеристик разделения и де-
тектирования [15].

Известны подходы к газохроматографическо-
му определению гидразинов с использованием
электронозахватного [16], азотно-фосфорного
[17, 18], пламенно-ионизационного (ПИД) [19,
20] и масс-спектрометрического детекторов (МС)
[21, 22]. Обязательная стадия замены растворите-
ля в газовой хроматографии (ГХ) – очевидный и
существенный недостаток данного метода, при
этом продукты реакции выделяют и концентри-
руют из реакционной смеси. В случае обращен-
но-фазовой ВЭЖХ (ОФ ВЭЖХ) анализ возможен
сразу после дериватизации без дополнительных
трудоемких стадий. Предложены подходы к опре-
делению гидразина и его производных, основан-
ные на применении метода ОФ ВЭЖХ со спек-
трофотометрическим (СФД) [23–28] и флуорес-
центным детектированием [29, 30], МС [31] и
тандемной МС [32, 33].

В качестве дериватизирующих реагентов ис-
пользуют галогенангидриды ароматических кис-
лот, производные арилгалогенидов или карбо-
нильные соединения: пентафторбензоилхлорид
[16], бензоилхлорид [32], 4-хлор-5,7-динитробен-
зофуразан [23] ацетон [17], глиоксаль [25], 2,3-наф-
талинальдегид [29], фурфурол [19, 22], 5-нитро-2-
фуральдегид [24], бензальдегид [20, 22, 27, 28, 31]
и его производные [18, 21, 22, 26, 30, 32]. Исполь-
зование карбонильных соединений предпочти-
тельно ввиду их более высокой селективности по
отношению к гидразинам и устойчивости образу-
ющихся гидразонов.

Отметим, что пределы обнаружения (сmin) во
всех указанных выше работах достигают значений
порядка долей или нескольких мкг/л (мкг/кг) и вы-
ше, а подходов, позволяющих одновременно
определять на этом уровне нескольких гидрази-
нов с использованием группового реагента не-
много. Таких значений сmin удается достичь в ос-
новном за счет использования дорогого оборудо-
вания и детекторов, а также различных вариантов
концентрирования. Для сокращения продолжи-
тельности реакции и увеличения выхода продук-
тов дериватизации нередко используют нагрева-
ние до 75°C в течение до 1.5 ч. Однако постоян-
ный нагрев способствует разложению гидразонов
[34], а в присутствии ионов металлов и кислорода

интенсивно происходят окисление и трансфор-
мация гидразинов [35]. В целом этапу изучения и
подбора условий реакций дериватизации уделя-
ется недостаточное внимание, хотя от степени за-
вершенности реакции напрямую зависят чувстви-
тельность и правильность результата определения.
Количественный выход продуктов дериватизации
особенно важен при определении следовых коли-
честв аналитов.

Перспективный подход к сокращению про-
должительности реакции – использование ката-
литического эффекта мицеллярных сред. Явле-
ние мицеллярного катализа (МК) широко ис-
пользуют в органическом синтезе для ускорения
реакций конденсации, гидролиза, полимериза-
ции и т.д. [36]. Так, каталитический эффект ми-
целлярных сред применили для определения гид-
разина в водных матрицах с предварительной де-
риватизацией 4-диметиламинобензальдегидом
[37]. Авторы отмечают 100-кратное увеличении
скорости реакции образования гидразона в при-
сутствии додецилсульфата натрия (ДДСН). Дру-
гие подобные исследования реакций дериватиза-
ции в мицеллярных средах и их аналитического
приложения для определения гидразинов на дан-
ный момент не проводились.

Цель данной работы – выбор условий реакций
дериватизации Ги, МГ и НДМГ групповым реа-
гентом бензальдегидом (БА), исследование воз-
можности применения мицеллярного катализа
для дериватизации гидразинов, а также разработ-
ка комбинированного похода к их одновремен-
ному определению в питьевой воде методом ОФ
ВЭЖХ−СФД.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реагенты и материалы. Гидразина сульфат
(>99%), МГ (>98%), НДМГ (>98%), безводный
метиламин (>98%), три(гидроксиметил)амино-
метан (Трис) (>99.9%), бензальдегид (>99%), без-
водный цитрат натрия (>99%), формиат натрия
(>99%), триэтаноламин (98%), декагидрат тетра-
бората натрия (>99.5%) были приобретены у “Sig-
ma-Aldrich” (Германия). Ацетонитрил для хрома-
тографии (99.9%), серная кислота (95%), ледяная
уксусная кислота (99.7%), гидроксид натрия
(98%), ацетат аммония (98%), дигидрат дигидро-
фосфата натрия (>99%), безводный гидрофосфат
натрия (99%), ортофосфорная кислота (85%), му-
равьиная кислота (98%), соляная кислота (37%),
хлорид аммония (99.5%) и додецилсульфат на-
трия (>85%) производства “Panreac” (Испания).
Для приготовления всех растворов использовали
высокочистую воду с удельным сопротивлением
18.2 МОм⋅см, полученную с применением систе-
мы очистки воды Milli-Q (Millipore, США).
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Приготовление растворов. Исходные растворы
Ги, МГ и НДМГ с концентрацией 10 мг/л готови-
ли растворением точной навески в 10 мМ серной
кислоте. Растворы хранили при +4°C не более
месяца и использовали для приготовления всех
необходимых рабочих растворов с меньшими
концентрациями разбавлением 10 мМ серной
кислотой непосредственно в день проведения
соответствующего этапа эксперимента. Раство-
ры БA с концентрациями 5 и 20 г/л готовили рас-
творением точных навесок в ацетонитриле и хра-
нили при +4°C не более недели.

Для обеспечения необходимого pH реакцион-
ной среды использовали следующие буферные
растворы: формиатный (4.0 M; pH 3.0), цитрат-
ный (1.5 M; pH 4.0, 5.0), фосфатный (2.0 М;
pH 6.0, 7.0), на основе триэтаноламина (4.0 М;
pH 8.0), тетраборатный (0.1 М; pH 9.0, 10.0), а так-
же раствор серной кислоты (10 мМ; pH 2.0). При-
меняли также каталитические буферные раство-
ры с концентрацией 4 М на основе аммония, ме-
тиламина и Трис в диапазоне рН 5.0–11.5.
Перечисленные выше растворы готовили раство-
рением точного количества соответствующих
твердых солей или чистых веществ в деионизиро-
ванной воде, значение pH регулировали добавле-
нием растворов кислоты или основания, контро-
лируя его pH-метром PB-11 (Sartorius, Германия).

Хроматографический анализ. Использовали
ВЭЖХ-систему Agilent 1100, состоящую из двух-
канального градиентного насоса со смешением
по высокому давлению, термостата колонок, де-
газатора подвижной фазы, спектрофотометриче-
ского детектора на диодной матрице (ДАД) и
охлаждаемого автоматического инжектора с до-
зирующим устройством для ввода пробы (Agilent
Technologies, США). Для управления хроматогра-
фом и обработки данных применяли программ-
ное обеспечение ChemStation (Agilent Technolo-
gies, США). Для разделения компонентов ис-
пользовали хроматографическую колонку (50 ×
× 3.0 мм, диаметр зерна сорбента 1.8 мкм) ZOR-
BAX Eclipse Plus C18 RRHD (Agilent Technologies,
США), температура термостата колонки 30°C,
скорость потока подвижной фазы – 0.4 мл/мин.
Подвижной фазой являлась смесь 10 мМ аммо-
нийно-ацетатного буферного раствора (рН 7) и
ацетонитрила, содержание которого менялось по
следующей градиентной программе, подобран-
ной в предварительных экспериментах: 0–2 мин
25%, 2–7 мин линейный подъем до 80%, 7–9 мин
80%, 9–10 мин линейный спад до 25%, 10–12 мин
25%. Объем вводимой пробы составлял 100 мкл.
Детектирование проводили при длинах волн, соот-
ветствующих максимумам поглощения БА-произ-
водных гидразинов: 300, 282 и 298 нм для Ги, МГ и
НДМГ соответственно.

Использовали ВЭЖХ-систему с амперометри-
ческим детектором “Цвет-Яуза” (НПО “Химав-
томатика”, Россия). Объем петли крана ввода
пробы составлял 100 мкл. Анализ проводили по
измененной методике [10] с использованием ко-
лонки (250 × 4.6 мм, диаметр зерна сорбента
10 мкм) Luna SCX (Phenomenex, США). В каче-
стве подвижной фазы применяли 100 мМ аммо-
нийно-ацетатный буферный раствор (рН 5.4) с
добавкой 25 об. % ацетонитрила. Скорость потока
подвижной фазы составляла 1.0 мл/мин. Потен-
циал амперометрического детектора +1.3 В.

Выбор условий реакции дериватизации. В рам-
ках однофакторной оптимизации последователь-
но подбирали условия проведения реакции дери-
ватизации, варьируя требуемый параметр при по-
стоянных значениях других. Дериватизацию
проводили непосредственно в хроматографиче-
ских виалах из темного стекла.

Значение рН. К 1 мл растворов гидразинов с
концентрациями по 1 мг/л добавляли 200 мкл со-
ответствующего буферного раствора, 20 мкл рас-
твора БА с концентрацией 5 г/л. Полученные
смеси оставляли без доступа света при комнатной
температуре (20 ± 2°C) и анализировали методом
ВЭЖХ−СФД через 30 мин после добавления реа-
гента.

Концентрация буферного раствора. К 1 мл рас-
творов гидразинов с концентрациями по 1 мг/л
добавляли 2.5, 5, 10, 25, 50, 100, 150, 200, 300, 400,
500 мкл аммонийного буферного раствора с рН
9.4, 20 мкл раствора реагента с концентрацией
5 г/л. Полученные смеси оставляли без доступа
света при комнатной температуре (20 ± 2°C) и
анализировали методом ВЭЖХ−СФД через 5 мин
после добавления реагента.

Концентрация реагента. К 1 мл растворов гид-
разинов с концентрациями по 1 мг/л добавляли
200 мкл аммонийного буферного раствора с
рН 9.4 и 5, 10, 20, 50 мкл (5 г/л) или 25, 50 и
100 мкл (20 г/л ) раствора БА. Полученные смеси
оставляли без доступа света при комнатной тем-
пературе (20 ± 2°C) и анализировали методом
ВЭЖХ−СФД через 10 мин.

Температура и продолжительность реакции.
К 1 мл растворов гидразинов с концентрациями
по 1 мг/л добавляли 200 мкл аммонийного буфер-
ного раствора с рН 9.4 и 25 мкл (20 г/л) раствора
БА. Пробы выдерживали при комнатной темпе-
ратуре (20 ± 2°C) и 40, 60, 80°C в твердотельном
термостате T-1 (Biosan, Латвия) и через 2, 5, 10, 15,
30, 45, 60, 90 и 120 мин анализировали методом
ВЭЖХ−СФД.

Концентрация поверхностно-активного веще-
ства (ПАВ). К 1 мл растворов гидразинов с кон-
центрациями по 1 мг/л добавляли 200 мкл аммо-
нийного буферного раствора с рН 9.4 и навеску
ДДСН (0.003, 0.0150, 0.030, 0.060 г). Смесь выдер-
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живали в ультразвуковой (УЗ) ванне в течение
1 мин до полного растворения ДДСН, после чего
добавляли 20 мкл (5 г/л) раствора БА. Реакцию
проводили в течение 2 мин при комнатной темпе-
ратуре (20 ± 2°C), а затем анализировали методом
ВЭЖХ−СФД.

Дериватизация в мицеллярной среде. К 1 мл рас-
творов гидразинов с концентрациями по 1 мг/л
добавляли 200 мкл аммонийного буферного рас-
твора с рН 9.4 и 0.030 г ДДСН. Пробу выдержива-
ли в УЗ-ванне в течение 1 мин, после чего вноси-
ли 25 мкл (20 г/л) раствора БА. Полученные смеси
оставляли без доступа света при комнатной тем-
пературе (20 ± 2°C) и анализировали методом
ВЭЖХ−СФД через 2, 5, 10, 15, 30, 60, 90 и 120 мин
после добавления реагента.

Процедура определения гидразинов в образцах
вод. К 1 мл образца или градуировочного раствора

с заданными концентрациями гидразинов добав-
ляли 200 мкл аммонийного буферного раствора с
рН 9.4 и 0.030 г ДДСН. Каждую пробу выдержива-
ли в УЗ-ванне в течение 1 мин, после чего вноси-
ли 25 мкл (20 г/л) раствора БА. Полученные смеси
оставляли без доступа света при комнатной тем-
пературе (20 ± 2°C) в течение 5 мин, после чего
проводили анализ методом ВЭЖХ−СФД.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Выбор условий определения гидразинов методом
обращено-фазовой ВЭЖХ со спектрофотометриче-
ским детектированием. Благодаря наличию сво-
бодной аминогруппы, гидразины способны
участвовать в реакции конденсации с ароматиче-
скими альдегидами с образованием соответству-
ющих гидразонов (схема 1).

Схема 1. Реакции гидразина, метилгидразина и 1,1-диметилгидразина с бензальдегидом.

Данная реакция полностью обратима и ката-
лизируется как кислотами, так и основаниями, а
в основе механизма лежит стадия нуклеофильной
атаки свободной аминогруппой гидразинов атома
углерода карбонильной группы с последующим
отщеплением молекулы воды [34, 38]. Гидразин
реагирует сразу по двум аминогруппам с образо-
ванием бензалазина. Образующиеся производ-
ные более гидрофобны, чем исходный БА за счет
наличия дополнительного бензольного кольца в
структуре бензалазина или метильных групп в
случае гидразонов МГ и НДМГ. В результате
удерживание в условиях ОФ ВЭЖХ БА-произ-
водных гидразинов увеличивается в ряду МГ <
< НДМГ < Ги. Образующиеся диметилгидразоны
имеют в своей структуре атомы азота, которые
могут участвовать в полярных взаимодействиях
со свободными силанольными группами матриц
гидрофобизированных силикагелей, что приво-
дит к ухудшению формы пика и, как следствие, к
снижению сmin. В связи с этим для разделения
гидразонов выбрали колонку ZORBAX Eclipse
Plus с привитыми октадецильными группами и

двойным эндкэппингом, а использование по-
движной фазы с pH 7 исключает кислотный гид-
ролиз БА-производных во время анализа [39].

С использованием ДАД получили электрон-
ные спектры поглощения гидразонов в диапазоне
длин волн от 190 до 700 нм. Максимумы поглоще-
ния Ги, МГ и НДМГ производных составили 300,
282 и 298 нм соответственно. Данные длины волн
выбрали для детектирования.

Значение pH. Реакция образования гидразонов –
реакция конденсации, в которой принимают уча-
стие ионы водорода [38]. В связи с этим изучали
влияние кислотности реакционной среды в ши-
роком диапазоне pH 2–10 на выход дериватов.
Выход продукта дериватизации (ϕ) рассчитывали
как отношение площади пика гидразона к макси-
мальной площади пика, полученной в оптималь-
ных условиях для данной концентрации аналита.
Концентрация БА в реакционной смеси состав-
ляла примерно 0.9 мМ.

Как видно из рис. 1а, при использовании бу-
ферных систем без катализатора наибольшие вы-
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ходы дериватов достигнуты в диапазоне pH 4–7
(слабокислая среда). Максимум для Ги соответ-
ствует рН 5, а для МГ и НДМГ смещен к рН 7. Од-
нако даже при продолжительности реакции
30 мин эти выходы малы и для МГ и НДМГ со-
ставляют не больше 7%, что делает невозможным
практическое применение БА как группового ре-
агента для определения гидразинов.

Известно, что скорость образования гидразо-
нов увеличивается в присутствии первичных ами-
нов в результате иминного катализа [40]. Суть его
заключается в образовании имина из амина и
карбонильного соединения как промежуточного
соединения, скорость реакции гидразинов с ко-
торым выше, чем с исходным карбонильным со-
единением. С целью уменьшения продолжитель-
ности реакции опробовали буферные системы на
основе потенциальных иминных катализаторов,
таких как аммиак (аммоний), метиламин и Трис.
При проведении реакции в течение 5 мин при
рН 5–7 без катализа выходы БА-производных для
Ги, МГ и НДМГ составляют примерно 2.0, 0.6 и
0.4% соответственно. В то же время применение
буферных систем на основе метиламина или ам-
мония значительно ускоряет реакции образова-
ния БА-производных гидразинов (в 5–10 и 50–
150 раз соответственно). Максимумы зависимо-
стей выхода реакции соответствуют области рН
7–10 (слабощелочная среда). Присутствие Трис
оказывает каталитический эффект только по от-
ношению к МГ, что, вероятно, связано с меньши-
ми стерическими затруднениями для нуклео-

фильной атаки МГ соответствующего имина. Для
дальнейших исследований использовали аммо-
нийный буферный раствор с pH 9.4, поскольку в
этом случае реализуются наилучшие условия
протекания реакции для всех гидразинов.

Концентрации буферного раствора и реагента.
Поскольку скорость образования гидразонов за-
висит от концентраций всех участвующих в этом
процессе веществ, изучали зависимости выхода
гидразонов от концентрации аммонийного бу-
ферного раствора в конечной реакционной смеси
(рис. 2). При концентрации меньше 0.03 М эф-
фект иминного катализа не наблюдается. Из
представленных зависимостей видно, что при
концентрации аммонийного буферного раствора
больше 0.6 М выход всех БА-производных значи-
мо не меняется, поэтому концентрацию 0.67 М
выбрали для дальнейших исследований.

Ввиду обратимости реакции [34] для достиже-
ния высоких выходов необходим значительный
избыток дериватизирующего агента. Изучено влия-
ние концентрации БА в диапазоне 0.2–14 мМ в ре-
акционной смеси на выходы продуктов деривати-
зации гиздразинов (табл. 1).

При концентрации БА в реакционной смеси
3.5 мМ достигаются почти количественные выхо-
ды производных, которые при дальнейшем уве-
личении содержания реагента в системе значимо
не меняются. Концентрацию БА 3.5 мМ выбрали
для дальнейших исследований.

Рис. 1. Зависимости выхода гидразонов (ϕ) от рН реакционной среды с использованием буферных систем без имин-
ного катализатора (а) и на основе Трис (б), аммония (в) и метиламина (г). Продолжительность реакции 5 мин (б), (в),
(г) и 30 мин (а) (n = 3, Р = 0.95).
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Температура. Равновесие реакции дериватиза-
ции достигается быстрее при более высоких тем-
пературах, однако образующиеся гидразоны мо-
гут разлагаться в этих условиях [34]. Зависимости
выхода продуктов дериватизации от времени при
различных температурах представлены на рис. 3.
Как видно, реакция во всех случаях протекает
быстрее при повышенных температурах, однако
термическое воздействие приводит к уменьше-
нию выхода диметилгидразонов, что связано с
разрушением гидразонов и/или исходных ве-
ществ в результате ускорения побочных процес-
сов в реакционной смеси, вероятно, окислитель-
но-восстановительной природы. Авторы работ
[24, 27, 33] использовали нагревание реакцион-
ных смесей с целью уменьшения продолжитель-
ности реакции, но это сильно сказывается как на
воспроизводимости, так и на потенциальной чув-
ствительности определения. В связи с этим вы-
брали комнатную температуру в качестве опти-
мальной для проведения дериватизации. Как
видно из рис. 3, в этих условиях для всех гидрази-
нов реакция протекает количественно (выход де-
ривата >99%) примерно за 45 мин.

Для подтверждения количественного протека-
ния реакции в выбранных условиях проводили
ионохроматографический анализ реакционной
смеси. Пределы обнаружения Ги, МГ и НДМГ по
методике [10] составили 1, 2.5 и 5 мкг/л соответ-
ственно. Концентрация свободных форм гидра-
зинов оказалась ниже предела обнаружения, что
говорит о том, что в выбранных условиях реакция
протекает количественно для каждого аналита
(>99%).

Концентрация поверхностно-активного веще-
ства. Додецилсульфат натрия относится к типу
сульфоанионных ПАВ и в водной среде образует
прямые мицеллы. Существование мицелл в рас-
творе возможно только при определенных усло-
виях, а именно при концентрации ПАВ выше
критической концентрации мицеллообразования
(ККМ). Для выбора количества ДДСН изучили
влияние его концентрации в реакционной смеси
на выход БА-производных при концентрации БА
0.8 мМ и продолжительности реакции 2 мин
(табл. 2).

Известно, что значения первой и второй ККМ
и для ДДСН составляют 8.3 и ~80 мМ соответ-
ственно [41]. При концентрации ДДСН 87 мМ до-
стигается максимальная скорость образования
соответствующих БА-производных, что соответ-
ствует второй ККМ. При дальнейшем увеличе-
нии концентрации ДДСН выход реакций дерива-
тизации не меняется, поэтому концентрацию
ДДСН 87 мМ выбрали для оценки эффективно-
сти мицелл в катализе реакций с гидразинами в
ранее подобранных условиях (рис. 3). Обнаружи-
ли, что применение МК значительно сокращает
время достижения количественного выхода дери-
ватов, которое в этих условиях составляет всего
5 мин.

Анализ образцов воды. Для оценки метрологиче-
ских характеристик и апробации предложенного
комбинированного подхода проанализировали об-
разцы водопроводной воды методом ВЭЖХ−СФД.
Аналитическим сигналом для построения градуи-
ровочной зависимости служила площадь пика соот-
ветствующего гидразона. Градуировочные раство-
ры в диапазоне концентраций 1–1000 мкг/л готови-
ли добавлением стандартных растворов гидразинов
к пробам водопроводной воды. Предел обнаруже-
ния оценивали по отношению сигнал/шум (S/N) =
= 3. Нижнюю границу определяемых концентра-
ций определяли как S/N = 10. Правильность
предложенных подходов подтверждали методом
введено–найдено (рис. 4). Сходимость рассчиты-
вали по трем параллельным результатам анализа
пробы в течение одного дня (табл. 3).

Известная методика определения гидразина
[20] в питьевых водах методом ГХ-ПИД с предва-
рительной дериватизацией БА предполагает тру-
доемкую стадию экстракции и концентрирова-

Рис. 2. Зависимости выхода гидразонов (ϕ) от кон-
центрации буферного раствора (сбуф) в реакционной
смеси (с учетом разбавления пробы). Продолжитель-
ность реакции 5 мин (n = 3, Р = 0.95).
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Таблица 1. Влияние концентрации бензальдегида в
реакционной смеси на выход гидразонов (ϕ) (продол-
жительность реакции 10 мин, n = 3, Р = 0.95)

* Концентрация БА в реакционной смеси.

с(БА)*, мM ϕ(Ги), % ϕ(МГ), % ϕ(НДМГ), %

0.2 13.2 ± 0.5 73.4 ± 1.9 8.8 ± 0.6
0.4 25.6 ± 0.7 87.6 ± 1.1 17.2 ± 1.0
0.9 55.1 ± 1.5 99.2 ± 1.0 34.9 ± 1.0
1.7 88.9 ± 0.9 99.0 ± 2.0 65.8 ± 2.6
3.5 92.4 ± 0.9 98.7 ± 3.0 92.3 ± 1.8
6.8 92.8 ± 0.9 94.9 ± 0.7 93.6 ± 0.8

14.0 83.7 ± 3.3 94.0 ± 1.1 92.0 ± 0.9
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ния деривата с упариванием растворителя, при
этом дериватизацию проводят в кислой среде при
рН 2 в течение 20 мин. Выше отмечено, что в этих
условиях выход бензалазина очень низкий, по-
этому нижняя граница определяемых концентра-
ций составляет 5 мкг/л с погрешностью опреде-
ления 40% после стадии сложной пробоподготов-
ки (табл. 4). Другие подходы с использованием
БА как дериватизирующего реагента [22, 27, 28,
31] также не позволяют одновременно определять
гидразин и его алкилпроизводные, поскольку
предполагают использование классических бу-
ферных систем, в которых выходы БА-производ-
ных алкилгидразинов крайне низки. Разработан-
ный нами подход сопоставим по чувствительно-
сти с предложенными ранее [10, 24], но
характеризуется лучшей воспроизводимостью в
области низких концентраций, приемлемой пра-
вильностью и широким линейными диапазоном.
Методика определения алкилгидразинов с пред-

варительной дериватизацией глиоксалем [25]
превосходит предложенную нами по чувстви-
тельности, однако она не позволяет определять

Рис. 3. Зависимости выходов производных с бензальдегидом (ϕ) гидразина (а), метилгидразина (б) и 1,1-диметилгид-
разина (в) от температуры и продолжительности реакции (n = 3, Р = 0.95). МК – мицеллярный катализ.
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Таблица 2. Влияние концентрации додецилсульфата
натрия в реакционной смеси на выход производных
гидразина, метилгидразина и 1,1-диметилгидразина
(ϕ) с бензальдегидом (продолжительность реакции
2 мин, n = 3, Р = 0.95)

*Концентрация ДДСН в реакционной смеси.

c(ДДСН)*, 
мМ ϕ(Ги), % ϕ(МГ), % ϕ(НДМГ) , %

0  14.3 ± 1.6 40.8 ± 1.6 8.1 ± 1.2
8.7 22.5 ± 1.5 56.0 ± 2.2 12.1 ± 1.4

43 35.8 ± 1.1 68.2 ± 1.4 17.5 ± 1.2
87 36.9 ± 1.3 69.4 ± 1.4 20.3 ± 1.7

173 36.4 ± 1.0 69.6 ± 2.8 20.1 ± 1.3

Рис. 4. Наложение экспериментальных хроматограмм образцов водопроводной воды с добавкой по 5 мкг/л каждого
компонента (1), по 1 мкг/л (2) и без добавки (3). Длина волны детектирования 300 нм.

20

14

16

18

12

10

8

6

4

2

0 1 2 4 6 8 93 5 7 10 11 12

И
нт

ен
си

вн
ос

ть
, о

тн
. е

д.

Время, мин

БА

БА–МГ БА–НДМГ

БА–Ги

1

2

3



934

ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 76  № 10  2021

ТИМЧЕНКО и др.

Ги, поскольку он активно образует с данным реа-
гентом продукты поликонденсации.

Разработанный в данной работе подход не тре-
бует применения дополнительных стадий кон-
центрирования, прост, надежен, а реакция проте-
кает количественно всего за 5 мин, сам анализ за-
нимает не более 13 мин. Такого результата
удалось добиться благодаря применению имин-
ного и мицеллярного катализа и проведения де-
риватизации в оптимальных условиях.

* * *

Таким образом, предложен простой, быстрый
и чувствительный комбинированный способ
определения Ги, МГ и НДМГ в широком диапа-
зоне концентраций (1–1000 мкг/л) методом ОФ
ВЭЖХ−СФД с предколоночной дериватизацией
БА. Впервые применен эффект иминного катали-
за буферной системы на основе аммония для по-
лучения производных гидразинов с последую-

щим аналитическим приложением. Доказан,
продемонстрирован и успешно применен эффект
ускорения реакций образования гидразонов в
присутствии анионного ПАВ – ДДСН. Это поз-
волило не только значительно уменьшить общую
продолжительность анализа, что крайне важно в
рутинном анализе, но и обеспечить образование
производных при низких концентрациях, а также
существенно понизить нижнюю границу опреде-
ляемых концентраций. Показана нецелесообраз-
ность нагревания реакционных смесей с целью
уменьшения продолжительности реакции из-за
разложения образующихся гидразонов. Подтвер-
жден независимым методом ИХ ВЭЖХ-АД коли-
чественный выход продуктов дериватизации в
оптимальных условиях. Разработанная методика
не требует проведения трудоемких стадий кон-
центрирования и выделения веществ, труднодо-
ступных реагентов и оборудования, характеризу-
ется приемлемыми правильностью, воспроизво-
димостью и чувствительностью, а также широким

Таблица 3. Характеристики определения гидразина, метилгидразина и 1,1-диметилгидразина в воде методом
ВЭЖХ со спектрофотометрическим детектированием с предварительной дериватизацией бензальдегидом (n = 3,
P = 0.95)

* Линейный диапазон определяемых концентраций.

Аналит ЛДОК*, 
мкг/л S = kc + а R2 сmin, мкг/л Введено,

мкг/л
Найдено,

мкг/л
sr, %

Ги 1–500 S = (6.8 ± 0.1)c 0.999 0.3 1.00 0.97 ± 0.09 3.8
125 127 ± 6 1.9

МГ 7–1000 S = (1.96 ± 0.07)c 0.998 2.3 7.0 6.4 ± 0.9 5.9
250 252 ± 19 3.0

НДМГ 5–1000 S = (1.84 ± 0.04)c 0.999 1.3 5.0 5.0 ± 0.5 3.7
250 247 ± 14 2.2

Таблица 4.  Сравнение методов определения гидразинов (гидразин/метилгидразин/1,1-диметилгидразин) в вод-
ных образцах

* Нижняя граница определяемых концентраций, ** иминный катализ.

Метод Дериватизация сmin, мкг/л сн*, мкг/л sr, % Источник

ИХ ВЭЖХ−АД – 0.2/0.5/1 –/–/4 –/–/–  [10]
ГФ ВЭЖХ−МС/МС – –/17.6/12.8 –/40/60 14/14/14  [11]
ИХ ВЭЖХ−МС – 70/30/12 200/80/40 8/5/5  [13]
ГХ-ПИД Бензальдегид, рН 2, 20 мин, 20°C –/–/– 5/–/– 40/–/–  [20]
ОФ ВЭЖХ−СФД 5-Нитро-2-фуральдегид, рН 5, 

40 мин, 60°C
0.9/0.4/0.2 3.2/1.4/0.7 20/20/20  [24]

ОФ ВЭЖХ−СФД Глиоксаль, рН 3.5, 20 мин, 25°C –/0.5/0.25 –/1/0.5 –/15/10  [25]
ОФ ВЭЖХ−СФД Бензальдегид, рН 7, 30 мин, 70°C 17/–/– 40/–/– 5/–/–  [27]
ОФ ВЭЖХ−МС/МС 2-Нитробензальдегид, рН 5.5, 

45 мин, 75°C
–/–/– 1/10/10 11/8/7  [33]

ОФ ВЭЖХ−СФД Бензальдегид, рН 9.4 (ИК**, МК), 
5 мин, 20°C

0.3/2.3/1.3 1/7/5 4/6/4 Данная 
работа
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линейным диапазоном определяемых концентра-
ций. Применение мицеллярного катализа пер-
спективно как для совершенствования уже из-
вестных, так и при разработке новых способов
определения гидразинов. Поиск новых систем
для иминного катализа позволит интенсифици-
ровать реакции образования гидразонов с други-
ми малоактивными групповыми реагентами.
В перспективе разработанные методики могут
быть распространены на анализ не только вод, но
и любых водных матриц, в том числе кислотных
вытяжек и отгонов из почв, а также смывов с по-
верхностей и отгонов из строительных материа-
лов.

Исследование выполнено при финансовой под-
держке РФФИ в рамках научного проекта № 19-
33-90120.
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Области применения современной биоаналитической хромато-масс-спектрометрии столь обшир-
ны, что любая попытка их систематизировать оказывается субъективной. Правильнее было бы ска-
зать, что нет такой области биологии и медицины, где хромато-масс-спектрометрия не нашла бы
применения. В настоящей статье уделено внимание либо относительно новым, либо недостаточно
освещенным в обзорах последних лет сферам применения этого метода. Современные биоаналити-
ческие методики стали многоцелевыми в отношении аналитов и унифицированными в отношении
матриц. Для биоаналитики особенно важна возможность обнаружения микроконцентраций анали-
тов на фоне огромного количества макрокомпонентов биоматрицы с помощью хромато-масс-спек-
трометрии. При целевом хромато-масс-спектрометрическом определении стойких органических
загрязнителей основной проблемой является расширение перечня аналитов, в том числе и за счет
изомеров. При установлении экспозиции к нестойким токсикантам наряду с гидролитическими
метаболитами целевыми биомаркерами становятся фрагментированные аддукты ксенобиотиков с
биомолекулами. Общую картину экспозиции человека к сумме воздействующих на него ксенобио-
тиков отражает экспозом, а физиологическое состояние организма – метаболический статус. Хро-
мато-масс-спектрометрия является одним из ключевых методов в метаболомике. Средствами мета-
боломики уже сегодня решаются задачи клинической диагностики и антидопингового контроля.
Процедуры подготовки биопроб к инструментальному анализу упрощаются и развиваются в на-
правлении возрастающей универсальности. Протеомные технологии с использованием различных
вариантов масс-спектрометрии нашли применение при разработке новых методов диагностики ко-
ронавирусных инфекций.

Ключевые слова: биоаналитика, хромато-масс-спектрометрия, биомаркер, экспозом, метаболиче-
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Бурное развитие биоаналитики, по данным
наукометрического исследования [1], является
следствием доминирования биомедицины в нау-
ке в целом. Процедуры анализа относятся к био-
аналитическим в том случае, если анализируемые
объекты имеют биогенное происхождение. Ана-
литы могут иметь биогенную, либо абиогенную
природу – в любом случае разнообразие их моле-
кулярных форм обусловлено многообразием про-
цессов биотрансформациии. Приложения хрома-
то-масс-спектрометрического (ХМС) анализа,
которые рассмотрены ниже, относятся к прижиз-
ненному отбору биопроб. Биоматрицы представля-
ют собой многокомпонентные смеси органических
соединений. По этой причине для обнаружения,
идентификации и количественного определения
аналитов в биопробах широко используются вы-
сокоэффективные ХМС-методы. Посмертный

анализ биообразцов имеет специфические особен-
ности, обсуждение которых остается за рамками на-
стоящего обзора.

Важным этапом повышения эффективности
жидкостной ХМС стало появление колонок с
сорбентами, имеющими малое зернение (менее
3 мкм), что сделало возможным сокращение про-
должительности анализа при одновременном по-
вышении чувствительности за счет уменьшения
ширины пика. Основными характеристиками
масс-детектора являются точность измерения
масс, разрешающая способность, скорость ска-
нирования и чувствительность. Высокие показа-
тели для первых двух характеристик обеспечива-
ют селективность анализа и возможность уста-
новления брутто-формулы при идентификации,
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две другие характеристики особенно важны для
многоцелевого анализа или скрининга.

В наибольшей степени методически обеспече-
но определение в биопробах веществ, подпадаю-
щих под действие конвенций и законов, ограни-
чивающих или запрещающих их применение.
К числу таких веществ относятся стойкие орга-
нические загрязнители (СОЗ), компоненты хи-
мического оружия, допинговые препараты, нар-
котические и сильнодействующие вещества.
Быстро развивающимся направлением является
определение биомаркеров, характеризующих эн-
догенные процессы или внешние воздействия, в
том числе и воздействие химического фактора на
отдельного человека или группу лиц.

Поступление токсичных соединений в орга-
низм человека из внешней среды не всегда воз-
можно установить. Более достоверные оценки
химической нагрузки могут быть получены сред-
ствами биомониторинга [2]. Основная задача
биомониторинга – оценить химическую нагрузку
на человека как на индивидуальном, так и на по-
пуляционном уровне.

СТОЙКИЕ ОРГАНИЧЕСКИЕ 
ЗАГРЯЗНИТЕЛИ

При проведении биомониторинга аналитами
преимущественно являются токсичные металлы
либо СОЗ, т.е. приоритет отдается персистент-
ным токсикантам, способным к депонированию
в биологических тканях [3]. Биомониторинг СОЗ
проводится посредством регламентированных
аналитических процедур, основанных на приме-
нении как газовой, так и жидкостной ХМС [4].
Проблемой является регулярное расширение пе-
речня целевых аналитов для биомониторинга
СОЗ, причем часто это изомерные группы соеди-
нений, из которых пока только некоторые оха-
рактеризованы параметрами токсичности. Про-
блемы идентификации и количественного опре-
деления соединений группы “новых” СОЗ
рассмотрены в монографии [5]. Липофильные
СОЗ обычно определяют в крови (плазме, сыво-
ротке, реже в эритроцитах), в грудном молоке [6],
значительно реже – в биоптическом материале
[7]. Согласованное исследование объектов внеш-
ней среды и биопроб на присутствие СОЗ [8] вос-
требовано в наибольшей степени, поскольку поз-
воляет оценить вклад разных источников экспо-
зиции в общую химическую нагрузку на человека
и установить характер этой нагрузки. Комплекс-
ные подходы к оценке химической опасности
требуют разработки унифицированных методик,
применимых к анализу проб различного проис-
хождения и матричного состава (вода, почва, пи-
щевые продукты, биопробы). В ряду СОЗ наиболее
часто определяют полихлорированные бифенилы,
хлорорганические пестициды, бромированные ан-

типирены, преимущественно представленные
полибромдифениловыми эфирами. Недавно эта
группа была пополнена перфторалкилированны-
ми соединениями, в частности перфторалкил-
сульфонатами и перфтороктановой кислотой.
В работе [9] реализован многоцелевой анализ
биопроб на содержание СОЗ – представлена но-
вая аналитическая стратегия для одновременного
определения 78 галогенорганических СОЗ в сы-
воротке крови человека, а именно: 40 антипи-
ренов, включая 7 новых бромированных и хло-
рированных антипиренов; 19 перфторалканов;
11 хлорорганических пестицидов и 8 полихлори-
рованных бифенилов. При подготовке к анализу
из сыворотки крови извлекали две фракции ана-
литов: (I) неполярную гидрофобную и (II) более
полярную и гидрофильную. Фракцию I извлека-
ли из сыворотки крови трехступенчатой экстрак-
цией смесью гексана и диэтилового эфира (9 : 1,
по объему) с последующей очисткой экстракта на
флорисиле. Фракцию II извлекали из остатка сы-
воротки после извлечения неполярной фракции I
с помощью модифицированной процедуры
QuEChERS. Для всех аналитов удалось достичь
биологически обусловленных пределов обнару-
жения и получить удовлетворительные метроло-
гические характеристики, необходимые для про-
ведения количественного анализа. В работе [10]
представлены результаты индивидуального
определения методом жидкостной ХМС с тан-
демным масс-спектрометрическим детектирова-
нием (ВЭЖХ–МС/МС) некоторых соединений,
входящих в список Хельсинской комиссии по за-
щите морской среды ХЕЛКОМ, а также предло-
жена процедура одновременного определения
группы перфторорганических кислот, производ-
ных эстрадиола, гексабромциклододекана и три-
клозана. Грудное молоко, кровь или пуповинную
кровь обычно используют для определения поли-
хлорированных бифенилов, диоксинов, хлорор-
ганических пестицидов, бромсодержащих инги-
биторов горения, перфторированных и оловоор-
ганических соединений [11, 12]. Пробы мочи
анализируют на содержание бисфенола A, орга-
нофосфатов, гидроксилированных метаболитов
полиароматических углеводородов, фталатов [13,
14]. Погрешность результатов анализа зависит от
биологического материала: максимальная при
анализе мочи, промежуточная при анализе кро-
ви, наименьшая при анализе грудного молока.
Кроме того, вариабельность результатов ниже
при определении липофильных соединений, вы-
ше при определении полярных и гидролитиче-
ских метаболитов. Газовая ХМС (ГХ–МС) преоб-
ладает при определении СОЗ в крови и грудном
молоке, ВЭЖХ–МСn в моче. Такое распределе-
ние [15] обусловлено тем, что с мочой выводятся
гидрофильные соединения, а гидрофобные по-
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степенно выделяются в кровь из тех органов и
тканей, в которых они депонируются.

НЕСТОЙКИЕ ВЫСОКОТОКСИЧНЫЕ 
ОРГАНИЧЕСКИЕ СОЕДИНЕНИЯ

В отличие от СОЗ, нестойкие органические
соединения претерпевают в организме быстрые
метаболические превращения и экскретируются
с мочой в форме гидролитических метаболитов
либо образуют аддукты с биомолекулами. Для
определения таких соединений применяют два
самостоятельных подхода: определение свобод-
ных метаболитов и биомолекулярных аддуктов
[16]. Наиболее яркими представителями нестой-
ких органических супертоксикантов являются
отравляющие вещества (ОВ), аналитическая
ХМС которых после завершения программы уни-
чтожения химического оружия сохраняет актуаль-
ность в рамках верификационной деятельности.
До недавнего времени считали, что определение
интактных ОВ в биосредах вообще невозможно
ввиду их стремительной биотрансформации, в том
числе и посмертной. В то же время задача опреде-
ления интактных ОВ актуальна не только в целях
верификации, но и для токсикокинетических ис-
следований. Для успешного определения интакт-
ных ОВ в биосредах необходимо не только обес-
печить высокую чувствительность и селектив-
ность анализа, но и остановить биоконверсию ОВ
в уже отобранной пробе. В 2020 г. был представ-
лен способ определения интактных фоосфорорга-
нических ОВ (ФОВ) G-типа в цельной крови [17].
Дериватизацию ФОВ 2-[(диметиламино)метил]фе-
нолом проводят в сухих пятнах крови. После высу-
шивания полученные производные экстрагируют и
определяют методом ВЭЖХ–МС/МС. Градуиро-
вочная характеристика линейна в диапазоне кон-
центраций 3–300 нг/мл. Авторы сообщают о
средней степени извлечения аналитов 34% во
всем линейном диапазоне. Предел обнаружения
составляет 0.7 нг/мл. В виде производного зарин
стабилен в сухих пятнах крови при комнатной
температуре в течение 19 дней. Таким образом,
капля цельной крови может быть отобрана в усло-
виях полевого госпиталя, перенесена на бумажный
носитель, высушена и обработана 2-[(диметилами-
но)метил)]фенолом. Законсервированные таким
образом биопробы могут быть направлены в стаци-
онарные лаборатории без особых требований к
условиям транспортировки, например в почто-
вых конвертах. Ранее была предложена техноло-
гия определения аддуктов ФОВ с альбумином в
сухих пятнах плазмы крови [18]. Подход, осно-
ванный на применении сухих пятен крови (dried
blood spot) интересен, в первую очередь, возмож-
ностью легкой стабилизации исследуемого об-
разца, позволяющей избежать деградации в про-
цессе хранения и транспортировки. Ключевым

критерием при этом является полнота десорбции
аналита с бумажного носителя.

В крупных аналитических центрах разрабаты-
ваются и проходят апробацию в международных
профессиональных тестах процедуры обнаруже-
ния и идентификации гидролитических метабо-
литов и биомолекулярных аддуктов высокоток-
сичных соединений. При этом ковалентные ад-
дукты ксенобиотиков с белками и ДНК
рассматриваются в качестве ретроспективных
маркеров экспозиции. Время их жизни сопоста-
вимо со сроком существования в организме био-
молекул, образующих аддукты, но ограничено
процессами “старения”, в ходе которых происхо-
дит трансформация присоединенного остатка
ксенобиотика или его метаболита. Следствием
старения становится потеря структурных призна-
ков исходных веществ, затрудняющая их однознач-
ную идентификацию, и утрата способности к реак-
тивированию. Основные белки крови альбумин и
гемоглобин, содержание которых в организме чело-
века колеблется на уровне 40 и 150 мг/мл соответ-
ственно, принимают на себя воздействие той ча-
сти нестойких токсикантов, которая не подверг-
лась гидролизу сразу после поступления в
организм. Учитывая то, что среднее время жизни
молекулы гемоглобина в организме человека со-
ставляет 120 дней, а альбумина – 20 дней, исполь-
зование аддуктов с ними в качестве маркеров
отравления ФОВ весьма перспективно. При этом
альбумин является основным белком плазмы
крови, которая, в отличие от цельной крови, хо-
рошо переносит заморозку/разморозку, удобна
для транспортировки и подготовки к анализу.
С другой стороны, содержание в крови ДНК
сравнительно мало (0.05 мг/мл), причем содер-
жится она преимущественно в лейкоцитах, а ее
выделение является достаточно трудоемким
процессом, поэтому основной тенденцией в раз-
витии методов обнаружения и идентификации
биомаркеров нестойких токсикантов считают
совершенствование технологий исследования
адддуктома альбумина и гемоглобина крови [19] и,
как обосновано ниже, мочевого ДНК-аддуктома.

Добавленное к области других омиксных тех-
нологий понятие “аддуктомика” применимо не
только к установлению факта воздействия токси-
канта на организм, но и к оценке последствий
этого воздействия. Понятие “акдуктом” по ана-
логии с метаболомом, транскиптомом и т.д. при-
меняется в биоаналитике с начала XXI в. В каче-
стве примера можно привести работу [20], авторы
которой методом ВЭЖХ–МС/МС проводили
биомониторинг аддуктов алкилирующих агентов
с ДНК в тканях легких. Термин “аддуктомика”
применен в недавно опубликованной работе [21],
посвященной определению биомолекулярных
аддуктов ОВ. Перечень биомаркеров экспозиции
расширяется за счет идентификации новых кова-
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лентных аддуктов ксенобиотиков с белками и
ДНК [22].

Аддуктомные технологии используют не толь-
ко для установления факта экспозиции, но и для
молекулярного биомониторинга ее последствий
[23]. Как жители мегаполисов, так и работники
предприятий химического профиля подвергают-
ся сочетанному воздействию разных токсикан-
тов. Токсикологические интерференции, как и
возможный кумулятивный эффект при таком
воздействии, необходимо учитывать [24], поэто-
му эффективным подходом при проведении био-
мониторинга представляется определение боль-
шого набора аналитов в рамках одной методики.
При этом даже такие методики не позволяют оце-
нить воздействие на организм тех токсикантов,
которые не были учтены заранее и остались за
рамками контролируемого перечня.

Учесть в полной мере химическую нагрузку на
организм человека из разных источников (вода,
пищевые продукты, воздух, промышленные вы-
бросы, пассивное непреднамеренное потребле-
ние лекарственных средств, автомобильный
транспорт и т.д.) в рамках целевого анализа не-
возможно. В итоге невозможно обоснованно
предсказать риски здоровью, развивающиеся
вследствие неизвестной химической нагрузки. В
ответ на такой вызов область задач ХМС-анализа
биопроб расширилась от определения индивиду-
ального органического соединения до исследова-
ния экспозома и метаболического статуса орга-
низма.

ЭКСПОЗОМ

Под экспозомом понимают сумму ксенобио-
тиков и их биомаркеров в организме. Лексически
“экспозом” – производное от экспозиции. Экс-
позом характеризует общую химическую нагруз-
ку на организм, которая может быть частично
оценена непосредственным обнаружением из-
вестных ксенобиотиков или их метаболитов в ор-
ганизме или регистрацией метаболического отве-
та на нагрузку, характер которой в этом случае бу-
дет выявлен по косвенным признакам. Во втором
случае отделить воздействие собственно химиче-
ского фактора от биологического и даже психоло-
гического стресса не всегда возможно [25].

В работе [26] предпринята попытка описать
экспозом в количественных категориях. Общее
количество соединений, составляющих экспо-
зом, оценивается на уровне 400000, в то время как
метаболом человека насчитывает более 1 млн со-
единений. Экспозом можно охарактеризовать как
часть метаболома, охватывающую соединения, по-
ступающие из внешней среды, и их метаболиты. В
последние годы во избежание разночтений появил-
ся термин “химический экспозом” [27].

При исследовании состава экспозома, сфор-
мированного органическими загрязнителями
природной и техногенной среды, необходимые
чувствительность и селективность достигаются за
счет применения ХМС высокого разрешения
[28]. Современная биоаналитика предоставляет
возможность не только установить состав ксено-
биотиков и продуктов их трансформации в орга-
низме человека, но и охарактеризовать ответ ор-
ганизма на сочетанное воздействие ксенобиоти-
ков, оценить состояние жизненно важных систем
[29]. На основе применения комплексного диа-
гностического аппарата можно дать обоснован-
ные рекомендации по детоксикации организма и
раннему предупреждению развития патологий,
которые могут быть “запущены” сочетанным
воздействием внешних факторов. Такие укоре-
нившиеся в современной медицине и биологии
понятия, как геном, микробиом, метаболом,
транскриптом, протеом, иммуном, экспозом, ад-
дуктом и прочие “омы”, развиваются преимуще-
ственно с использованием различных вариантов
ХМС-анализа.

Из множества соединений, поступающих в ор-
ганизм человека из окружающей среды, в послед-
ние годы особое внимание уделяется тем, кото-
рые оказывают повреждающее воздействие на
ДНК [30]. Повреждение ДНК лежит в основе
многих заболеваний: онкологических, нейроде-
генеративных, сердечно-сосудистых [31]. Лишь
незначительная часть токсикантов воздействует
на ДНК напрямую, чаще сначала происходит ме-
таболическая активация с образованием электро-
фила или индукция активного радикала с высоким
окислительным потенциалом. Далее при воздей-
ствии этих активных форм может происходить на-
рушение структуры нуклеиновых оснований, их хи-
мическая модификация, поломка цепочек ДНК и
нарушение их сопряжений [32]. Если естествен-
ная система репарации не справляется с повре-
ждениями, накоплением мутаций в генах, кон-
тролирующих клеточный рост, пролиферацию,
программируемую дифференциацию и гибель
клеток, то, согласно современным представлени-
ям, создается риск развития онкологических за-
болеваний [33]. Известно, что нуклеотиды обра-
зованы соединением нуклеозида и фосфата, а
нуклеозиды, в свою очередь, состоят из моносха-
рида и азотистого основания, которые и являются
основной мишенью воздействия алкилирующих
агентов. Обычно повреждение азотистых основа-
ний заключается в окислении, деаминировании,
алкилировании и кросс-сопряжениях, возникаю-
щих в их наиболее уязвимых сайтах, что иллю-
стрирует рис. 1, составленный по материалам ста-
тьи [34]. Как видно, наиболее уязвимыми сайта-
ми являются O2 и O4 тимина, N7, O6, C8 и N2
гуанина, N1, N3 и N7 аденина, O2 и N4 цитозина.
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Полагают, что негативные последствия насту-
пают при поломке даже очень незначительного
количества нуклеотидов. Такие изменения мож-
но зафиксировать только сверхчувствительными
методами. Важной задачей является повышение
чувствительности ВЭЖХ–МС/МС-анализа в от-
ношении именно нуклиозидов, способность к
ионизации которых относительно невысока.

В отличие от других биомолекул, ДНК содер-
жатся практически во всех биологических средах
организма. Почечная экскреция аддуктов ксено-
биотиков с ДНК происходит в депуринизирован-
ном виде, по этой причине ДНК экспозом легче
оценивать при анализе мочи [35]. В работе [36]
представлен метод исследования мочевого ДНК-
аддуктома как наиболее чувствительной части
экспозома путем ВЭЖХ–МС/МС-анализа мочи.
В последние годы применение масс-спектромет-
ров высокого разрешения (времяпролетных и ор-
битальных ловушек) позволило получить новые
данные о повреждениях ДНК, вызываемых раз-
личными химическими соединениями [37]. На-
пример, биомаркерами для оценки повреждающе-
го воздействия на ДНК ацетальдегида [38], акроле-
ина [39], кротонового альдегида [40] являются
ковалентные аддукты с дезоксигуанозином в поло-
жении N2, для сернистого иприта – с гуанином в
положении N7 [41]. Определение таких аддуктов в
биообразцах можно проводить посредством коли-
чественного многоцелевого ХМС-анализа и в пер-
спективе, вероятно, этот подход дополнит ком-
плекс средств биомониторинга генотоксичных
соединений.

В свете оценки общих повреждений ДНК, на-
ступающих вследствие суммы факторов, в том
числе и неизвестных, возникла задача нецелевой
ДНК-аддуктомики. Первая попытка в этой обла-
сти была предпринята в 2006 г. [42] с использова-
нием трехквадрупольного ВЭЖХ–МС/МС в ре-
жиме электрораспылительной ионизации при
мониторинге выделенных реакций (SRM) c реги-
страцией переходов [M + H]+ → [M + H–116]+,
где m/z 116 соответствует отщеплению 2-дезокси-
рибозы. Позднее в режиме регистрации ней-
тральных потерь при использовании аналогич-
ной инструментальной техники авторы работы
[43] объединили целевое и нецелевое определе-
ние аддуктов ДНК в одном анализе. Выделение
фрагментированных аддуктов с мочой отражает
процесс репарации, если допустить, что репара-
ция происходит за счет вырезки отдельных участ-
ков ДНК. В результате этого процесса с мочой
выделяются модифицированные алкилировани-
ем или окислением (рис. 1) аддукты дезоксирибо-
нуклеозидов и азотистых оснований, образую-
щие так называемый “ДНК-аддуктом” мочи. В
работе [43] он представлен в виде пяти трехмер-
ных карт для каждого образца мочи. По оси абс-
цисс откладывают времена удерживания, по оси

ординат – массовые числа m/z, по оси z – норма-
лизованные площади пиков. Ниже показано, что
авторы использовали стандартный режим
ВЭЖХ–МС/МС-анализа, а новизна подхода за-
ключалась в объеме и структурировании его ре-
зультатов. При подготовке к анализу образцы мочи
наносили на картриджи C18, промывали водой и
элюировали метанолом. Элюат упаривали и повтор-
но растворяли в 100 мкл деионизованной воды, по-
сле чего анализировали методом ВЭЖХ–МС/МС в
градиентном обращенно-фазовом режиме с ис-
пользованием гибридного масс-спектрометра
тройной квадруполь-линейная ионная ловушка.
Ионизацию электрораспылением осуществляли в
положительной полярности при следующих харак-
теристиках во всем диапазоне сканирования массо-
вых чисел: потенциал декластеризации 40 B, вход-
ной потенциал 10 B, энергия коллизии 30 eB.

Процедура была настроена с использовани-
ем 6-модельных 2'-дезоксирибонуклеозидов и
10 азотистых оснований. Пределы обнаружения
аналитов находились в пределах от 0.2 до 7 нг/ввод.
После обработки и фильтрации выделено до 5000
полезных пиков. Не останавливаясь подробно на
методах обработки данных, отметим, что после
межлабораторных интеркалибраций и дальней-
шей настройки метода он может быть пригоден
для описания (картирования) мочевого аддукто-
ма человека и является первой, хотя и находя-
щейся в стадии разработки, попыткой описания
ДНК-экспозома человека.

Исследования, направленные на определение
больших групп аналитов и даже “омов” – экспо-
зома, метаболома, липидома и др., воспринима-
ются как нестандартные, но все-таки химико-

Рис. 1. Наиболее уязвимые сайты нуклеиновых осно-
ваний для окисления ( ) и/или алкилирования
(→) с образованием аддуктов (dR – дезоксирибоза).
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аналитические процедуры. Пока трудно понять,
могут ли рассматриваться в этом ряду масс-спек-
трометрические методы непосредственного на-
блюдения биологического процесса, статуса или
проблемы (отклонения от нормы). Так, авторами
работы [44] предложен способ прямого масс-
спектрометрического анализа биологических тка-
ней. С помощью пьезоэлектрического диспенсера
поверхность биообразца обрабатывается нанокап-
лями растворителя, которые выбивают из био-
пробы и одновременно ионизируют наночасти-
цы, транспортируемые в масс-детектор. С помо-
щью такого подхода получен обобщенный
профиль мозговой ткани мыши. Авторы утвер-
ждают, что при этом удается достоверно разли-
чить профили здоровой и опухолевой ткани. По-
добные подходы представлены в литературе под
общим названием “высокопроизводительный
скрининг” [45], основная цель которого – быст-
рый анализ сложных объектов. Делаются попыт-
ки реализовать такие технологии при исследова-
нии биотрансформации ксенобиотиков, при об-
наружении грубых метаболических сдвигов в
рамках целевой метаболомики, при оценке рас-
пределения ксенобиотиков в организме. Здесь
применимы изотопные метки, а сам анализ дол-
жен быть быстрым и в идеале многолуночным
(планшетным).

МЕТАБОЛИЧЕСКИЙ СТАТУС

Терминология, предписывающая называть
продукты трансформации веществ в окружаю-
щей среде маркерами, а в биологических объектах
биомаркерами [46], подразумевает, что в качестве
биомаркеров выступают аналитически регистри-
руемые формы нахождения определенного веще-
ства в биопробе. Термин “биомаркер” как инди-
катор физиологических и патологических биоло-
гических процессов или фармакологических
ответов на терапевтическое вмешательство [47]
был предложен в 2001 г. Национальным институ-
том здоровья США. В качестве биомаркера в этой
трактовке может выступать любая характеристи-
ка, которую можно объективно измерить и кото-
рая может служить индикатором того или иного
процесса. Таким образом, мы можем говорить о
биомаркерах метаболических расстройств, окис-
лительного стресса, хронической усталости и
других процессов. Если так, то биомаркер может
быть химическим соединением, но это понятие в
некоторых случаях можно рассматривать шире.
В обзоре [48], посвященном клиническим прило-
жениям масс-спектрометрии, в качестве биомар-
керов предложено рассматривать группы соеди-
нений, а также метаболом (для низкомолекуляр-
ных) или протеом (для белков) в целом.

Под метаболическим статусом организма под-
разумевают многомерную картину качественного

и количественного состава биогенных компонен-
тов. В большинстве случаев определяют грубые
отклонения метаболического статуса от нормы в
целях диагностики заболеваний. Наиболее из-
вестным и разработанным воплощением этого
направления является диагностика врожденных
метаболических расстройств методом тандемной
масс-спектрометрии. Это жизненно важное при-
ложение ХМС-анализа доказало свою безуслов-
ную полезность и непрерывно совершенствуется.
В работе [49] предложена и апробирована при
анализе более 1000 образцов технология быстрого
определения расширенного перечня метаболиче-
ских болезней при анализе сухого пятна крови.
Огромное количество работ посвящено ранней
диагностике онкологических заболеваний мето-
дами ХМС на платформе метаболомики. Пока ре-
зультаты этих исследований слишком противоре-
чивы, чтобы рекомендовать какую-либо ХМС-тех-
нологию в качестве надежного диагностического
метода.

В последние годы в ряде исследований обос-
нованы химико-аналитические критерии, соот-
ветствующие функциональному состоянию, ха-
рактеризуемому как утомление, перетренирован-
ность, хроническая усталость. При контекстном
поиске по ключевым словам “mass-spectrometry”,
“exercise”, “fatigue’ и “metabolomics” литератур-
ные источники за последние 5 лет (2017–2021 гг.),
доступные в системе Science direct, можно разде-
лить на четыре основные группы (табл. 1). Всего
обнаружено 93 публикации.

Из табл. 1 следует, что биомаркеры, безуслов-
но ассоциированные с физической нагрузкой,
пока не установлены, так как преобладают (42 из
93) исследования общего плана, нацеленные на
поиск этих биомаркеров. По-видимому, к числу
таких биомаркеров будут отнесены не абсолют-
ные концентрации биогенных веществ в моче или
крови, а соотношения концентраций или более
сложные многомерные показатели. Методы ХМС
предоставляют огромный объем информации. На
данный момент ключевой проблемой представ-
ляется разработка алгоритмов сопоставления
этой информации с широким набором физиоло-
гических показателей с учетом их различной зна-
чимости. Основной стратегией метаболомики в
спорте является исследование метаболических
сигнатур плазмы крови [50, 51]. Считается, что
метаболическое профилирование позволяет по-
лучить опосредованную информацию о метаболи-
ческом фенотипе и непосредственную – о концен-
трациях тех низкомолекулярных метаболитов, ко-
торые вовлечены в развитие физиологического
эффекта [52].

В ряде работ [53, 54] для сбора первичной ин-
формации о низкомолекулярных метаболитах,
ответственных за состояние переутомления, ис-
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пользовали ЯМР-спектроскопию. Преимуществом
капиллярного электрофореза при метаболическом
профилировании является возможность определе-
ния высокомолекулярных маркеров [55], однако
ввиду высокой стоимости и недостаточного рас-
пространения приборных комплексов, совмещаю-
щих капиллярный электрофорез со спектральны-
ми методами, он применяется относительно ред-
ко и преимущественно в целевой метаболомике.
Таким образом, различные варианты ХМС-ана-
лиза заведомо преобладают в омиксных техноло-
гиях. В работе [56] концентрации целевых мета-
болитов определяли методом ГХ–МС, а в каче-
стве диагностических критериев использовали
соотношения концентраций метаболитов. Объ-
единенная группа из семи университетов США
[57] c использованием ВЭЖХ–МС/МС провела
масштабное исследование, целью которого явля-
лось установление связи между функциональным
состоянием высокотренированных спортсменов
и метаболическими профилями их крови. Работа
выполнена в технике нецелевой метаболомики.
Статистическую обработку данных проводили с
использованием метода инвариантных множеств
семейств линейных и нелинейных дискретных
систем. Всего идентифицировано 743 метаболи-
та. Концентрации веществ из группы гамма-глу-
таминовой кислоты оказались значимо выше в
группах спортсменов как с высокой мощностью,
так и с высокой выносливостью. Это, по мнению
авторов, является следствием активной работы
глутатионового цикла. Высокая выносливость ас-
социировалась с повышенной выработкой поло-
вых гормонов тестостерона и прогестерона, при
этом у спортсменов с высокой выносливостью
были достоверно снижены уровни содержания
диацилглицеридов и эйкозаноидов в крови. Вы-
сокая мощность также ассоциировалась с высо-
кими уровнями содержания в крови фосфолипи-
дов и ксантина. В 2019 г. итальянские авторы
опубликовали обзор [58], в котором суммировали
результаты метаболомных исследований биожид-
костей спортсменов, которые испытывали экс-
тремальные нагрузки. В качестве общего вывода
отмечено, что высокая мощность и высокая вы-
носливость ассоциированы с такими биохимиче-
скими процессами, как биосинтез стероидов, ме-
таболизм жирных кислот, окислительный стресс
и энергетический обмен. В метаболомике спорта,
как и в метаболомике в целом, чувствительность
анализа не является приоритетом, поскольку
биогенные аналиты (метаболиты) присутствуют в
пробах в высоких концентрациях. Наиболее вы-
сокие требования в целевой метаболомике
предъявляются к достоверности количествен-
ных определений, а в нецелевой метаболомике –
к достоверности идентификации метаболитов и
производительности анализа. В табл. 2 суммиро-
ваны результаты некоторых ХМС-исследований

в области метаболомики последствий экстре-
мальных нагрузок. Как видно, закономерности,
отмеченные в обзоре [58], в целом находят под-
тверждение.

Продолжая тему спорта, нельзя не отметить,
что антидопинговый контроль базируется почти
исключительно на ХМС-анализе и представляет
собой хорошо отлаженную потоковую систему,
совмещающую скрининговые и подтверждаю-
щие процедуры анализа. Оба направления непре-
рывно совершенствуются [71, 72]. Появляются
сведения о долгоживущих метаболитах запре-
щенных субстанций, что позволяет расширить
временное окно их обнаружения. Как стандарт-
ные, так и инновационные процедуры антидо-
пингового ХМС-анализа остаются за рамками
настоящего обзора, поскольку чрезвычайно ши-
роко представлены и обобщены в литературе [73 и
др.]. Пока метаболомные подходы в допинговом
контроле относятся к разряду перспективных
разработок и не применяются в режиме потоко-
вого анализа. Исключение составляет стероид-
ный профиль мочи [74].

Известно, что отрицательный результат целе-
вых допинг-тестов далеко не всегда гарантирует
отсутствие запрещенных веществ в организме
спортсмена, что привело к появлению парадигмы
биологического паспорта. Стероидный модуль
биологического паспорта особенно важен, по-
скольку дизайнерские, т.е. не охватываемые
списком ВАДА, анаболические стероиды отно-

Таблица 1. Направления исследований метаболомики
физических нагрузок, выполненных с использовани-
ем масс-спектрометрии в 2017–2021 гг.

Тематика исследований

Доля от общего 

количества 

публикаций, %

Изменения в метаболических 

профилях мочи или крови под 

влиянием физических нагрузок

42

Метаболический статус организма, 

соответствующий пику физической 

формы

18

Влияние нутритивной поддержки на 

переносимость физических нагрузок

12

Метаболомика усталости, перетрени-

рованности в отсутствие патоло-

гии/болезни

12

Изменения в метаболических профи-

лях мочи и крови под влиянием физи-

ческих нагрузок на фоне заболеваний 

(сердечно-сосудистые, метаболиче-

ский синдром, диабет, нейрологиче-

ские, гериатрические)

9
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сятся к наиболее распространенным допинговым
субстанциям [75].

В основе стероидного модуля биопаспорта
спортсмена лежит определение биомаркеров мо-
чи, вовлеченных в метаболизм эндогенных стеро-
идов. Определение концентраций этих мочевых
биомаркеров представляет собой сложную зада-
чу, поскольку стероиды выводятся с мочой глав-
ным образом в конъюгированном виде (глюкуро-
ниды или сульфаты) [76]. Таким образом, перед
проведением ГХ–МС/МС-анализа, рекомендуе-
мого ВАДА в качестве стандартного метода опре-
деления эндогенных анаболических стероидов,
требуется проведение специфичной пробоподго-

товки [77], включающей энзиматический гидро-
лиз мочи, экстракцию и дериватизацию опреде-
ленных эндогенных стероидов. По мере накопле-
ния опыта в области контроля стероидного
профиля мочи спортсменов было отмечено [78],
что важнейшей проблемой является трактовка
результатов определения концентраций и мар-
керных соотношений эндогенных стероидов в
моче ввиду их существенной зависимости от ге-
нетического полиморфизма.

При констатации в пробе мочи атипичного ре-
зультата (концентрации или соотношения кон-
центраций, которые выходят за рамки референт-
ных значений), используют метод изотопной

Таблица 2. Результаты метаболомных хромато-масс-спектрометрических исследований биожидкостей людей,
подвергавшихся нагрузкам разной степени тяжести

Биоматрица Метод Биомаркеры Литература

Плазма крови ГХ–МС К возрасту и степени тренированности чувствительны: 

аланин, лактат β-диметилглюкопиранозид, пироглута-

миновая кислота, цистеин, глутаминовая кисота, глута-

мин, свободные жирные кислоты, валин

 [59]

Плазма крови ВЭЖХ–МС При умеренных нагрузках в плазме крови повышается 

содержание октаноил, деканоил, додеканоил-карнитинов

 [60]

Плазма крови ВЭЖХ–МС У марафонцев повышено содержание глицерина, ниа-

цинамида, глюко-6-фосфатов, пантотената, сукцината в 

сравнении с обычными людьми

 [61]

Плазма крови ВЭЖХ–МС После нагрузки, сопряженной с гипоксией, повышен 

уровень лизофосфатидилхолинов, лизофосфатидилди-

этаноламина, лизоплазмалогенов, метаболитов, ассоци-

ированных с гемолизом

 [62]

Слюна ВЭЖХ–МС После экстремальной нагрузки повышены креатинин, 

глюкоза, метаболиты антиоксидантного действия

 [63]

Плазма крови ГХ–МС, ВЭЖХ–МС С нагрузкой ассоциированы 13- и 9-гидроксиоктадека-

новые кислоты

 [64]

Плазма крови ГХ–МС После экстремальной нагрузки повышалось содержа-

ние в плазме трикарбоновых кислот и мононенасыщен-

ных жирных кислот

 [65]

Моча ВЭЖХ–МС С гипоксией ассоциированы 1-метиладенозин, 5-мети-

лтиоаденозин, 3-индолуксусная кислота, 1-глутамино-

вая кислота

 [66]

Моча ЯМР, ВЭЖХ–МС С нагрузкой ассоциированы триметиламиноксид, 

фенилаланин, лактат, аланин, триметиламин, малонат, 

таурин, глицин

 [67]

Моча ВЭЖХ–МС С нагрузкой ассоциированы пурины, триптофан, кар-

нитин, кортизол, продукты окисления аминокислот и 

метаболиты микрофлоры кишечника

 [68]

Плазма крови ВЭЖХ–МС После 4-дневного марафона уровни свободных жирных 

кислот, трикарбоновых кислот, метаболитов разветв-

ленных аминокислот в плазме повысились. Уровни 

моноацилглицеридов, липидов понизились

 [69]

Плазма крови ВЭЖХ–МС/МС При нагрузке повысились уровни карнитина, 3-метил-

миристиновой и себациновой кислот в плазме

 [70]
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масс-спектрометрии, наиболее часто нацелен-
ный на обнаружение “псевдоэндогенных” стеро-
идных гормонов [79].

Дальнейшее развитие стероидного модуля за-
ключается в разработке персонализированного
подхода к интерпретации критериальных показа-
телей стероидного профиля и арбитражных анали-
зов методом изотопной ГХ–МС [80, 81]. Предложен
метод контроля стероидов в слюне, обеспечиваю-
щий возможность взятия пробы непосредственно
перед и после (а иногда и во время) соревнования
или тренировки [82]. Несмотря на то, что в анти-
допинговый контроль вкладывают огромные
средства, открываемость запрещенных препара-
тов остается достаточно низкой, что обусловли-
вает актуальность развития метаболомики в спор-
те. По всей вероятности, в будущем роль биоло-
гического паспорта спортсмена в общей схеме
антидопингового контроля будет возрастать.

Антидопинговый контроль пересекается с хи-
мико-токсикологическим анализом не только
общностью ХМС-методов и определяемых ве-
ществ (как известно, стимуляторы и наркотики
запрещены в спорте), но также и высокой мерой
ответственности за результаты анализа, нередко
оспариваемые в суде. В то же время методология
химико-токсикологического анализа, одного из
древнейших направлений аналитической химии,
существенно отличается от методологии антидо-
пингового контроля. Критерии и система аккре-
дитации в антидопинговом контроле едины для
всех лабораторий. Химико-токсикологический
анализ также жестко регламентирован, но регу-
лирующие системы имеют существенные нацио-
нальные особенности. Подробно не вдаваясь в
эту далекую от аналитической науки тему, отме-
тим лишь некоторые современные тенденции в
химико-токсикологическом анализе.

ХИМИКО-ТОКСИКОЛОГИЧЕСКИЙ 
АНАЛИЗ

Классический химико-токсикологический
анализ преимущественно нацелен на определе-
ние относительно малых молекул. Метод ГХ–МС
с моноквадрупольным масс-детектированием на
протяжении уже почти полувека удерживает по-
зиции золотого стандарта при скрининговых ис-
следованиях, поскольку опирается на обширные
и постоянно пополняемые базы данных масс-
спектров и индексов удерживания. Значение опе-
ративно пополняемой доступной на сайте
http://sudmed-ms.info некоммерческой библиоте-
ки масс-спектров трудно переоценить. Это самый
эффективный и доступный инструмент для обна-
ружения в биопробах новых психоактивных со-
единений. Чрезвычайно эффективен ГХ–МС-
скрининг для обнаружения малых молекул уме-
ренно токсичных соединений, например, при

установлении случаев передозировки или неме-
дицинского применения лекарств, а также дизай-
нерских наркотиков [83].

Для обнаружения и идентификации биомар-
керов более токсичных соединений, особенно в
тех случаях, когда экспертиза проводится через
длительное время после отравления, и основная
доза токсиканта выведена из организма, чувстви-
тельности моноквадрупольного масс-детектора
уже недостаточно. Тандемное масс-спектромет-
рическое детектирование ввиду высокой селек-
тивности позволяет обнаруживать токсичные со-
единения и их метаболиты в биологических мат-
рицах с высокой чувствительностью [84]. Как
правило, низкомолекулярные метаболиты явля-
ются более полярными, чем вещества, из которых
они образовались. С увеличением полярности
метаболитов возрастает их растворимость в вод-
ных средах и соответственно скорость выделения
из организма через почки с мочой [85]. Это повы-
шает шансы обнаружения мочевых метаболитов в
ранние сроки после отравления, а в отдаленные
сроки – понижает. В отличие от плазмы крови,
моча не требует специальной обработки сразу по-
сле отбора, состав органических соединений в
моче в меньшей степени подвержен искажениям
в процессе отбора, хранения и транспортировки.
Как правило, концентрации биогенных аналитов
в моче не меняются значительно при прохожде-
нии нескольких циклов заморозки–оттаивания.
Моча по сравнению с кровью менее насыщена
органическими соединениями, которые не толь-
ко подвержены окислению, но и могут выступать
в качестве промоторов окисления [86]. Таким об-
разом, моча как биоматрица имеет много преиму-
ществ при определении малых молекул: неинва-
зивный отбор, большой объем, минимальное ме-
шающее влияние протеинов и липидов, высокие
концентрации большинства ксенобиотиков за
счет их концентрирования в почках [87]. Недо-
статком мочи как биоматрицы является высокое
содержание мочевины, мешающее как прямому
ГХ–МС-анализу, так и полноте дериватизации.
Устранение мешающего влияния мочевины пу-
тем минерального или энзиматического гидроли-
за можно рекомендовать для целевого анализа.
В обзорном анализе минеральный гидролиз мо-
жет привести к искажению компонентного соста-
ва мочи и частичной или полной потере некото-
рых аналитов за счет их разложения. Применение
энзиматического гидролиза (обработка уреазой),
как правило, приводит к повышению матричного
эффекта в режиме регистрации полного ионного
тока и, как следствие, к потере минорных анали-
тов за счет повышения пределов их обнаружения.
Для целевого определения малых молекул в моче
предложены алгоритмы оптимизации рН и выбо-
ра экстрагента [88, 89]. При подготовке к обзор-

ному ГХ–МС- и ВЭЖХ–МСn-анализaм часто ис-
пользуют высаливание или вымораживание в



946

ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 76  № 10  2021

САВЕЛЬЕВА

ацетонитрил. При этом удается не потерять даже
такие полярные аналиты, как алкилметилфосфо-
новые кислоты [90].

Если “приборная” часть процедуры ХМС-ана-
лиза в большинстве случаев формализована и
осуществляется в соответствии с рекомендация-
ми фирмы-производителя, то способы подготов-
ки биопроб к ХМС-анализу являются предметом
разработки и оптимизации. Совершенствуется
техника твердофазной экстракции с применени-
ем многослойных колонок и дробного элюирова-
ния. В развитии методов микроэкстракции в био-
аналитике генерализованная линия пока не про-
слеживается. Различные варианты жидкостной
[91] и твердофазной [92] микроэкстракции рас-
смотрены и систематизированы даже не в обзо-
рах, а в “обзорах обзоров”. Микроэкстракция с
применением полимерных таблеток, гранул, по-
рошков, магнитных частиц, дисперсионная мик-
роэкстракция, однокапельная, в том числе в ре-
жиме затвердевания и всплывания микрокапли
при понижении температуры, различные вариан-
ты мембранной и электромембранной микроэкс-
тракции, микроэкстракция в полом капилляре –
процедуры, достаточно равноценно представлен-
ные в литературе. С одной стороны, они не явля-
ются новыми, а с другой, пока не нашли широкого
применения в рутинном потоковом анализе. От-
носительно новым и многообещающим подходом
представляется применение растворителей с “пе-
реключаемой” гидрофобностью [93]. Путем до-
бавления углекислого газа растворитель протони-
руется, превращается в гидрокарбонат и стано-
вится смешиваемым с водой, а после удаления
углекислого газа нагреванием или пропусканием
инертного газа растворитель отделяется от воды.
В основе процесса лежит кислотно-основная ре-
акция. В качестве растворителей с переключае-
мой полярностью используют амидины, вторич-
ные и третичные амины [94] и диамины [95].

Если процедура биомониторинга требует ко-
личественного анализа, а определяемые вещества
заранее известны, то при определении биомарке-
ров отравляющих веществ, допинговых субстан-
ций, психоактивных веществ основными задачами
являются обнаружение и доказательная идентифи-
кация биомаркеров, однозначно указывающих на
факт поступления в организм контролируемого ве-
щества. Конечным этапом аналитического процес-
са является подтверждающий анализ с использо-
ванием образца сравнения. При этом начальный
этап, заключающийся в обнаружении микроко-
личеств искомых биомаркеров в сложной смеси
макрокомпонентов биоматрицы, является наи-
более сложным. Оценка неопределенности тако-
го анализа, несмотря на большое количество ре-
гулирующих документов, не может быть выпол-
нена в рамках универсального подхода [96].
Новые наркотические средства поступают в неза-
конный оборот столь стремительно, что процеду-

ры обнаружения биомаркеров и установления их

безусловной принадлежности к определенной

группе запрещенных веществ требуют разработки

новых подходов, позволяющих повышать эффек-

тивность работы лабораторий именно на этапе

обнаружения аналитов, которые далее будут или

не будут отнесены к целевым биомаркерам [97].

Как отмечено в работе [98], непрерывно расши-

ряющийся перечень подконтрольных соедине-

ний обусловливает преобладание обзорного на-

правления в химико-токсикологическом анали-

зе. Авторы сформулировали 17 ограничений

метода ВЭЖХ–МС/МС в обзорном анализе.

По-видимому, в ближайшей перспективе эти

ограничения не будут полностью преодолены.

В частности, невысокая скорость сканирова-

ния, загрязненность масс-спектра компонен-

тами подвижной фазы, недостаточная эффек-

тивность хроматографического разделения и

другие сложности технического плана будут

преодолены за счет конкуренции фирм, раз-

рабатывающих и выпускающих ВЭЖХ–

МС/МС-системы. В то же время наличие раз-

личных конструкционных решений для масс-

спектрометрического процесса у различных

фирм препятствует его унификации, что пред-

ставляется одним из главных ограничений воз-

можностей обзорного ВЭЖХ–МС/МС-анализа.

Библиотеки справочных масс-спектров созда-

ются как приложение к определенным маркам

приборов. При значительном разнообразии при-

емов ГХ–МС-анализа существует классический

подход к его выполнению в режиме сканирова-

ния по полному ионному току (ионизация элек-

тронами с энергией 70 эВ) и хроматографическому

разделению с определением линейных индексов

удерживания для слабополярной неподвижной

фазы (5%-фенил)-метилполисилоксан в режиме

программирования температуры. Базы идентифи-

кационных характеристик для ГХ–МС-анализа

оперативно пополняются и успешно применяют-

ся независимо от типа используемого оборудова-

ния. Если в скрининговой процедуре соединение

не выявлено, то оно либо вообще не может быть

обнаружено в данных экспериментальных усло-

виях, либо потеряно при подготовке к анализу,

либо отсутствует в библиотеке, либо библиотеч-

ный масс-спектр существенно отличается от по-

лученного экспериментально. Последнее обстоя-

тельство существенно для ВЭЖХ–МС/МС-анали-

за из-за высокой вариабельности масс-спектров,

полученных на разных приборах, и отсутствия меж-

лабораторного соглашения о стандартных условиях

анализа. Ввиду этих причин лаборатории пока еще

предпочитают ориентироваться на “домашние”

библиотеки.
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МАСС-СПЕКТРОМЕТРИЯ В БОРЬБЕ 
С КОРОНАВИРУСНОЙ ИНФЕКЦИЕЙ

Биоаналитическая масс-спектрометрия дока-
зала свою способность оперативно отвечать на
вызовы глобальных угроз, что подтверждается ря-
дом оригинальных идей в области противодей-
ствия пандемии коронавируса. В основу разраба-
тываемых технологий были положены хорошо се-
бя зарекомендовавшие способы разделения и
структурной идентификации белков. Варианты
протеомных технологий, различающиеся по спо-
собам осуществления и комбинирования высо-
копроизводительных методов разделения белков,
их масс-спектрометрического описания и обра-
ботки массивов экспериментальных данных, рас-
смотрены в работе [99]. Больше всего усилий было
направлено на разработку новых методов диагно-
стики коронавирусных инфекций. В частности, в
качестве альтернативы классическим тестам, осно-
ванным на полимеразной цепной реакции (ПЦР),
предложен [100] тест с применением МАЛДИ-
масс-спектрометрии. При разработке метода
важно было не только стандартизовать условия
получения масс-спектров, но и предложить при-
емлемый способ обработки данных. Оптималь-
ным для обработки масс-спектров оказался метод
опорных векторов с радиальным ядром. В итоге
удалось добиться 90%-ной достоверности при
анализе как положительных, так и отрицатель-
ных SARS-CoV-2 образцов.

Классический протеомный анализ при обна-
ружении и идентификации SARS-CoV-2 в жидко-
сти, полученной после полоскания горла, приме-
нен в работе [101]. Предложенная процедура
включает следующие стадии: осаждение белков
ацетоном, дегликозилирование белков, пепсино-
лиз, обработку дитиотрейтолом и иодацетами-
дом, ВЭЖХ–МС/МС-анализ. Первоочередную
задачу для дальнейших исследований авторы ви-
дят в сокращении продолжительности анализа.
Пока на исследование одного образца требуется
около трех часов.

Авторы обзора [102] отмечают, что метаболом-
ные и липидомные исследования с применением
ультра-ВЭЖХ–МС высокого разрешения явля-
ются мощным инструментом для дифференци-
альной диагностики инфекций и обнаружения
неизвестных пока биомаркеров патогенов. Боль-
шие надежды связывают с гибридными техноло-
гиями, объединяющими ПЦР и масс-спектро-
метрию. Возможности масс-спектрометрической
идентификации вирусных ДНК и РНК ограниче-
ны их низкой концентрацией в биоматериале.
Эта проблема успешно преодолевается путем их
“концентрирования” с применением ПЦР. Диа-
гностические процедуры должны развиваться как
в направлении быстрой и надежной идентифика-
ции известных вирусов, так и в направлении об-
наружения генетических маркеров ранее неиз-

вестных патогенов. Для того чтобы диагностиче-
ские комплексы были мобильными, необходима
миниатюризация масс-спектрометров и обеспе-
чение их стабильной работы в условиях, прибли-
женных к полевым.

Аналитическая масс-спектрометрия имеет
перспективы применения в исследованиях, на-
правленных на поиск новых мишеней для дей-
ствия вакцин против SARS-CoV-2. С помощью
сочетанного применения масс-спектрометрии и
биоинформатики авторам работы [103] удалось
продемонстрировать эффективность предложен-
ного ими алгоритма предсказания механизма ре-
акции определенных Т-клеток на SARS-CoV-2 и
формирования Т-клеточного иммунитета.

Возможность обнаруживать и идентифициро-
вать белки, входящие в состав вируса, характери-
зовать их уникальность, а также предсказывать
механизмы формирования клеточного иммуни-
тета открывает перспективы для диагностики ви-
русных инфекций, блокирования и предупрежде-
ния их развития.

* * *

Сочетание обзорного и целевого ГХ–МС-ана-
лиза на этапе обнаружения заранее неизвестных
аналитов пока сохраняет позицию “золотого се-
чения”. Стандартизованные условия анализа с
применением моноквадрупольных масс-детек-
торов обеспечивают возможность обращения к
обширным и постоянно пополняемым базам
данных масс-спектров и индексов удерживания.

Метод ВЭЖХ–МСn в режиме ионизации элек-
трораспылением можно уже рассматривать в ка-
честве классического подхода к определению как
малых молекул, так и супрамолекулярных комплек-
сов в биообъектах любой сложности. Возможности
обзорного ВЭЖХ–МС- и ВЭЖХ–МС/МС-анали-
зoв пока ограничены многоцелевым скринингом,
при проведении которого формирование перечня
аналитов-кандидатов должно предшествовать
анализу. Для определения органических соедине-
ний с низкой эффективностью ионизации элек-
трораспылением (например, стероидов) ГХ–МС
пока остается наиболее рациональным подходом.
Медицина и биология ставят перед современным
ХМС-анализом мультипараметрические задачи
установления биологических эффектов, биологи-
ческих состояний (статусов) и даже сбора ключе-
вой информации для постановки диагнозов. При
этом в основе таких решений по-прежнему оста-
ется измерение интенсивностей аналитических
сигналов, обусловленных распределением массо-
вых чисел ионов. Масс-спектрометрический про-
цесс неуклонно совершенствуется, но для того,
чтобы его результаты имели диагностическую
ценность, необходимо разработать подходы к
стандартизации результатов ХМС-анализа, в том
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числе и обзорного, их интеграции в омиксные
технологии и эффективной обработки и интер-
претации больших объемов получаемой инфор-
мации.
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Изучена возможность определения антибактериальных препаратов тетрациклинового ряда (тетра-
циклин, доксициклин, окситетрациклин, демеклоциклин, метациклин и хлортетрациклин) в сточ-
ных, природных водах и молоке с использованием цифровой цветометрии (смартфона) по сенсиби-
лизированной флуоресценции европия на его гидроксиде. Установлено, что европий(III) образует
комплексы с тетрациклинами в щелочной среде и при образовании осадка гидроксида европия его
флуоресцентные свойства не изменяются. Цветометрические параметры осадка после его центри-
фугирования измеряли с помощью смартфона. Пределы обнаружения и определения составили
0.001–0.004 и 0.005–0.01 мкг/мл соответственно для всех рассматриваемых аналитов. Диапазоны
определяемых содержаний 0.005 (0.08)–0.1 (1) мкг/мл. Градуировочные зависимости линейны,
R2 ≥ 0.98. Предложена методика определения суммарного содержания тетрациклинов в сточных,
природных водах и молоке. Продолжительность анализа 20–30 мин, относительное стандартное от-
клонение результатов анализа не превышает 0.20.

Ключевые слова: тетрациклины, цифровая цветометрия, сенсибилизированная флуоресценция,
смартфон, вода, молоко.
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Среди многообразия лекарственных средств
антибиотики тетрациклиновой группы уже более
полувека используют как препараты широкого
спектра действия, в основе антибактериального
действия которых лежит подавление синтеза бел-
ка. Для данной группы соединений характерно
наличие четырехчленного нафтаценового ядра
(схема 1).

Широкое использование тетрациклинов в ве-
теринарии приводит к появлению их в продуктах
питания (мясо, молоко, рыба) и объектах окружа-
ющей среды. В водные объекты тетрациклины
попадают со стоками животноводческих ферм,
птицефабрик и фармацевтических предприятий.
Внесение органических удобрений (навоза) на
сельскохозяйственные поля приводит к загрязне-
нию почвы и соответственно сельскохозяйствен-
ной продукции. Присутствие остаточных коли-
честв тетрациклинов в воде и почве негативно
воздействует на экологический баланс окружаю-
щей среды, вызывая устойчивость водных и поч-

венных микроорганизмов к антибиотикам. Упо-
требление в пищу продуктов, содержащих остат-
ки тетрациклинов, негативно сказывается и на
здоровье человека.

В объектах окружающей среды тетрациклины,
наряду с другими загрязнителями, чаще всего
определяют методом высокоэффективной жид-
костной хроматографии, в основном с масс-спек-
трометрическим детектированием [1, 2]. Опреде-
лению предшествует этап пробоподготовки с
концентрированием тетрациклинов, обычно с
использованием метода твердофазной экстрак-
ции (ТФЭ). В работе [3] предложено применять
сверхсшитый полистирол для ТФЭ тетрацикли-
нов. Разработана методика определения тетра-
циклинов в водах в диапазоне 0.002–0.1 мкг/мл
при концентрировании из 100 мл водного раство-
ра методом ВЭЖХ с амперометрическим детекти-
рованием.

Для определения тетрациклинов в различных
объектах получили развитие флуориметрические
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методы анализа. Молекулы тетрациклинов име-
ют плоское строение (схема 1), они способны
флуоресцировать при облучении УФ-светом.
Кроме того, тетрациклины образуют комплексы с

ионами металлов, в частности с европием(III) и
тербием(III). В последнем случае это приводит к
сенсибилизированной тетрациклинами флуорес-
ценции ионов европия и тербия [4–7].

Схема 1. Структурные формулы тетрациклина (1), хлортетрациклина (2), демеклоциклина (3),
окситетрациклина (4), доксициклина (5), метациклина (6).

Исследовано образование смешанолигандных
комплексов европия(III) на поверхности химиче-
ски модифицированного кремнезема с привитой
группой иминодиуксусной кислоты и тетрацик-
лином. Изученный комплекс предложен для лю-
минесцентного определения тетрациклина в рас-
творах. Минимальная определяемая концентра-
ция при извлечении из 10 мл раствора составила
0.5 мкг/мл [8].

В работе [9] тетрациклин определяли в при-
родной воде, молоке и мёде по сенсибилизиро-
ванной флуоресценции европия на лапоните в
присутствии лимонной кислоты в диапазоне
30 нМ–54 мкМ. Предложена индикаторная бума-
га для определения тетрациклина в молоке в диа-
пазоне 1–100 мкМ при регистрации аналитиче-
ского сигнала с помощью смартфона.

Предложена методика определения окситет-
рациклина в мышцах рыбы по сенсибилизиро-
ванной флуоресценции европия в диапазоне 10–
1000 нг/г с пределом обнаружения 3 нг/г [10].
Определение проводили в присутствии хлорида
цетилтриметиламмония и ЭДТА в качестве вто-
рого лиганда в комплексе европия, что повышало
чувствительность определения.

В работе [11] предложено измерять фосфорес-
ценцию хелата европия при комнатной темпера-
туре для непосредственного скрининга тетрацик-
линов (тетрациклин, окситетрациклин, хлортет-

рациклин и доксициклин) в воде и коровьем
молоке. Диапазоны определяемых содержаний
тетрациклинов составили 0.2–11.6 пМ для воды и
165–238 пМ для молока.

Предложено определение тетрациклинов в
молоке по сенсибилизированной флуоресценции
европия на наноплатформе двойного гидроксида
магния и алюминия [12]. Диапазон определяемых
содержаний тетрациклинов составил 0.1–5.0 мкМ
(0.04–2 мкг/мл), предел обнаружения – 7.6 нМ.
На наноплатформе дисульфида молибдена пред-
ложена чувствительная и селективная методика
определения тетрациклинов. Диапазон определя-
емых содержаний составил 0.1–50 мкМ с преде-
лом обнаружения 0.032 мкМ [13].

Дисперсионную жидкостно-жидкостную мик-
роэкстракцию дихлорметаном применили для
извлечения окситетрациклина из мышц рыбы и
последующего его определения по сенсибилизи-
рованной флуоресценции европия [14]. Диапазон
определяемых содержаний составил 0.04–4 мкг/г.

Рассмотренные выше работы объединяет ис-
пользование для определения тетрациклинов доро-
гостоящего оборудования (хромато-масс-спектро-
метров, хроматографов и спектрофлуориметров),
что в свою очередь накладывает определенные
ограничения на внедрение экспрессных методик в
практику аналитических лабораторий, проводя-
щих рутинные мониторинговые исследования.
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Перспективным направлением для решения по-
добных задач является применение цифровой
цветометрии, которая сочетает доступность визу-
ально-цветометрических тест-систем и хорошие
метрологические характеристики инструмен-
тальных средств измерения [15]. Отличительной
особенностью метода является простота аппара-
турного оформления, возможность использова-
ния в качестве цветорегистрирующих устройств
цифровой фото-, видео- и оптической офисной
техники. Миниатюризации метода и повышению
его мобильности способствует разработка совре-
менных смартфонов и специализированного про-
граммного обеспечения [16, 17]. Проведение спе-
цифических реакций получения флуоресцирую-
щих производных обеспечивает избирательность и
высокую чувствительность цифровой цветомет-
рии, что делает ее конкурентоспособной по срав-
нению с другими традиционными методами.

Цель данной работы – изучение возможности
определения антибактериальных препаратов тет-
рациклинового ряда в сточных, природных водах
и молоке по сенсибилизированной флуоресцен-
ции европия на его гидроксиде с использованием
смартфона в качестве цветорегистрирующего
устройства.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Аппаратура. Для изучения оптических и цвето-
метрических характеристик в качестве цветореги-
стрирующего устройства использовали смартфон
iPhone X (Apple, США), оснащенный специали-
зированным программным обеспечением RGBer.
Возбуждение флуоресценции проводили с помо-
щью источника монохроматического излучения
Jialitte F114 5W 365NM UV (Shenzhen Jialite Tech-
nology Co., Китай), детектора банкнот Dors 60
SYS-033278/277 (DORS, Китай) и осветителя лю-
минесцентного диагностического Лампа Вуда
ОЛДД-01 (Россия), УФ с длиной волны 365 нм.

Применяли аналитические весы Pioneer PA 214С
специального класса точности с пределом взве-
шивания 0.1 мг (Ohaus Corporation, USA); систему
для упаривания растворителей RapidVap N2/48
(LabConco, США); дозаторы Proline Biohit одно-
канальные механические переменного объема
2–20 мкл, 100–1000 мкл, 1000–5000 мкл (Biohit,
Финляндия); пробирки полипропиленовые емк.
15 мл (SPL Life Sciences Co., Корея); пробирки ти-
па “Эппендорф” емк. 2.0 мл (GenFollower Biotech
Co., Китай); политетрафторэтиленовые мем-
бранные фильтры 25 мм с диаметром пор
0.20 мкм (Pall Corporation, США). Использовали
центрифуги Elmi CM-50M (Латвия) и MPW-260R
(MPW Med. Instruments, Польша).

Реактивы. Использовали стандартные образ-
цы тетрациклина, доксициклина, окситетрацик-

лина, демеклоциклина, метациклина и хлортет-
рациклина (98–100%, Sigma-Aldrich, США). Ис-
ходные стандартные растворы (1 мг/мл) готовили
растворением точной навески препаратов в мета-
ноле. Рабочие растворы готовили разбавлением ис-
ходных деионизированной водой (15–18 МОм · см,
ОСТ 11 029.003-80).

Применяли метанол (Fisher Scientific UK, Вели-
кобритания), соляную кислоту (АО “БСК”, Рос-
сия), тетраборат натрия (Sigma-Aldrich, США), гек-
сагидрат хлорида европия(III) EuCl3⋅6H2O (Sig-
ma-Aldrich, США), ацетонитрил (Scharlab S.L.,
Испания), ЭДТА (этилендиаминтетраацетат
натрия) (ХИММЕД, Россия), хлорид натрия
(ХИММЕД, Россия).

Построение градуировочной зависимости.
В пробирки типа “Эппендорф” емк. 2.0 мл вноси-
ли 5, 10, 20, 40, 60, 80 и 100 мкл стандартных рас-
творов тетрациклинов с концентрацией
10 мкг/мл (первая серия) и 1 мкг/мл (вторая се-
рия), добавляли 100 мкл 0.01 М раствора евро-
пия(III), 1 мл деионизированной воды, 100 мкл
2%-ного раствора тетрабората натрия. Пробирки
закрывали, перемешивали 1–2 мин и центрифу-
гировали в течение 1 мин при 15000 об/мин. Про-
бирку облучали УФ-светом (365 нм) и с помощью
смартфона измеряли цветометрические характе-
ристики розовой флуоресценции. Аналитиче-
ский сигнал (Ar) в системе RGB рассчитывали по
формуле:

где R0, G0, B0, Rx, Gx, Bx – цифровые значения ин-
тенсивностей красного, зеленого, синего цветов
холостой и анализируемой проб соответственно.

Определение тетрациклинов в воде. В пробирки
типа “Эппендорф” емк. 2.0 мл вносили 1 мл про-
фильтрованной через мембранный фильтр при-
родной или сточной воды, добавляли 100 мкл
стандартного раствора тетрациклина с концен-
трацией 1 мкг/мл (при использовании метода доба-
вок), 100 мкл 0.01 М раствора европия(III) и 100 мкл
2%-ного раствора тетрабората натрия. Пробирки
закрывали, перемешивали 1–2 мин и центрифуги-
ровали в течение 1 мин при 15000 об/мин. Пробир-
ку облучали УФ-светом (365 нм) и с помощью
смартфона измеряли цветометрические характе-
ристики розовой флуоресценции. Содержание
тетрациклинов определяли по градуировочной
зависимости. При использовании метода добавок
содержание терациклинов рассчитывали по фор-
муле: сx = сдоб/[(Аx + доб/Аx) – 1], где сдоб – концен-
трация добавки в пробе, мкг/мл; Аx, Аx + доб – ана-
литические сигналы в исследуемой пробе и в про-
бе с добавкой аналита (0.1 мкг/мл) соответственно.

Определение тетрациклинов в молоке. В цен-
трифужную пробирку емк. 15 мл вносили 1.00 мл
молока, добавляли 2.0 мл ацетонитрила, 0.5 г NaCl,

2 2 2
r 0 0 0(R R ) (G G ) (B B ) ,x x xA = − + − + −



ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 76  № 10  2021

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ СМАРТФОНА 955

40.0 мг ЭДТА и перемешивали в течение 5 мин, цен-
трифугировали в течение 5 мин при 2700 об/мин. От-
бирали верхний ацетонитрильный слой во фла-
кон и упаривали досуха при 40°С в токе азота с ис-
пользованием устройства RapidVap N2/48.
К сухому остатку добавляли 50 мкл ацетонитрила
и 950 мкл деионизированной воды, перемешива-
ли 5 мин и фильтровали через мембранный
фильтр 0.20 мкм в пробирку типа “Эппендорф”
емк. 2.0 мл. В полученный раствор вносили
100 мкл 0.01 М раствора европия(III) и 100 мкл
2%-ного раствора тетрабората натрия. Пробирки
закрывали, перемешивали 1–2 мин и центрифу-
гировали в течение 1 мин при 15 000 об/мин, об-
лучали УФ-светом (365 нм) и с помощью смарт-
фона измеряли цветометрические характеристики
розовой флуоресценции. Содержание тетрацик-
линов определяли по градуировочной зависимо-
сти или расчетным способом по методу добавок.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Аналитические характеристики. В данной работе
предложено использовать сенсибилизированную
флуоресценцию тетрациклинами европия(III) на
поверхности его гидроксида, образующегося в ре-
зультате гидролиза в щелочной среде (добавление
раствора тетрабората натрия) избытка его раство-
римой соли. Центрифугирование осадка позво-
лило сконцентрировать его на дне пробирки
(рис. 1). При облучении осадка ультрафиолето-
вым светом (365 нм) наблюдали розовую флуо-
ресценцию, интенсивность которой измеряли с
помощью смартфона. Высокая разрешающая
способность современных смартфонов повышает
локальность цифрового анализа, позволяя реги-
стрировать базисные компоненты цветометриче-
ской системы RGB осадка небольшого объема.

На градуировочных зависимостях для всех тет-
рациклинов в диапазоне 0.005–1 мкг/мл имеются
два линейных участка: в диапазонах 0.005–0.1 и
0.08–1 мкг/мл (табл. 1). Предел обнаружения
(смин) и предел определения (сн) рассчитывали по
формулам 3.3s/k и 10s/k соответственно (s – стан-

дартное отклонение аналитического сигнала для
холостого опыта, k – тангенс угла наклона граду-
ировочной зависимости). Стандартное отклоне-
ние для Ar холостого опыта составило 0.50 (n = 15).
В табл. 1 представлены аналитические характери-
стики методики определения тетрациклинов по
сенсибилизированной флуоресценции евро-
пия(III) на его гидроксиде с использованием
смартфона в качестве цветорегистрирующего
устройства. Пределы обнаружения и определения
составили 0.001–0.004 и 0.005–0.01 мкг/мл соот-
ветственно для всех рассматриваемых аналитов.
Диапазоны определяемых содержаний (ДОС) –
0.005 (0.08)–0.1 (1) мкг/мл. Градуировочные зави-
симости линейны, R2 ≥ 0.98 (табл. 1).

В табл. 2 и на рис. 2 показаны пример расчета
аналитического сигнала и градуировочная зави-
симость для определения окситетрациклина со-
ответственно.

Оценка матричного эффекта. Матричный эф-
фект (МЭ) рассчитывали по формуле: МЭ (%) =
= (C/D – 1) × 100, где С, D – значения наклонов
градуировочных зависимостей, полученных на
основе матрицы и деионизированной воды соот-
ветственно. Матричный эффект обусловлен вли-
янием присутствующих в воде соадсорбируемых
на гидроксиде европия флуоресцирующих соеди-
нений и ионов металлов, способных образовы-
вать с тетрациклинами комплексы. В данных
условиях они могут как усиливать (+), так и по-
нижать (–) интенсивность сигнала аналита. Со-
гласно данным [18] МЭ можно пренебречь, когда
его значения находятся в диапазоне ±20%. Как
видно из табл. 1, МЭ для природной воды (вода
р. Клязьма в черте г. Владимира) незначителен и
не превышает 19%. При исследовании сточной
воды птицефабрики обнаруживали значитель-
ный матричный эффект (30–40%). Для его ниве-
лирования пробу воды разбавляли в два раза и
использовали метод добавок для определения
тетрациклинов.

Анализ природных, сточных вод и молока. Пра-
вильность и воспроизводимость результатов
определения антибиотиков тетрациклинового

Рис. 1. Фото стандартной шкалы для определения тетрациклина.
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Содержание тетрациклина, мкг/мл
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Таблица 1. Аналитические характеристики определения тетрациклинов для двух линейных диапазонов опреде-
ляемых содержаний и матричный эффект при анализе природной воды (n = 3, P = 0.95)

Аналит смин, мкг/мл сн, мкг/мл ДОС, мкг/мл
Уравнение 

градуировочной 
зависимости

R2 МЭ, %

Тетрациклин 0.001 0.005 0.005–0.1 Ar = 1313.7с 0.9804 17

0.08–1 Ar = 62.707с + 19.008 0.9990
Доксициклин 0.002 0.007 0.007–0.1 Ar = 745.76с 0.9885 –19

0.1–1 Ar = 33.863с + 25.967 0.9969
Окситетрациклин 0.002 0.007 0.007–0.1 Ar = 747.8с 0.9865 4.6

0.1–1 Ar = 47.983с + 18.839 0.9983
Димеклоциклин 0.002 0.006 0.006–0.1 Ar = 882.49с 0.9857 2.9

0.06–1 Ar = 80.349с + 14.366 0.9999
Хлортетрациклин 0.003 0.01 0.01–0.1 Ar = 475.03с 0.9803 –19

0.08–1 Ar = 59.912с + 18.133 0.9929
Метациклин 0.003 0.009 0.009–0.1 Ar = 594.35с 0.9866 –8.1

0.06–0.6 Ar = 88.57с + 8.28 0.9869

Таблица 2. Цветометрические характеристики хелата окситетрациклина с европием(III)

Концентрация, 
мкг/мл

Значения цветовых каналов/
то же с вычетом холостой пробы Аналитический сигнал

Rх/R0 – Rx Gх/G0 – Gx Bх/B0 – Bx

0 121/0 115/0 125/0 –
0.005 126/–5 118/–3 129/–4 7
0.01 132/–11 121/–6 130/–5 13
0.02 136/–15 109/6 133/–8 18
0.04 149/–28 111/4 131/–6 29
0.06 160/–39 121/–6 136/–11 41
0.08 180/–59 104/11 127/–2 60
0.1 196/–75 116/–1 137/–12 76

2 2 2
r 0 0 0(R R ) (G G ) (B B )x x xA = − + − + −

Рис. 2. Градуировочная зависимость для определения окситетрациклина.
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ряда подтверждали методом “введено–найдено”
на двух уровнях концентраций при использова-
нии природной воды и на одном при использова-
нии молока. Пробоподготовку для определения
тетрациклинов в молоке проводили по методике,
описанной в работе [19]. Результаты определе-
ния, представленные в табл. 3 и 4, свидетельству-
ют о правильности и хорошей воспроизводимо-
сти методики. Относительное стандартное откло-
нение результатов анализа не превышает 0.20.
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