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Разработана методика количественного определения мРНК сериновых бета-лактамаз ТЕМ-типа у
бактерий, устойчивых к бета-лактамным антибиотикам. Методика включает несколько стадий: вы-
деление фракции общей РНК из бактериальной культуры, получение ДНК-мишени бета-лактама-
зы в последовательных реакциях обратной транскрипции и полимеразной цепной реакции с введе-
нием метки – биотина и гибридизацию ДНК-мишени на колориметрических биочипах. Оптимизи-
рованы условия пробоподготовки для увеличения выхода анализируемой ДНК-мишени.
Градуировочная кривая для определения количества мРНК построена с использованием стандарт-
ного образца мРНК бета-лактамазы ТЕМ-1, полученного методом транскрипции in vitro. Преимуще-
ством использования стандартного образца, соответствующего полноразмерному гену blaТЕМ-1, являет-
ся прохождение им всех стадий анализа параллельно с исследуемыми образцами с одинаковой эффек-
тивностью. Предел обнаружения мРНК бета-лактамазы ТЕМ-1 составил 0.40 ± 0.05 амоль/мл, диапазон
определяемых концентраций – от 1.0 амоль/мл до 2000 фмоль/мл, относительное стандартное отклоне-
ние не превышало 12%. Продолжительность анализа после получения бактериальной культуры состав-
ляет около 7 ч. Разработанная методика может быть использована для изучения условий экспрессии
генов бета-лактамаз у резистентных к антимикробным препаратам бактерий.

Ключевые слова: биочипы, колориметрическое детектирование, мРНК, бета-лактамазы, антибио-
тикорезистентность бактерий.
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Широкое распространение резистентных к
антибиотикам бактерий – возбудителей инфек-
ционных заболеваний – является одной из акту-
альных проблем современной биологии, медици-
ны и фармакологии. Она обострилась в связи с
появлением мульти- и пан-резистентных бакте-
рий, одновременно устойчивых к нескольким
классам, и даже практически ко всем антибиоти-
кам [1–3]. Механизмы резистентности бактерий
разнообразны и включают процессы c участием
ферментов, модифицирующих бактериальные
мишени антибиотиков, изменяющих структуру
самих антибиотиков, нарушающих процессы их
проникновения в бактериальную клетку и актив-
ный вывод из нее [4, 5]. Проблема устойчивости к
антибиотикам является очень широкой и касает-
ся всех микроорганизмов, включая грамотрица-
тельные и грамположительные бактерии. Сочета-

ние нескольких механизмов устойчивости у пато-
генных бактерий существенно осложняет выбор
антимикробных препаратов, особенно при лече-
нии внутрибольничных инфекций, которые раз-
виваются очень быстро у ослабленных паци-
ентов.

Одним из наиболее распространенных видов
резистентности у грамотрицательных бактерий
является их устойчивость к бета-лактамным ан-
тибиотикам – классу антимикробных препара-
тов, наиболее часто используемых в здравоохра-
нении. Так, на долю пенициллинов широкого
спектра и цефалоспоринов приходится соответ-
ственно 39 и 20% от всех используемых в клини-
ческой практике антибиотиков [6, 7]. Основным
механизмом резистентности является гидролиз
антибиотиков бета-лактамазами (БЛ), образую-
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щими суперсемейство из более 2800 ферментов и
различающимися по строению активного центра,
субстратной специфичности и чувствительности
к ингибиторам [8]. Мультирезистентные бакте-
рии часто являются носителями генов несколь-
ких типов БЛ.

Для исследования устойчивых к бета-лактам-
ным антибиотикам бактерий, в том числе мульти-
резистентных, активно используются молекуляр-
но-генетические методы, основанные на иденти-
фикации генов, кодирующих БЛ [9, 10].
В результате постоянно протекающих процессов
эволюции резистентности в экосистемах, в том
числе госпитальных, отмечается феномен разви-
тия гетерорезистентности, связанной с формиро-
ванием смешанной популяции бактерий, рези-
стентных и чувствительных к антимикробным
препаратам [11, 12]. Для изучения механизмов
формирования генетической и фенотипической
гетерорезистентности популяций патогенов, вли-
яния внешних факторов на подавление и актива-
цию генов антибиотикорезистентности у бакте-
рий необходимы методы количественного опре-
деления экспрессирующихся генов через
выявление специфичных мРНК в РНК-тран-
скриптах бактерий. Эти методы должны обладать
высокими специфичностью и чувствительно-
стью, а также широким динамическим диапазо-
ном, позволяющим определять как низкие, так и
высокие уровни экспрессии генов. В связи с раз-
нообразием типов ферментов, обусловливающих
антибиотикорезистентность, методы определе-
ния мРНК должны обладать высокой производи-
тельностью и возможностью одновременного
определения большого набора разных мРНК.

В настоящее время для определения специ-
фичных мРНК в РНК-транскриптах бактерий
применяют полуколичественные методы с ис-
пользованием внутренних контролей: изменение
экспрессии изучаемого гена определяется по от-
ношению к уровню экспрессии контрольного ге-
на (генов). Для этих целей активно развиваются
две технологии: полимеразная цепная реакция в
режиме реального времени (ПЦР-РВ) [13–15] и
использование биочипов высокой плотности
[16]. Обе технологии включают пробоподготовку,
состоящую из выделения общей РНК из бактери-
альной культуры и получения кДНК в реакции
обратной транскрипции (ОТ). Количество одно-
временно определяемых генов в одной реакции
методом ПЦР-РВ ограничено количеством флуо-
рофоров, которые могут быть использованы в ка-
честве метки [17]. Биочипы высокой плотности
характеризуются наиболее высокой мульти-
плексностью – от десятков до сотен и более тысяч
вариантов одновременно идентифицируемых ге-
нов, которая определяется количеством иммоби-
лизованных на биочипе специфичных олигонук-
леотидных зондов.

Технология ПЦР-РВ позволяет оценить коли-
чество мРНК или числа копий гена в одной бак-
териальной клетке, однако для этого необходимо
знать эффективность стадий ОТ и ПЦР, что не
всегда можно определить экспериментально [18].
Биочипы высокой плотности активно применя-
ются для изучения механизмов резистентности
бактерий, они показали свою эффективность для
определения профилей изменения РНК-тран-
скриптомов [19, 20]. Однако, поскольку результа-
ты определения специфичных мРНК являются
относительными, данная технология позволяет
зарегистрировать только существенные измене-
ния в экспрессии генов. Более тонкие эффекты,
связанные с незначительными изменениями
концентраций отдельных мРНК, трудно зафик-
сировать из-за сложностей многоступенчатой
нормировки результатов анализа.

В последние годы для идентификации устой-
чивости к антимикробным препаратам у бакте-
рий активно развивается технология колоримет-
рических биочипов низкой плотности, включаю-
щих не более нескольких десятков специфичных
олигонуклеотидных зондов [21, 22]. Колоримет-
рические биочипы показали свою эффектив-
ность для идентификации генов различных БЛ, в
том числе у клинических патогенных штаммов с
множественной резистентностью к антибиоти-
кам [23–25]. Данные биочипы представляются
более перспективными для практического ис-
пользования в клинической практике по сравне-
нию с биочипами высокой плотности, поскольку
не требуют дорогостоящего оборудования для
проведения анализа и получения результатов.
Подобные биочипы могут входить в состав авто-
матизированных устройств для “диагностики по
месту лечения” (point of care), что существенно
упрощает их применение в клинических лабора-
ториях [26].

До настоящего времени биочипы низкой
плотности применялись в основном для иденти-
фикации генов антибиотикорезистентности в ге-
номах бактерий. Поскольку интенсивность окра-
шивания зон биочипа определяется с высокой
точностью с использованием оптических скане-
ров высокого разрешения, данная технология мо-
жет применяться и для количественного опреде-
ления нуклеиновых кислот.

Цель данного исследования – разработка ме-
тодики определения мРНК БЛ, основанной на
комбинации реакций ОТ и ПЦР с гибридизацией
полученной ДНК-мишени на колориметриче-
ских биочипах в лунках 96-луночных планшетов.
Для определения исследуемой мРНК строили
градуировочную зависимость с использованием
набора стандартных образцов мРНК, полученной
методом транскрипции in vitro. Задачи работы
включали оптимизацию отдельных стадий мето-
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дики, построение градуировочной зависимости с
использованием стандартных образцов мРНК и
применение разработанной методики для опре-
деления мРНК БЛ в контрольном и клинических
образцах грамотрицательных бактерий.

В качестве объекта исследования выбрали се-
риновые БЛ класса А ТЕМ-типа. Данное семей-
ство БЛ включает более 240 ферментов, характе-
ризующихся высокой консервативностью последо-
вательностей с единичными аминокислотными
заменами [27]. БЛ ТЕМ-1 обеспечивает устойчи-
вость бактерий к пенициллинам и цефалоспори-
нам I поколения. Часть мутантов этого фермента,
имеющих единичные аминокислотные замены,
относится к БЛ расширенного спектра (БЛРС),
обусловливающих резистентность бактерий ко
всем пенициллинам и цефалоспоринам. БЛ
ТЕМ-типа достаточно широко распространены
среди клинических штаммов бактерий, а также
почвенных бактерий, они являются удобной мо-
делью для изучения механизмов ферментативно-
го гидролиза и резистентности бактерий к бета-
лактамным антибиотикам [28]. Интерес к опреде-
лению мРНК БЛ ТЕМ-типа обусловлен появле-
нием данных об увеличении экспрессии фермен-
тов этого типа у грамотрицательных бактерий при
применении бета-лактамов в комбинации с бета-
лактамными ингибиторами [29, 30].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Бактериальные штаммы. В работе использова-
ли лабораторные штаммы Escherihia сoli – проду-
центы рекомбинантных БЛ ТЕМ-1, ТЕМ-2,
ТЕМ-12, ТЕМ-18, ТЕМ-129, ТЕМ-160, содержа-
щие плазмиду pET 24d c клонированными генами
соответствующих БЛ под контролем промотора
бактериофага T7 со средним уровнем копийности
по методике, описанной в работе [31], аббревиа-
туры ферментов соответствуют номерам мутант-
ных форм БЛ ТЕМ-типа в международной базе
данных NCBI Beta-Lactamase Data Resources
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/beta-lact-
amase-data-resources/); клинические штаммы гра-
мотрицательных бактерий, выделенные из кли-
нического материала (моча, эндотрахеальный ас-
пират) (E. coli B-1350/18, E. coli B-2607/18,
Klebsiella. pneumoniae B-1088/17). Клинические
штаммы получены из Государственной коллек-
ции патогенных микроорганизмов “ГКПМ-Обо-
ленск”. Их видовую идентификацию проводили
на приборах VITEK-2 Compact (bioMerieux,
Франция) и MALDI Biotyper (Bruker, Германия).
Интерпретацию результатов проводили согласно
рекомендациям Европейского комитета по те-
стированию антимикробной чувствительности
(The European Committee on Antimicrobial Suscep-
tibility Testing), EUCAST v.10.0 [32].

Культивирование бактерий, выделение нуклеи-
новых кислот, выделение периплазматических
фракций, определение в них ферментативной ак-
тивности БЛ. Бактерии культивировали в трех по-
вторах на жидкой питательной среде LB (Becton
Dickinson, США) при 37°С в течение 18–24 ч, ла-
бораторные штаммы – в присутствии 50 мг/л ка-
намицина, клинические штаммы – в присут-
ствии разных концентраций ампициллина (0, 8,
100, 250 мг/л).

Плазмидную ДНК выделяли из культуры бак-
териальных клеток по методике [33] с использо-
ванием набора Plasmid Midiprep 2.0 (Евроген,
Россия). Фракцию общей РНК выделяли из бак-
териальных клеток набором РНК-экстран (Син-
тол, Россия) по протоколу компании-производи-
теля. Качество полученной РНК контролировали
методом электрофореза в 1%-ном агарозном геле
по наличию двух полос 18S и 28S недеградирован-
ной рРНК. Примесь ДНК удаляли ДНКазой I
(Thermo Scientific, Литва): инкубировали образец
с ДНКазой (2 е. а./мкл) в течение 30 мин при
37°С, реакцию останавливали 4 мМ ЭДТА (ко-
нечная концентрация) и инкубировали 10 мин
при 65°С. Полноту удаления ДНК контролирова-
ли методом ПЦР с использованием праймеров к
фрагменту 16S бактериальной ДНК по отсут-
ствию продукта амплификации [34]. Концентра-
цию нуклеиновых кислот определяли спектрофо-
тометрически на спектрофотометре UV-1602
(Shimadzu, Япония).

Для получения периплазматических фракций
использовали методику [35]: 10 мл бактериальной
культуры осаждали центрифугированием при
3500 g в течение 10 мин на центрифуге (Eppendorf
5810/5810R, Германия) и замораживали осадок
биомассы при –20°С. Клетки разрушали осмоти-
ческим шоком в растворе сахарозы (20%-ная са-
хароза, 10 мМ Трис-HCl, 1 мМ ЭДТА, pH 8.0), за-
тем центрифугировали при 12000 g в течение
15 мин при температуре +4°С и отделяли супер-
натант. Ферментативную активность БЛ опреде-
ляли по скорости гидролиза ампициллина: в кю-
вете объемом 1 мл смешивали 50 мМ Na-фосфат-
ного буферного раствора с рН 7.0 с 35 мкл
периплазматической фракции и раствором ампи-
циллина в конечной концентрации 75 мкМ, затем
регистрировали кинетические кривые расхода
ампициллина при длине волны 235 нм (∆ε235 =
= 670 М–1 см–1). Ферментативную активность
определяли как отношение изменения оптиче-
ской плотности за единицу времени к молярному
коэффициенту поглощения согласно формуле:

(1),
ε

OD t
A

Δ
=

Δ
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где  – изменение оптической плотности за
промежуток времени t,  – молярный коэффи-
циент поглощения.

Получение мРНК БЛ ТЕМ-1 методом тран-
скрипции in vitro. Амплифицировали фрагмент
плазмиды, включающий полноразмерный ген БЛ
ТЕМ-1 и участки промотора и терминатора Т7 с
использованием прямого (5'-TCCGGA-
TATAGTTCCTCCTTTCA-3') и обратного (5'-AG-
ATCTCGATCCCGCGAA-3') праймеров, в каче-
стве матрицы использовали фракцию общей
ДНК, выделенной из клеток E. coli – продуцентов
БЛ ТЕМ-1. Синтез мРНК проводили с использо-
ванием набора T7-Transcription (Биолабмикс,
Россия) по методике [36] с увеличенными кон-
центрациями фермента и dNTP: 1 мкл ПЦР-про-
дукта смешивали в объеме 50 мкл с буфером для
транскрипции, смесь dNTP в конечной концен-
трации 1 мМ и Т7 РНК-полимеразой (3 е. а./мкл)
инкубировали в течение 2 ч при 37°С. Излишки
ДНК удаляли с помощью ДНказы (2 е. а./мкл,
37°С, 30 мин). Концентрацию РНК определяли
спектрофотометрически.

Получение первой цепи кДНК в реакции обрат-
ной транскрипции. Первую цепь кДНК получали с
использованием реакции обратной транскрип-
ции по методике [37], в которой меняли состав
праймеров: 2 мкл образца общей РНК и прайме-
ры в конечной концентрации 0.5 мкМ (набор
праймеров случайного состава длиной 10 основа-
ний (Random(dNTP)10), включающий олигонук-
леотид для взаимодействия с поли-dАTP фраг-
ментом на 3'-конце мРНК (Oligo(dTTP)15), или
специфический обратный праймер для БЛ ТЕМ
типа (5'-TTAATCAGTGAGGCACCTAT-3')) про-
гревали (70°С, 2 мин), затем охлаждали на льду и
добавляли 5× буфер (250 мМ Трис-HCl, 250 мМ
KCl, 20 мМ MgCl2, pH 8.3), смесь dNTP в конеч-
ной концентрации 1 мМ, 2 мМ дитиотриэтола и
1 мкл ревертазы MMLV вируса лейкемии летучих
мышей (Евроген, Россия). Смесь инкубировали
(42°С, 1 ч) и останавливали реакцию прогревани-
ем (70°С, 10 мин).

Гибридизационный анализ биотинилированной
ДНК-мишени на биочипах. 96-луночные планше-
ты (Greiner Bio-one Maxisorb, Германия) модифи-
цировали поли-D-лизином (200 мкг/мл в фос-
фатном буферном растворе (ФБ), 50 мкл/лунку) в
термомиксере Thermomixer Comfort (Eppendorf
AG, Гамбург, Германия) (37°C, 1 ч), отмывали ФБ
(2 раза по 10 мин). Затем в лунки добавляли глута-
ровый альдегид (1%-ный раствор в ФБ,
50 мкл/лунку), инкубировали (37°C, 1 ч), отмыва-
ли ФБ (2 раза по 10 мин). Олигонуклеотидные
зонды, модифицированные на 5'-конце амино-
группой и линкером из 13 dTTP, растворяли в бу-
ферном растворе (160 мМ Na2SO4, 130 мМ
Na2HPO4) до конечной концентрации

ODΔ
εΔ

20 пмоль/мкл и наносили в виде матрицы (6 × 6)
в лунки планшетов с использованием робота
XactII™ (LabNextInc., США). Последовательно-
сти олигонуклеотидных зондов для идентифика-
ции БЛ разных типов приведены в табл. 1. Каж-
дый специфичный зонд был нанесен в шести по-
вторах, контрольные зонды – в трех повторах.
Средний размер зоны биочипа с зондом состав-
лял 300 мкм, расстояние между зонами составля-
ло 500 мкм. После нанесения зондов планшет
прогревали (60°C, 20 мин), отмывали ФБ (2 раза
по 10 мин) и блокировали в растворе состава 1%
бычьего сывороточного альбумина (БСА) и 1%
казеина (37°C, 1 ч).

Образец первой цепи кДНК использовали в
качестве матрицы в реакции ПЦР с введением
биотина [38]. Размер амплифицируемых полно-
размерных генов БЛ составлял 851 п. о. Затем по-
лученные ампликоны фрагментировали ДНКа-
зой I (0.1 е. а./30 нг ДНК) в объеме 50 мкл при
комнатной температуре в течение 5 мин. Реакцию
останавливали добавлением 3 мМ ЭДТА и инку-
бировали 10 мин при 65°С. Размер полученных
фрагментов составлял от 50 до 150 п. н. Гибриди-
зацию проводили в термомиксере: 50 мкл ДНК,
меченной биотином, в буферном растворе SSPE
(0.2 М NaH2PO4, 3.0 М NaCl, 20 мМ ЭДТА, 0.1%
додецилсульфата натрия, рН 7.4) и 1 нМ биотини-
лированного контрольного олигонуклеотида ин-
кубировали в лунках планшета (45°C, 2 ч). Затем
планшет отмывали ФБ (45°C, 10 мин), инкубиро-
вали с конъюгатом стрептавидин-пероксидаза
хрена (Имтек, Россия) в ФБ, содержащем 1%
БСА (37°C, 30 мин), отмывали раствором ФБ
(комнатная температура, три раза по 10 мин) и до-
бавляли субстратный раствор (5 мМ 3,3',5,5' –
тетраметилбензидина, 1 мМ H2O2, 0.5% декстран-
сульфата натрия в 0.1 М ацетатном буферном рас-
творе, pH 5.5).

Количественная обработка результатов гибри-
дизационного анализа. Поверхность биочипов в
лунках планшета сканировали на оптическом
сканере Perfection V750 Pro (Epson, Германия) с
разрешением 4800 dpi, цветные изображения по-
лучали в формате TIFF файлов (16 bit). Далее
цветные изображения переводили в монохром-
ные черно-белые с использованием программно-
го обеспечения Adobe Photoshop CS3 и определя-
ли интенсивность окрашивания каждой зоны
биочипа и локального фонового окрашивания
вокруг нее с использованием ScanArray Express
(версия 3.0).

Интенсивность окрашивания (I) определяли
как среднее арифметическое значение интенсив-
ностей окрашивания зоны за вычетом среднего
локального фонового окрашивания по формуле:

(2)( )– ф
 ,

Ii I i
I

n
=
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где Ii – интенсивность окрашивания зоны биочи-
па, Iфi – локальное фоновое значение, n – число
повторов одной зоны на биочипе.

Относительную интенсивность окрашивания
зоны рассчитывали как отношение среднего зна-
чения интенсивности окрашивания данной зоны
к среднему значению окрашивания контрольной
зоны по формуле (3):

(3)

где Iотн – среднее значение относительной интен-
сивности окрашивания зоны, I – среднее значе-
ние интенсивности окрашивания зоны со специ-
фическим зондом для данного типа БЛ, Iконтр –
среднее значение интенсивности окрашивания
зоны положительного контроля гибридизации
(ПКГ).

Статистическую обработку данных проводили с
использованием t-критерия Стьюдента (p < 0.05).

Построение градуировочной кривой для опреде-
ления мРНК БЛ. Определение мРНК БЛ ТЕМ-1 в
стандартных образцах проводили с использова-
нием разработанной методики, включающей по-
следовательные стадии ОТ, ПЦР и гибридизации
на биочипе, как описано выше. Строили градуи-
ровочную зависимость относительной интенсив-
ности окрашивания специфических зон биочипа
от концентрации стандартных образцов мРНК.

Предел обнаружения мРНК БЛ рассчитывали
по формуле:

(4)

где  – значение относительной интенсивно-
сти окрашивания зоны биочипа со специфиче-

отн контр/ ,I I I=

0отн  3 ,с I= + σ

0отнI

ским зондом при гибридизации образца, не со-
держащего мРНК БЛ ТЕМ-типа; σ – стандартное
отклонение фонового сигнала.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Определение специфичных мРНК БЛ включа-
ет несколько этапов: пробоподготовку меченной
биотином ДНК-мишени, гибридизацию ее на
биочипе с иммобилизованными специфически-
ми олигонуклеотидными зондами и детекцию
метки-биотина в дуплексах ДНК, образовавших-
ся в отдельных зонах биочипа (рис. 1). Пробопод-
готовка заключается в выделении фракции общей
РНК из клеточной культуры, получении кДНК в
реакции ОТ и амплификации анализируемого ге-
на БЛ методом ПЦР с одновременным введением
метки-биотина. Стадия детектирования включа-
ет выявление биотина конъюгатом стрептави-
дин-пероксидаза хрена и последующее колоримет-
рическое определение пероксидазы. В результате
ферментативной реакции образуется нераствори-
мый окрашенный продукт синего цвета, адсорби-
рующийся в соответствующей зоне биочипа. Из-
менение интенсивности окраски зон биочипа
пропорционально изменению концентрации
мРНК исследуемого гена в РНК-транскрипте.

Оптимизация условий определения мРНК
включала оптимизацию определения ДНК БЛ на
биочипах и оптимизацию методики пробоподго-
товки.

Оптимизация гибридизационного анализа на ко-
лориметрических биочипах для определения генов
БЛ ТЕМ-типа. Для выявления генов БЛ ТЕМ-ти-

Таблица 1. Последовательности олигонуклеотидных зондов для гибридизационного анализа генов бета-лактамаз
на биочипах

Тип бета-лактамазы 
(молекулярный класс)

Зонд (участок нуклеотидной 
последовательности гена, н.) Олигонуклеотидная последовательность 5'–3'

TEM (класс A) ID1-TEM (362–381) CAGTGCTGCCATAACCATG
ID2-TEM (409–429) CTGACAACGATCGGAGGACCG
ID3-TEM (598–619) GCTTCCCGGCAACAATTAATAG
ID4-TEM (565–589) СGCAAACTATTAACTGGCGAACTAC

SHV (класс A) ID-SHV GTTGATCCGCTCCGTGCTG
CTX-M (класс A) ID-CTX-M TATATCGCGGTGATCTGGCC
OXA (класс D) ID-OXA-48 TGCTGTATCACAATAAGTTACACGTATC
NDM (класс B) ID-NDM TCCAAGTCGCTCGGCAATCTC

– Положительный контроль гибри-
дизации (ПКГ)

TGATTGGACGAGTCAGGAGC

– Отрицательный контроль гибриди-
зации (ОКГ)

TCTAGACAGCCACTCATA

– Контрольный зонд для гибридиза-
ции (ПКГ-Бт*)

Биотин-GCTCCTGACTCGTCCAATC
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па на биочипах протестировали четыре олигонук-
леотидных зонда, последовательность которых
соответствовала четырем консервативным участ-
кам нуклеотидных последовательностей (362–
381, 409–429, 565–589 и 598–619 п. н.) генов фер-
ментов данного семейства. Биочипы включали
специфичные зонды (ID1-TEM, ID2-TEM, ID3-
TEM, ID4-TEM) и два контрольных зонда (поло-
жительный ПКГ и отрицательный ОКГ). После-
довательности зондов приведены в табл. 1. В ка-
честве контрольных зондов использовали после-
довательности олигонуклеотидов, которые не
встречаются у бактерий.

При гибридизации образца ДНК БЛ ТЕМ-1,
меченной биотином, со специфичными олиго-
нуклеотидными зондами интенсивность окраши-

вания зависела от типа зонда, поскольку послед-
ние имели разную структуру и длину и характери-
зовались соответственно разной стабильностью
ДНК-дуплексов (рис. 2). Для всех зондов наблю-
дали прямо пропорциональную зависимость ин-
тенсивности окрашивания зон биочипа от коли-
чества ДНК-мишени. Для дальнейшей работы
выбрали зонд ID1-TEM, соответствующий в нук-
леотидной последовательности гена участку 362–
381 п. н., обеспечивающий наиболее высокие зна-
чения интенсивностей окрашивания зон биочипа
в диапазоне концентраций ДНК-мишени от 100
до 400 нг/биочип.

Для определения ДНК БЛ изготовили биочи-
пы, включающие шесть специфичных олигонук-
леотидных зондов, соответствующих наиболее
клинически значимым типам БЛ различных мо-
лекулярных классов (ТЕМ-, SHV-, CTX-M-типов
(класс А), NDM типа (класс B), OXA-48 типа
(класс D)). Структуру идентификационных зон-
дов выбрали ранее по консервативным участкам
нуклеотидных последовательностей генов соот-
ветствующих БЛ (табл. 1) [24]. Помимо специ-
фичных зондов, каждый биочип включал два
контрольных зонда. Схема расположения зондов
на биочипе представлена на рис. 3.

Биочипы применили для определения ДНК
БЛ ТЕМ-типа с использованием образцов ДНК,
выделенных из клеток E. coli – продуцентов раз-
ных вариантов БЛ (ТЕМ-2, -12, -18, -129, -160),
различающихся единичными аминокислотными
заменами. Ферменты ТЕМ-12, -18, -129 и -160 яв-
ляются БЛРС и содержат замены ключевых ами-
нокислот, приводящие к расширению спектра
субстратной специфичности и устойчивости к
ингибиторам БЛ бета-лактамной структуры. Ре-
зультаты гибридизационного анализа (рис. 4) по-
казали высокую специфичность определения БЛ

Рис. 1. Схема метода определения мРНК БЛ методом гибридизационного анализа на колориметрических биочипах
низкой плотности.
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данного типа: окрашивание зон биочипа со спе-
цифичным зондом ID1-TEM характеризовалось
высокой интенсивностью, при этом интенсив-
ность окрашивания зон с зондами другой специ-
фичности, в том числе с зондами для наиболее
близких структурно БЛ класса А (SHV-и CTX-M-
типов), была низкой. Необходимо отметить хоро-
шую сходимость значений интенсивности при
гибридизации образцов ДНК, соответствующих
разным вариантам БЛ ТЕМ-типа, разброс значе-
ний не превышал 11%, что позволяет использо-
вать гибридизационный анализ на колориметри-
ческих биочипах для определения нуклеиновых
кислот.

Получение кДНК и меченной биотином ДНК-
мишени для гибридизационного анализа. Для опти-
мизации методики пробоподготовки ДНК-ми-
шени изучали условия получения кДНК и ампли-
фикации генов БЛ методом ПЦР с одновремен-
ным введением метки-биотина. На первом этапе
определили оптимальное количество циклов
ПЦР, необходимое для получения достаточной
интенсивности окрашивания специфичных зон
биочипа. В качестве матрицы использовали обра-
зец ДНК, выделенный из клеток штамма E. coli –
продуцента рекомбинантной БЛ ТЕМ-1. Прово-
дили ПЦР в условиях, разработанных ранее для
мультиплексной амплификации БЛ разных клас-
сов в одной реакции, в течение разного количе-
ства циклов реакции. Далее ампликоны гибриди-
зовали на биочипе, определяли интенсивность
окрашивания специфичных зон биочипа и нор-
мировали ее на интенсивность окрашивания зо-
ны положительного контроля. Анализ зависимо-
сти относительных интенсивностей окрашива-
ния зон биочипа от числа циклов (рис. 5а)
показал, что выход реакции начинает увеличи-
ваться после 20 цикла и достигает максимальных
значений после 30 цикла. В дальнейшей работе
использовали 30 циклов для амплификации
ДНК-мишеней.

Получение кДНК проводили в реакции ОТ с
использованием в качестве матрицы фракции об-
щей РНК, выделенной из лабораторного штамма
E. coli. Для увеличения эффективности данной
стадии изучали состав праймеров, в качестве ко-
торых использовали набор праймеров случайного
состава длиной 10 оснований и праймера, вклю-
чающего последовательность из поли-dTTP для
взаимодействия с поли-dATP фрагментом на 3'-
конце мРНК, а также праймер, специфичный для
БЛ ТЕМ-типа, выбранный по консервативному
концевому участку нуклеотидной последователь-
ности гена. Полученные кДНК использовали в
качестве матрицы ПЦР, размер продуктов кото-
рой анализировали электрофоретически
(рис. 5б). Сравнение эффективности использова-

Рис. 3. Расположение специфичных и контрольных олигонуклеотидных зондов на биочипе в лунке 96-луночного
планшета.

Олигонуклеотидный зонд для идентификации бета-лактамаз ТЕМ типа

Олигонуклеотидный зонд для идентификации бета-лактамаз SHV типа

Олигонуклеотидный зонд для идентификации бета-лактамаз CTX-M типа

Олигонуклеотидный зонд для идентификации бета-лактамаз OXA-48

Олигонуклеотидный зонд для идентификации бета-лактамаз NDM

Положительный контроль гибридизации (ПКГ)

Отрицательный контроль гибридизации (ОКГ)

Рис. 4. Интенсивность окрашивания зон биочипа с
иммобилизованными зондами разной специфично-
сти после гибридизации 400 нг ДНК-мишени, полу-
ченной из образцов ДНК разных БЛ ТЕМ-типа
(ТЕМ-1, -2, -12, -18, -129, -160).
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ния в реакции ОТ набора случайных праймеров и
специфичного праймера показывает преимуще-
ства последнего, что объясняется направленным
синтезом кДНК нужной специфичности и отсут-
ствием синтеза нецелевых продуктов. Таким об-
разом, найдены условия последовательных ста-
дий ОТ и ПЦР, в которых выход ДНК-мишени
увеличен в несколько раз по сравнению со стан-
дартными методиками с использованием наборов
праймеров случайного состава.

Определение мРНК БЛ ТЕМ-1 в лабораторном
штамме E. coli. Для получения стандартного об-
разца мРНК использовали плазмиду pET24 BL21
с клонированным геном blaТЕМ-1, выделенную из
клеток штамма E. coli – продуцентов рекомби-
нантной БЛ ТЕМ-1. Методом ПЦР амплифици-
ровали продукт размером 1140 п. н., включающий
полноразмерный ген blaТЕМ-1, совместно с участ-
ками промотора и терминатора бактериофага Т7
(рис. 6а). Этот продукт ПЦР использовали в каче-
стве матрицы для синтеза специфичной мРНК
данной БЛ в реакции транскрипции in vitro. Раз-
мер и чистоту полученного образца мРНК оценива-
ли методом электрофореза в агарозном геле (рис. 6б).
Основным продуктом реакции являлась одноцепо-
чечная мРНК БЛ ТЕМ-1 размером 1095 н. Образец
содержал также примесь ДНК-матрицы размером
1140 п.н., которую удаляли обработкой ДНКазой,

полноту удаления контролировали методом элек-
трофореза. Очищенный от примесей ДНК образец
использовали для приготовления стандартных об-
разцов мРНК БЛ ТЕМ-1 с различными концентра-
циями (от 16500 до 0.0016 фмоль/мл).

Градуировочная зависимость для определения
мРНК БЛ ТЕМ-типа, построенная с использовани-
ем стандартных образцов, приведена на рис. 7а. Пре-
дел обнаружения мРНК БЛ ТЕМ-1 составил 0.40 ±
± 0.05 амоль/мл, диапазон определяемых концен-
траций – от 1.0 амоль/мл до 2000 фмоль/мл, относи-
тельное стандартное отклонение не превышало
12%. Таким образом, разработана методика опре-
деления специфичных мРНК БЛ, которая позво-
лила количественно определять мРНК с высоки-
ми чувствительностью и точностью.

Разработанную методику применили для
определения мРНК БЛ ТЕМ-1 в клетках лабора-
торного штамма E. сoli – продуцента данной БЛ. Из
образцов бактериальных клеток с разной концен-
трацией (от 6 × 106 КОЕ/мл до 5 × 107 КОЕ/мл) вы-
делили фракции общей РНК, в которых опреде-
лили специфичную мРНК (рис. 7б). Для контро-
ля экспрессии БЛ из образцов клеток E. coli с
такой же концентрацией клеток были получены
периплазматические фракции и в них определена
ферментативная активность БЛ ТЕМ-1 в реакции
гидролиза ампициллина (рис. 7в). Сравнение по-

Рис. 5. (а): Относительная интенсивность окрашивания специфичных зон биочипа после гибридизации ПЦР-продук-
тов, полученных с использованием разного числа циклов амплификации. (б): Электрофореграмма продуктов после-
довательных реакций ОТ и ПЦР гена БЛ ТЕМ-1, в качестве матрицы использован образец общей РНК, выделенный
из клеток E. coli-продуцентов (1 × 107 КОЕ/мл). М – смесь ДНК-маркеров известной длины. Реакцию ОТ проводили
с использованием смеси праймеров случайного состава длиной 10 оснований и праймера из 15 dTTP (1) и специфиче-
ского праймера для БЛ ТЕМ-типа (2).
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лученных результатов показало, что концентра-
ция специфичной мРНК линейно зависит от
концентрации клеток, что хорошо коррелирует с
уровнем ферментативной активности в пери-
плазматической фракции этих же клеток.

Определение мРНК БЛ ТЕМ-1 в клинических
образцах грамотрицательных бактерий с разной
чувствительностью к бета-лактамным антибиоти-
кам. Разработанную методику применили для
определения мРНК БЛ ТЕМ-1 в клинических
штаммах E. coli и K. pneumoniae с разным уровнем
чувствительности к бета-лактамным антибиоти-
кам (табл. 2). Два штамма (E. coli B-1350/18 и
K. pneumoniae B-1088/17) были устойчивыми к ам-
пициллину и чувствительными к остальным бета-
лактамам, штамм E. coli B-2607/18 был чувстви-
тельным ко всем бета-лактамным антибиотикам
и использовался как контрольный. Наличие ге-
нов БЛ в препаратах плазмидной ДНК, выделен-
ных из клеток клинических штаммов, определяли
методом гибридизационного анализа на биочи-

пах: у бактерий штаммов E. coli B-1350/18 и
K. pneumoniae B-1088/17 обнаружили ген blaТЕМ-1,
в то время как в контрольном штамме E. coli B-
2607/18 гены БЛ отсутствовали (табл. 2).

Выбранные клинические штаммы культиви-
ровали в присутствии разных концентраций ам-
пициллина и в отсутствие антибиотика. Концен-
трации ампициллина выбрали согласно рекомен-
дациям EUCAST: 8 мг/л – концентрация,
соответствующая пороговой величине чувстви-
тельности к ампициллину у резистентных
штаммов; 100 мг/л – стандартная концентрация,
используемая при лечении ампициллином,
250 мг/л – повышенная концентрация антибио-
тика. Показано, что результаты культивирования
бактерий зависят от типа штамма и концентра-
ции антибиотика в среде культивирования
(табл. 3). В отсутствие антибиотика бактерии всех
исследованных штаммов выросли до одинаковой
концентрации. При увеличении концентрации
антибиотика клетки K. pneumoniae B-1088/17 рос-

Рис. 6. (а): Строение фрагмента плазмиды pET 24 BL21, использованного для получения мРНК БЛ ТЕМ-1. (б): Элек-
трофореграммы продуктов отдельных стадий синтеза мРНК БЛ ТЕМ-1: М – смесь ДНК-маркеров известной длины;
1 – двухцепочечный ПЦР-продукт размером 1140 п. о. – фрагмент плазмиды pET 24 BL 21, включающий ген БЛ ТЕМ-
1 c участками промотора и терминатора бактериофага Т7; 2 – одноцепочечная РНК БЛ ТЕМ-1 размером 1095 о., по-
лученная в реакции транскрипции in vitro с примесью ДНК-матрицы размером 1140 п. о.; 3 – положительный контроль
ПЦР – амплификация полноразмерного гена БЛ ТЕМ-1; 4 – отрицательный контроль ПЦР.
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Таблица 2. Характеристика клинических штаммов грамотрицательных бактерий, использованных в работе

Обозначения: AMP – ампициллин, CAZ – цефтазидим, MER – меропенем, AZT – азтреонам.

Вид 
бактерий Штамм Источник 

выделения

МПК антибиотиков, мг/л Плазмидно-
локализован-
ные гены БЛAMP CAZ MER AZT

E. coli B-1350/18 Моча 256 0.5 0.25 0.5 blaTEM-1

K. pneumoniae B-1088/17 Аспират ≥256 1 0.25 0.25 blaTEM-1

E. coli B-2607/18 
(контроль)

Аспират 4 0.25 0.25 0.25 –
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ли только при низких концентрациях антибиоти-
ка (8 мг/л), при увеличении концентрации анти-
биотика от 100 мг/л клетки не росли, хотя по дан-
ным фенотипических тестов минимальная
подавляющая концентрация (МПК) ампицилли-
на для данного штамма превышала значение 256
мг/л. Клетки штамма E. coli B-1350/18 росли в
присутствии всех использованных концентраций
ампициллина, включая концентрацию, близкую
к значению МПК.

Из бактериальных культур, выросших в при-
сутствии антибиотика, выделяли общую РНК и
анализировали описанным выше методом гибри-
дизационного анализа на биочипах. Интенсив-
ность окрашивания специфичных зон биочипа
нормировали на интенсивность окрашивания зо-
ны положительного контроля. Результаты опре-
деления концентрации мРНК БЛ ТЕМ-1 в РНК-
транскриптах клинических штаммов приведены

на рис. 8. Культивирование штамма E. coli B-
1350/18 в присутствии повышенных концентра-
ций ампициллина (более 100 мг/л) индуцировало
увеличение экспрессии гена blaТЕМ-1 примерно в
10 раз. Культивирование в присутствии понижен-
ных концентраций ампициллина (8 мг/л) снижа-
ло экспрессию гена blaТЕМ-1 у обоих резистентных
к ампициллину штаммов. Экспрессии гена
blaТЕМ-1 у чувствительного к ампициллину штам-
ма E. coli B-2607/18 не наблюдали.

* * *
Разработанная нами методика определения

специфичных мРНК на колориметрических био-
чипах характеризуется высокой чувствительно-
стью и существенно более высокой точностью по
сравнению с методом ПЦР-РВ благодаря приме-
нению классического подхода биоаналитической

Рис.7. (а): Градуировочная зависимость интенсивности окрашивания зон биочипа от концентрации мРНК БЛ ТЕМ-
1; (б): определение концентрации мРНК ТЕМ-1 в образцах клеток лабораторного штамма E. coli; (в): определение
ферментативной активности БЛ ТЕМ-1 в реакции гидролиза ампициллина в периплазматических фракциях клеток
лабораторного штамма E. coli.
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химии – определения мРНК по градуировочной
кривой, построенной с использованием стан-
дартных образцов мРНК той же специфичности,
в отличие от используемых ранее методов норми-
рования на результат определения мРНК рефе-
ренсного или контрольного гена [18, 39]. Стоит
подчеркнуть, что выбор гена, экспрессия которо-
го не зависит от условий эксперимента, представ-
ляет сложную задачу, использование нескольких
контрольных генов существенно усложняет ана-
лиз и обработку результатов [40, 41].

К преимуществам использованного нами под-
хода, основанного на анализе стандартных образ-
цов, относится размер молекул мРНК, соответ-
ствующий полноразмерному гену БЛ. Ранее по-
казано, что использование в качестве стандартов
ДНК конструкций, представляющих собой не-
большой фрагмент определяемого гена, не позво-
ляет правильно определять количество мРНК в
транскриптомном анализе бактерий из-за разли-
чий в эффективности синтеза меченых мРНК
разного размера [42]. Другим преимуществом ис-
пользования стандартных образцов мРНК, про-
ходящих все стадии анализа вместе с исследуемы-
ми образцами, является отсутствие необходимо-
сти определения эффективности отдельных
стадий пробоподготовки (ОТ и ПЦР), что требу-
ется при количественном определении экспрес-
сии генов методом ПЦР-РВ [18, 43]. Точное опре-
деление эффективности этих стадий часто невоз-
можно, так как она зависит от концентрации
мРНК, структуры праймеров и выбранных генов.

Мы показали применимость разработанного
подхода для определения экспрессии генов БЛ в
РНК-транскриптах клинических штаммов се-
мейства Enterobacteriaceae, выращенных в при-
сутствии различных концентраций ампицилли-
на, которые соответствуют концентрациям, ис-
пользуемым в клинической практике. Следует
отметить высокую точность результатов опреде-
ления мРНК в широком диапазоне концентра-
ций, достигнутую благодаря использованию
стандартных образцов для построения градуиро-

вочной зависимости. Таким образом, использо-
вание новой методики позволяет перейти от по-
луколичественного анализа транскриптов генов,
принятому в ПЦР-РВ, к количественному, что
необходимо при изучении молекулярных меха-
низмов индукции генов антибиотикорезистент-
ности у бактерий с множественной устойчиво-
стью к антибиотикам.

Размещение биочипов в лунках 96-луночного
планшета позволяет существенно увеличить про-
изводительность методики. В данной работе
определяли мРНК БЛ одного типа, однако ис-
пользуемый принцип мультианализа с размеще-
нием олигонуклеотидных зондов разной специ-
фичности позволит определять на одном биочипе
до десяти типов транскриптов генов. В настоящее
время продолжительность анализа составляет
около 7 ч, в дальнейшем она может быть сокра-
щена при совмещении стадий ОТ и ПЦР и авто-
матизации процессов отмывки.

Таким образом, разработанная методика опре-
деления специфичных мРНК БЛ в РНК-тран-
скриптах бактериальных клеток может быть ис-
пользована для контроля экспрессируемых БЛ

Таблица 3. Результаты определения концентрации клеток грамотрицательных бактерий, выращенных в присут-
ствии различных концентраций ампициллина

Вид бактерий Штамм

Концентрация 
клеток, 

выращенных 
в среде без 

антибиотика, 
КОЕ/мл

Концентрация клеток, выращенных в присутствии 
ампициллина, КОЕ/мл

8 мг/л 100 мг/л 250 мг/л

E. coli B-1350/18 1 × 109 8 × 108 6 × 108 5 × 108

K. pneumoniae B-1088/17 1 × 109 1 × 109 Нет роста Нет роста

E. coli B-2607/18 (контроль) 1 × 109 Нет роста Нет роста Нет роста

Рис. 8. Определение мРНК БЛ ТЕМ-1 в РНК-тран-
скриптах клинических штаммов семейства Entero-
bacteriaceae, культивированных в присутствии ампи-
циллина.
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мультирезистентными к антибиотикам штамма-
ми в клинических лабораториях, а также для изу-
чения механизмов формирования устойчивости
бактерий к антибиотикам. Дальнейшая оптими-
зация методики будет состоять в объединении
стадий ОТ и ПЦР и увеличении количества опре-
деляемых специфичных мРНК БЛ.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Госзадания МГУ им. М.В. Ломоносова по теме
АААА-А21-121011290089-4 и РФФИ (Грант 19-34-
50071).
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Предложен метод одновременного экспресс-определения четырех белков – кардиомаркеров (С-ре-
активный белок, цистатин C, миоглобин и Д-димер) в плазме крови пациентов с кардиопатология-
ми. Изменение концентрации каждого из белков в отдельности может указывать на определенные
патологические процессы в организме человека, а одновременное повышение концентрации всех
четырех маркеров свидетельствует о возможном развитии острой кардиопатологии. Экспресс-ана-
лиз основан на методе иммуномагнитной аффинной сепарации целевых белков из образцов крови
с использованием флуоресцентной метки для каждого исследуемого белка. Предложенный метод
автоматизирован и оптимизирован для определения физиологических и патологических концен-
траций целевых маркеров крови. Разработана автоматическая биоаналитическая платформа на ос-
нове предлагаемого метода, которая позволяет проводить экспресс-определение кардиомаркеров в
17 мкл плазмы крови за 14 мин.

Ключевые слова: кардиомаркер, флуоресцентный иммуноанализ, магнитные частицы, экспресс-
анализ.
DOI: 10.31857/S0044450222050103

Широкий спектр заболеваний может демон-
стрировать сходные симптомы и для постановки
точного диагноза требуется проведение диффе-
ренциальной диагностики патологического со-
стояния. Так, например, можно перечислить це-
лый ряд причин боли в груди. Они могут возни-
кать в связи с заболеваниями сердца, легких,
желудочно-кишечного тракта, и в этом случае
важно как можно более точно определить проис-
хождение боли. Одним из самых информативных
видов анализа для диагностики является анализ
крови на специфические маркеры (сердечно-со-
судистые, воспалительные, почечные, онкологи-
ческие и др.). Экспресс-тесты крови, доступные
для индивидуального применения, или экспресс-
анализ в больнице могут сделать предваритель-
ную диагностику более дифференцированной и
эффективной. В клинической практике требуется

быстрый и точный анализ крови на инфекцион-
ные маркеры, заболевания почек и сердца. Ран-
няя диагностика таких биомаркеров может зна-
чительно снизить риск возникновения возмож-
ных осложнений и упростить лечение и
реабилитацию пациента. Четыре белка плазмы
человека – C-реактивный белок (СРБ), цистатин C
(Цис-С), миоглобин (МГ) и Д-димер (Д-Дм) – от-
ражают воспалительный или тромбоэмболиче-
ский статус пациента и играют роль кардиомар-
керов [1, 2]. Миоглобин – цитоплазматический
белок скелетных мышц и миокарда с молекуляр-
ной массой 17.9 кДа. Физиологическая концен-
трация МГ в крови составляет от 6 до 85 нг/мл [3].
Избыток МГ позволяет оценить разрушение мы-
шечной ткани, динамику процесса и эффектив-
ность лечения. Устойчивый избыток МГ в крови
указывает на его продолжающееся высвобожде-
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ние из мышечной ткани, так как его полувыведе-
ние из крови (через почки) составляет около
9 мин [4]. Цистатин C – это низкомолекулярный
(13.4 кДа) белок, ингибитор цистеиновых проте-
аз, который продуцируется всеми ядросодержа-
щими клетками организма. Повышение уровня
Цис-С в крови может указывать на умеренную
почечную недостаточность и сердечно-сосуди-
стую дисфункцию у пожилых пациентов [5]. Фи-
зиологический уровень Цис-С в плазме крови на-
ходится в диапазоне от 600 до 1200 нг/мл. С-реак-
тивный белок – это белок с молекулярной массой
25 кДа, который участвует в воспалительных и
иммунологических процессах. Физиологическая
концентрация СРБ в плазме крови составляет
около 1000 нг/мл, но может резко возрасти при
острой фазе воспаления до 500 мкг/мл [6, 7]. Кли-
нические исследования показали, что высокие
значения СРБ (4.0–6.0 мкг/мл) связаны с риском
сердечно-сосудистых дисфункций [8]. Д-димер
представляет собой продукт разложения фибрина
с молекулярной массой 180 кДа, уровень которо-
го в крови увеличивается после фибринолиза. В
клинической практике Д-Дм используется для
контроля коагуляции и фибринолиза [9]. Физио-
логический диапазон Д-Дм составляет от 0 до
250 нг/мл [10]. Повышение концентрации Д-Дм
указывает на активацию коагуляции (диссемини-
рованное внутрисосудистое свертывание, тром-
боз глубоких вен, легочная тромбоэмболия, мас-
сивное повреждение тканей или хирургическое
вмешательство, сердечная недостаточность, опу-
холевые заболевания). И коагуляция, и фибрино-
лиз приводят к увеличению уровня Д-Дм, в отли-
чие от других подобных маркеров. Повышенное
содержание каждого белка может указывать на
серьезные проблемы со здоровьем, а их одновре-
менное обнаружение позволит прояснить всю
картину заболевания. Быстрое и точное одновре-
менное определение этих четырех биомаркеров
может упростить дифференциальную диагности-
ку и выбрать корректную стратегию лечения.

Экспресс-определению сердечных биомарке-
ров в микрообъеме пробы посвящено немало ра-
бот. Так, описан [11] иммуносенсор для обнару-
жения Д-Дм в модельной системе с малым време-
нем отклика (20 с), однако оно не включает
затраты времени на промывку и регенерацию дат-
чика. В работе [12] описан электрохимический
биосенсор для определения МГ в 1 мкл неразбав-
ленной плазмы в течение 30 мин. Этот иммуно-
сенсор работает в широком диапазоне концен-
траций МГ – от значений, характерных для здо-
ровых доноров, до типичных для пациентов с
острым инфарктом миокарда. Тем не менее осо-
бый интерес представляют работы, в которых об-
суждается одновременное определение несколь-
ких биомаркеров.

Мультиплексное определение может быть реа-
лизовано с помощью маркировки аналитов раз-
ными маркерами [13]. Используя два разных мар-
кера можно определять два разных аналита. На-
пример, иммуноанализ с использованием
антител, меченных хелатными комплексами ев-
ропия(III) и самария(III), использовали для
определения МГ и сердечного тропонина T с по-
следующим флуоресцентным детектированием
методом флуориметрии с временным разрешени-
ем. Одновременное определение СРБ и Д-Дм в
плазме крови человека проводят методом спек-
троскопии отражения с предварительной градуи-
ровкой с использованием биотинилированных
антител [14]. Каждый шаг занимает 20 мин, таким
образом, весь анализ смеси двух аналитов длится
примерно 45 мин. Описано также определение
нескольких кардиомаркеров менее чем за
30 мин, но только в модельной системе [15].
Креатинкиназу MB, СРБ, Д-Дм и ассоцииро-
ванный с беременностью протеин-А плазмы
определяли одновременно в буферном растворе
с помощью интегрированной акустической
платформы. Иммунохроматографический ана-
лиз (ИХА) также показал убедительные результа-
ты [16]. Авторы описали ИХА-тест для быстрой
количественной оценки трех биомаркеров (тро-
понин I, белок, связывающий жирные кислоты, и
СРБ) в сыворотке всего за 10 мин. В интегриро-
ванном чипе [17] происходит связывание белков-
маркеров на поверхности сенсора и регистриру-
ется электрический сигнал, что позволяет одно-
временно определять три сердечных биомаркера:
тропонин T, креатинкиназу MM и креатинкиназу
MB. Встроенный чип позволяет достичь предела
обнаружения 1 пг/мл для трех сердечных биомар-
керов из 2 мкл крови за 45 мин.

Несмотря на быстрое развитие точных мето-
дов определения, разделение и концентрирова-
ние целевых аналитов остается актуальной зада-
чей. Магнитные частицы (МЧ) используются в
качестве твердофазных носителей для аффинной
сепарации и концентрирования аналита. В насто-
ящее время МЧ, функционализированные анти-
телами, широко используются в аналитической
химии как для разделения сложных смесей, так и
для специфического определения различных со-
единений [18–21]. Применение МЧ позволяет
преодолеть проблему диффузионных ограниче-
ний, типичную для гетерогенной иммунореак-
ции. Комбинация МЧ с различными методами
определения приводит к сокращению продолжи-
тельности анализа и снижению пределов обнару-
жения за счет уменьшения объема образца и кон-
центрирования определяемого вещества в зоне
измерения соответственно [22–24].

В настоящей работе представлена автоматиче-
ская бионалитическая платформа (АБП) для про-
ведения одновременного флуоресцентного опре-
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деления методом иммуноанализа на магнитных
частицах четырех кардиомаркеров в плазме крови
пациентов с кардиопатологиями.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Ковалентная иммобилизация антител на магнит-

ных частицах с помощью поверхностной функцио-
нальной аминогруппы (–NH2). Поверхность МЧ
функционализировали моноклональными анти-
телами путем ковалентного связывания через
глутаровый альдегид согласно протоколу произ-
водителя (Силекс, Россия). 1.75 мл смеси 0.025 М
натрий-фосфатного буферного раствора, 22%
глутаральдегида и 6 мг/мл МЧ в конечном объеме
инкубировали в течение 3 ч при комнатной тем-
пературе при постоянном перемешивании. Затем
МЧ промывали 0.025 М натрий-фосфатным бу-
ферным раствором (pH 7.4). После этого 1 мл рас-
твора антител Ат1 (анти-МГ клон 4E2cc, анти-
СРБ клон C2cc, анти-Д-Дм клон DD189cc, анти-
Цис-С клон Cyst24cc), содержащего аскорбино-
вую кислоту (5 мМ), добавляли в суспензию МЧ
до конечной концентрации 0.5 мг/мл и инкуби-
ровали полученную смесь при постоянном пере-
мешивании в течение 2 ч при комнатной темпера-
туре. Для пассивации свободной поверхностей
магнитных частиц к суспензии добавляли 0.5%
бычьего сывороточного альбумина (БСА) и инку-
бировали в течение 3 ч при постоянном переме-
шивании. Несвязанные антитела и другие избы-
точные реагенты удаляли из суспензии много-
кратной промывкой 0.05 мМ фосфатным
буферным раствором (ФСБ) с pH 7.4. Затем МЧ
ресуспендировали в 1 мл ФСБ с 0.1% БСА для по-
лучения стоковой суспензии 10 мг/мл. Для
предотвращения бактериального загрязнения к
готовой суспензии добавляли 20 мкл 1%-ного
раствора азида натрия. Модификацию МЧ моно-
клональными антителами контролировали не-
конкурентным гетерогенным иммунофермент-
ным анализом (ИФА) на магнитных частицах в
качестве твердой фазы.

Синтез флуоресцентных конъюгатов. Антитела
конъюгировали флуоресцентной меткой следую-
щим образом: 200 мкл 0.1 мМ раствора антител
Ат2 (анти-МГ клоны 7C3cc, анти-СРБ C6cc, ан-
ти-Д-Дм DD255cc и анти-Цис-С Cyst19cc) в
50 мМ ФСБ с pH 7.4 смешивали с 0.5 мМ раство-
ром сложного эфира N-гидроксисукцинимида
бордипиррометенового флуорофора BDP 558/568
(Фл) в диметилсульфоксиде и инкубировали в те-
чение 2 ч в темноте при комнатной температуре
при непрерывном перемешивании. Избыточные
непрореагировавшие реагенты с низкой молеку-
лярной массой удаляли диализом против ФСБ.
Концентрацию антител в конъюгатах определяли
спектрофотометрически с антивидовыми моно-
клональными антителами мыши, конъюгирован-

ными пероксидазой хрена, на микропланшетах,
покрытых антигеном, при λ = 450 нм. Молярное
отношение флуоресцентной метки к антителу в
конъюгатах составляло 1.2–1.5.

Автоматизированная биоаналитическая плат-
форма для одновременного определения биомарке-
ров. Автоматизированная биоаналитическая
платформа для определения биомаркеров на МЧ
методом иммуноанализа была изготовлена в ла-
боратории совместно с Троицким инженерным
центром и позволяет одновременно определять
антигены (Аг) МГ, Цис-С, СРБ и Д-Дм в плазме
крови. Такая платформа состоит из чипа с реаген-
тами, столика-манипулятора, микронасосов Cav-
ro® XCalibur Pump (XC) (Tecan Trading AG,
Швейцария) и системы детекции флуоресценции
с длиной волны возбуждения 532 нм (зеленый
твердотельный диодный лазер). Все действия ма-
нипулятора, насосов и детектора флуоресценции
контролировались программой автоматического
управления, разработанной авторами. Общая
продолжительность процедуры, включая введе-
ние образца, смешивание, инкубацию, промывку
и детектирование сигнала, составила 14 мин.

Автоматизированная биоаналитическая плат-
форма (рис. 1) работает следующим образом. Чип
с реагентами (1) устанавливается на платформу
столика-манипулятора (2) и запускается компью-
терная программа автоматического управления
биоаналитической платформой. Для каждого
аналита имеется отдельная лунка с МЧ, меченны-
ми специфическими антителами. Четыре отдель-
ные лунки чипа подключены к промывочной на-
сосной системе (3) для инкубации и промывки
аналитов. Наконечник (4) разносит плазму крови
в лунки для образцов. Объемы плазмы, необходи-
мые для анализа, зависят от средней концентра-
ции и молекулярной массы белка в плазме крови.
Объемы образцов и флуоресцентного конъюгата
представлены в табл. 1. Для проведения автома-
тического анализа аналиты разделены на две
группы с высокой (СРБ и Цис-С) и низкой (МГ и
Д-Дм) концентрацией в крови. Образец плазмы
для определения МГ и Д-Дм разбавляют в два ра-
за флуоресцентными конъюгатами, а в случае
СРБ и Цис-С – в десять раз. Такая схема разбав-
ления позволяет учесть разницу концентраций
аналитов в два порядка. После добавления образ-
ца плазмы крови к MЧ и флуоресцентному конъ-
югату на поверхности МЧ формируется комплекс
Ат1–Аг–Ат2-Фл. Не связавшиеся в комплекс ре-
агенты удаляются с помощью промывки лунок
раствором ФСБ, при этом МЧ удерживаются в
лунке внешним магнитным полем от постоянно-
го магнита (NdFeB).

Образцы плазмы крови были предоставлены
городской клинической больницей № 51 и про-
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анализированы в больнице на автоматическом
анализаторе Siemens.

Флуоресцентные измерения с поверхности
МЧ выполняли с использованием флуоресцент-
ного анализатора (5) – спектрометра innoRam
(BWTech) с лазером 532 нм (максимальная мощ-

ность 40 мВт), оснащенного видеомикроскопом
BAC102. Объектив PL L 10/0.40 фокусирует лазер-
ный луч в пятно шириной 210 мкм. Интенсивность
излучения лазера оптимизировали для каждого ана-
лита (см. табл. 1). Все эксперименты проводили в
трехкратной повторности. Рассчитывали среднее
значение и доверительный интервал.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Биомаркеры определяли одностадийным ме-
тодом иммуноанализа на МЧ с флуоресцентным
детектированием. Спектр флуоресценции краси-
теля BDP 558/568 представлен на рис. 2. В каче-
стве аналитического сигнала в разработанной ме-
тодике использовали максимальную интенсив-
ность спектров флуоресценции. Принцип
анализа и схема его проведения подробно описа-
ны в работе [25].

Пределы обнаружения аналитов предлагаемым
методом составляют: для МГ 5.7 нг/мл (0.32 нмоль/л),
для Цис-С – 143 нг/мл (10.7 нмоль/л), для СРБ –

Рис. 1. Схема работы автоматизированной биоанали-
тической платформы для одновременного количе-
ственного анализа. 1 – чип с реагентами, 2 – плат-
форма манипулятора, 3 – система промывочных на-
сосов, 4 – наконечник, 5 – детектор флуоресценции.
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Таблица 1. Условия одновременного автоматического определения четырех аналитов

Условие МГ Цис-С СРБ Д-Дм

Объем образца плазмы, мкл 5 1 1 10
Объем флуоресцентного конъюгата, мкл 5 8 8 10
Концентрация флуоресцентного конъюгата, мкг/мл 10 8 8 10
Время инкубации, мин 5 5 3 10
Интенсивность лазерного излучения для физиологи-
ческих концентраций, мВт

20 4 4 30

Интенсивность лазерного излучения для патологиче-
ских концентраций, мВт

4 1.2 1.2 12

Рис. 2. Спектр флуоресценции красителя бордипир-
рометенового флуорофора BDP 558/568.
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67 нг/мл (2.7 нмоль/л), для Д-Дм – 61 нг/мл
(0.34 нмоль/л) [25].

Автоматизация может упростить мультиплекс-
ное обнаружение за счет сокращения затрат вре-
мени на рутинные процедуры, такие как промыв-
ка и перенос реагентов, а также за счет выполне-
ния нескольких процессов одновременно.

Ранее одновременное определение четырех
кардиомаркеров в плазме крови с помощью авто-
матизированной биоаналитической платформы
проводили в плазме крови доноров с физиологи-
ческими концентрациями кардиомаркеров. В на-
стоящей работе аналитические возможности
платформы расширены и выполнено определе-
ние патологических концентраций аналитов.
Расширение диапазона определяемых содержа-
ний границ стало возможным за счет дополни-
тельной регистрации флуоресцентного сигнала в
условиях, отличных от условий регистрации сиг-
нала от образцов с физиологическими параметра-
ми (табл. 1). Такой подход позволяет получать ко-
личественные данные о концентрации белков за
пределами их физиологических значений без
проведения дополнительных операций по разве-
дению образца, в отличие от анализа методом ИФА.
Исследовали образцы крови пациентов с кардиопа-
тологией. Результаты автоматизированного опреде-
ления концентраций кардиомаркеров в образцах
крови 17 пациентов с кардиопатологией представле-

ны в табл. 2 в сравнении с показателями концентра-
ций маркеров, предоставленных ГКБ № 51.

Из табл. 2 видно, что с учетом стандартной по-
грешности определения результаты, полученные
с использованием разработанной биоаналитиче-
ской платформы, соответствуют данным ГКБ
№ 51. Диапазон определяемых концентраций в
плазме крови с помощью АБП для СРБ составля-
ет 200–25000 нг/мл, для Цис-С 770–2600 нг/мл,
для МГ 14–135 нг/мл, для Д-Дм 8–10000 нг/мл.

Разработанный способ флуоресцентного им-
муноанализа с использованием магнитных мик-
рочастиц позволяет проводить автоматизирован-
ное одновременное определение четырех кардио-
маркеров в диапазоне как физиологических
концентраций, так и за их пределами с использо-
ванием 17 мкл плазмы крови в течение 14 мин. Ре-
зультаты автоматизированного экспресс-опреде-
ления кардиомаркеров от 17 пациентов, выпол-
ненного на разработанной автоматической
установке, коррелируют со значениями, получен-
ными на автоматическом анализаторе Siemens в
больнице № 51. Предлагаемый прототип может
быть преобразован в стационарный прибор для
экспресс-анализа крови и дифференциальной
диагностики.

Работа выполнена за счет средств госзаданий
АААА-А19-119071890024-8 и AAAA-A19-
119110790066-5 и гранта РФФИ 20-21-00080.

Таблица 2. Результаты (нг/мл) одновременного определения кардиомаркеров в плазме крови пациентов с кар-
диопатологией с использованием разработанной автоматической биоаналитической платформы и данные, по-
лученные в больнице № 51

№
пробы

СРБ Цис-С МГ Д-Дм

АБП больница АБП больница АБП больница АБП больница

1 25000 ± 500 62060 1500 ± 100 1170 135 ± 10 141 500 ± 50 –
2 800 ± 100 730 1800 ± 100 1770 51 ± 7 58 500 ± 50 233
3 19300 ± 500 16010 2600 ± 100 2170 51 ± 7 53 3220 ± 100 3728
4 1450 ± 100 1380 1150 ± 50 – 47 ± 7 – 550 ± 50 586
5 13700 ± 500 14970 1600 ± 100 – 52 ± 7 – 10000 ± 500 23312
6 15000 ± 500 41500 1150 ± 50 1150 67 ± 7 64 2900 ± 100 2915
7 1780 ± 100 1790 790 ± 50 760 41 ± 7 42 200 ± 30 377
8 1600 ± 100 2030 950 ± 50 990 44 ± 7 41 1400 ± 100 1509
9 18000 ± 500 11170 1070 ± 50 960 44 ± 7 49 700 ± 50 621

10 25000 ± 500 45170 1600 ± 100 1350 74 ± 10 74 680 ± 50 582
11 16500 ± 500 16640 2300 ± 100 2111 88 ± 10 70 10000 ± 500 –
12 2000 ± 100 470 1320 ± 50 1320 42 ± 7 42 600 ± 50 –
13 12000 ± 500 8700 1700 ± 100 1650 44 ± 7 46 200 ± 30 206
14 3700 ± 300 3550 1100 ± 50 830 55 ± 7 30 600 ± 50 –
15 1700 ± 100 4700 1700 ± 100 – 40 ± 7 – 420 ± 50 566
16 6000 ± 300 4930 1030 ± 50 1020 60 ± 7 61 950 ± 50 956
17 25000 ± 500 64030 900 ± 50 700 54 ± 7 56 1300 ± 100 981
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Представлен обзор основных методов, процедур и информационных продуктов, применяемых в не-
целевом анализе (НЦА) при установлении неизвестного состава веществ. Предпочтительны методы
пробоотбора и пробоподготовки, обеспечивающие извлечение определяемых соединений из ана-
лизируемых образцов в широком диапазоне свойств аналитов с наименьшими их потерями. Необ-
ходимые методы анализа представляют собой различные варианты хроматографии–тандемной
масс-спектрометрии высокого разрешения (ХМС), которые обеспечивают получение индивидуаль-
ных характеристик аналитов (масс-спектров, характеристик удерживания) с целью их правильной
идентификации. Приоритизация аналитической стратегии позволяет отбросить ненужные опреде-
ления и тем самым повысить эффективность НЦА. Химические базы данных, массивы справочных
масс-спектров и характеристик удерживания, алгоритмы и программы обработки данных ХМС не-
заменимы в НЦА.

Ключевые слова: нецелевой анализ, масс-спектрометрия, хроматография, экстракция, информати-
ка, базы данных.
DOI: 10.31857/S0044450222050085

Нецелевой химический анализ (НЦА) пред-
ставляет собой установление неизвестных анали-
тику компонентов анализируемых образцов (“из-
вестных неизвестных”, а также “неизвестных не-
известных”, табл. 1). В общем случае наиболее
вероятно обнаружение тех или иных аналитов,
относящихся к массиву нескольких миллионов
распространенных индивидуальных соединений
[1, 2]. Нецелевой химический анализ занимает
все более значительное место в современных на-
учных исследованиях химиков и биохимиков и
практической деятельности технологов и инже-
неров. Это определяется тремя факторами. Пер-
вый из них отражает возрастающие потребности в
таких аналитических определениях, которые свя-
заны с появлением новых (emerging) загрязните-
лей окружающей среды, более полным контро-
лем качества продуктов питания, последователь-
ным усилением внимания к здоровью человека
и т.д. Два других фактора позволяют реализовать
возможности таких анализов. Здесь следует ука-
зать на современный высокий уровень развития
аналитической методологии как следствие разра-
ботки новых типов и моделей хроматографов и
масс-спектрометров, новых вариантов извлече-

ния соединений из анализируемых сред. Нако-
нец, важно отметить бурное развитие информа-
тики, сопровождающееся наращиванием харак-
теристик компьютеров и их сетей; появлением
новых баз данных (БД); созданием алгоритмов и
соответствующих программ, позволяющих эф-
фективно манипулировать большими объемами
получаемых данных и справочной информации.
Названные факторы обусловливают резкий рост
числа публикаций в области НЦА: более полови-
ны научных статей приходится на последние пять
лет (рис. 1).

Методология НЦА, используемая практиче-
ски во всех областях химической аналитики, рас-
смотрена в многочисленных обзорах, часто свя-
занных с отдельными объектами исследований
(табл. 2). Методы и способы НЦА непрерывно со-
вершенствуются, и имеет смысл зафиксировать
современный уровень его общего развития, ти-
пичный для большинства объектов анализа. Та-
кого рода общие характеристики НЦА будут рас-
смотрены в данной статье в сжатом обзорном ви-
де. Наряду с методами анализа, подготовки проб
и обработки информации, будет обсуждаться во-
прос об эффективности НЦА, уровне его ошибок.

УДК 543.061
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В большинстве случаев, однако, не существует
способов достоверной оценки таких ошибок. О
правильности результатов НЦА часто можно су-
дить лишь по тому, что реализована современная
надлежащая практика его проведения. Это озна-
чает, что соответствующая работа включает ос-
новные необходимые стадии анализа, приборы,
программы и базы данных, кратко рассмотрен-
ные в этой обзорной статье.

В обзоре затрагиваются низкомолекулярные
соединения; преимущественно цитируется наи-
более значимая литература последних лет, содер-
жащая ссылки на предыдущие исследования.
Следует отметить новые руководства по проведе-
нию НЦА в отдельных научных областях [16, 18,
21]; эти публикации имеют особое значение при
начале работы в рассматриваемой области анали-
тики.

Таблица 1. Основные термины нецелевого химического анализа

Английский термин Русский эквивалент Комментарии

Untargeted/non-target/ non-tar-
geted/nontargeted/nontarget anal-
ysis/screening

Нецелевой анализ/скрининг Определение неизвестных аналитику компо-
нентов анализируемых образцов; глагольные 
формы термина (окончание -ed) типичны 
прежде всего для описаний анализа биообъек-
тов (метаболомика, протеомика)

(General) unknown analy-
sis/screening

Анализ пробы/образца/ веще-
ства неизвестного состава

Старый, стабильный термин (эквивалентный 
нецелевому анализу) в английском языке; 
используется в криминалистике, судебной 
медицине, токсикологии

Screening Скрининг Быстрое обнаружение аналитов с предвари-
тельным заключением об их природе. Наблю-
даются отчетливые аналитические сигналы 
(хроматографические и массовые пики), 
надежная идентификация проблематична

Suspect analysis Определение ожидаемых 
соединений (ООС)

Промежуточен между целевым анализом 
(ЦА), реализуемым по стандартным методи-
кам, и НЦА

Effect-directed analysis Анализ, направляемый эффек-
том

Анализ части пробы, которая содержит био-
логически активные соединения, проявляя ту 
или иную биологическую активность

Analytical strategy Аналитическая стратегия Совокупность и последовательность основных 
используемых методов, методик и операций

Prioritiz(s)ation Приоритизация Предпочтение в определении тех или иных 
аналитов, имеющих те или иные свойства

Аnnotation Аннотация Формальная процедура приписания характе-
ристик определяемого соединения аналити-
ческому сигналу. Термин достаточно часто 
используется вместо “идентификации”

Identification level Уровень идентификации Степень детализации в заключении о фор-
муле и структуре аналита

Chemical space Химическое пространство Совокупность всех известных и/или возмож-
ных химических соединений

Known unknown “Известное неизвестное” 
соединение

Известное соединение, его состав и строение 
установлены ранее, но факт присутствия в 
пробе аналитику неизвестен

Unknown unknown “Неизвестное неизвестное” 
соединение

Новое соединение; его строение и свойства 
еще не установлены в результате эксперимен-
тальных исследований
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КРАТКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 
НЕЦЕЛЕВОГО АНАЛИЗА

В наиболее широком смысле НЦА включает
определение всех компонентов образца, состав
которого неизвестен аналитику до эксперимента.
Выбор приоритетов (см. ниже) может внести по-
правки в количество и природу определяемых со-
единений. Стадии НЦА формально совпадают
для большинства объектов анализа (рис. 2). Ре-
зультат анализа – соединения, обнаруженные и
идентифицированные в пробе. Количественные
определения обычно не ассоциируются с НЦА,
но могут быть проведены вслед за идентификаци-
ей аналитов. Полноценное количественное опре-
деление требует подходящих методик анализа и
аналитических стандартов. Полуколичественное
определение возможно при использовании в ка-
честве стандартов соединений со сходной струк-
турой или при оценке относительной чувстви-
тельности методов к разным соединениям [12].

Основные методы НЦА – это различные вари-
анты хроматографии-масс-спектрометрии (ХМС).
В случае летучих соединений – это газовая хрома-
тография (ГХ)-масс-спектрометрия (МС) с элек-
тронной ионизацией (ЭИ) и одним квадруполь-
ным масс-анализатором. При определении нелету-
чих аналитов, к которым относится большинство
биологически важных соединений, применяют вы-
сокоэффективную или ультраэффективную жид-
костную хроматографию (В/УЭЖХ) в сочетании с
тандемной масс-спектрометрией высокого разре-
шения (МС2ВР); в качестве устройства иониза-
ции используют электрораспыление (ИЭР). Дру-
гие варианты масс-спектрометрии небесполез-
ны, но, как правило, менее эффективны.
В последние годы развивается весьма ценное до-

полнение к ХМС – спектрометрия ионной по-
движности [22]. При обнаружении и определении
структуры новых, неописанных в научной лите-
ратуре соединений (“неизвестных неизвестных”)
целесообразно их выделение из анализируемых
образцов и дальнейшее применение спектроско-
пии ЯМР (в дополнение к МС).

Нецелевой химический анализ преимуще-
ственно касается органических (биоорганиче-
ских) соединений. В обзоре рассмотрен именно
этот предмет НЦА. Тем не менее к нему может от-

Рис. 1. Динамика числа публикаций в области неце-
левого химического анализа. Оценка проведена в на-
чале 2021 г. суммированием числа статей и других до-
кументов, которые найдены в результате поисков в
системе Google Академия по различным англоязыч-
ным терминам, обозначающих этот вид анализа (см.
табл. 1).
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Таблица 2. Основные области нецелевого химического анализа и соотвествующие объекты анализа

Примечание: ++ – основная матрица, + – более редкие анализы. * Объединяются в сфере криминалистики, судебной меди-
цины.

Область

Объект/матрица

воздух, вода, почва, 
донные отложения, 

отходы, мусор

пищевые продукты 
и напитки

моча, кровь, ткани 
и др. биоматрицы

образцы 
растительного 
и животного 

происхождения

Объекты окружающей среды 
[3–9]

++ + +

Пища, продовольственное 
сырье, напитки [10–12]

+ ++ + +

Лекарства, наркотики, 
допинг [13–15]*

++

Токсикология [13–15]* + + ++ +
Метаболомика [16–18] + ++ +
Природные соединения [19, 20] + ++
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носиться и определение элементов, если рас-
сматривается молекулярная форма их присут-
ствия (speciation analysis); при этом применяется
сочетание ВЭЖХ и МС с индуктивно связанной
плазмой [23]). Другие виды “неорганического”
НЦА важны, скорее, в историческом отно-
шении.

ЭФФЕКТИВНОСТЬ НЕЦЕЛЕВОГО АНАЛИЗА

Показатель, вынесенный в заголовок раздела,
мы предлагаем определить как долю соединений,
обнаруженных и/или правильно идентифициро-
ванных в результате НЦА. В случае скрининга
эффективность НЦА можно выразить величиной
Pс и формулой (1):

(1)( ) ( )
( )с

Количество обнаруженных соединений
%  100  . 

Количество компонентов пробы
P = ×

Результат скрининга – обнаруженные компо-
ненты анализируемой пробы и предварительное
заключение об их природе. “Полноценный” же

НЦА, где требуется максимально полно и надеж-
но идентифицировать компоненты образца, ха-
рактеризуется величиной PНЦА:

(2)( ) ( )
( )НЦА

Количество идентифицированных соединений
%  = 100 × .

Количество компонентов пробы
P

В общем случае величины Pс и PНЦА оценить
очень сложно, поскольку состав анализируемой
пробы и количество компонентов (знаменатель
дроби) неизвестны. Числитель этих дробей вы-
числить легче, хотя не всегда понятно, насколько
надежна соответствующая идентификация (см.
ниже). Значения PНЦА можно оценить в случае
модельной ситуации, например, используя спе-
циальные искусственные смеси соединений,

представляющие интерес для рассматриваемой
области анализа [24, 25], и оценивая количество
идентифицированных и неидентифицированных
соединений. Величина PНЦА в этом случае пред-
ставляет собой показатель правильных положи-
тельных результатов (ПП) [26, 27], который в
тест-экспериментах со смесями, выпускаемыми
американским агентством EPA, не превышал 65%
для методов, основанных на ВЭЖХ-МС2ВР [24].

Рис. 2. Схематичное изображение НЦА образца (а). Аналиты (в) выделяют методом экстракции (б) и вводят в хромато-
масс-спектрометр (г). Работа прибора управляется компьютером (д), снабженным многочисленными программами
(е) и связанным с разнообразными базами данных (ж). Предусмотрено обеспечение аналитическими стандартами (з)
для окончательной идентификации аналитов.

(а) (б) (в)

(г)

(д)

(з)

(е)

(ж)
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ПРИОРИТИЗАЦИЯ
Если приоритеты НЦА (табл. 1) сформулиро-

ваны, проводится поиск соответствующих соеди-
нений, которые наиболее важны и обладают
определенными свойствами/признаками. При
этом число определяемых соединений сокраща-
ется, что уменьшает знаменатель формул (1) и (2)
и, следовательно, увеличивает величину Р.

Наиболее простой вариант НЦА реализуется в
том случае, если ожидается присутствие в пробе
тех или иных соединений (ООС, табл. 1) [4, 5, 7].
Такой анализ может быть близок к целевому, тем
более что некоторые современные методики ана-
лиза включают определение многих сотен анали-
тов [28]. К ожидаемым относятся: (а) соединения,
присутствующие в списках приоритетных загряз-
нителей окружающей среды, например в БД
NORMAN [29]; (б) другие токсичные соедине-
ния, в том числе такие, опасные характеристики
которых предсказаны; (в) вещества, часто встре-
чающиеся в тех или иных матрицах; (г) соедине-
ния, родственные приоритетным, похожие на
них по физико-химическим свойствам, в том
числе продукты их трансформации (например,
метаболиты).

Различие между ООС и “настоящим” НЦА за-
ключается в том, что в первом случае число кан-
дидатов на идентификацию (возможных анали-
тов) сравнительно невелико (соответствует вы-
бранным приоритетам). Часто к ним относятся
распространенные соединения, в отношении ко-
торых имеется представительная справочная хро-
матографическая и масс-спектрометрическая ин-
формация, что облегчает их идентификацию.
В остальных случаях НЦА, которые охватывают
менее популярные или менее ожидаемые соеди-
нения, в целом объем справочных данных не так
велик и носит фрагментарный характер, поэтому
поиск информации требует обращения к самым
большим БД.

Если указывать другие варианты приоритиза-
ции, то к ним следует отнести “анализ, направля-
емый эффектом” (табл. 1). В этом случае контро-
лируют (в том числе выделяют фракционирова-
нием) и анализируют ту часть пробы, которая
проявляет биологическую активность. Еще один
пример предпочтительного определения – хлор-
и/или броморганические соединения, многие из
которых относятся к опасным веществам. Их
присутствие легко выявляется по характерной
изотопной картине в масс-спектрах. Наконец,
следует отметить тривиальный приоритет – ос-
новные компоненты проб, определяемые по наи-
более интенсивным сигналам на хроматограммах
и в масс-спектрах [8]. Родственная методология
при поиске новых биологически активных соеди-
нений носит название “дерепликации”: здесь в
первую очередь идентифицируют основные ком-

поненты проб (как правило, известные соедине-
ния) и далее исключают их из рассмотрения [19].

Приоритизация может распространяться не
только на аналиты, но и на сами анализируемые
образцы. Часть образцов общего происхождения
можно пропускать, а детально анализировать
только те из них, которые демонстрируют (а) ин-
тенсивные аналитические сигналы в ожидаемых
участках хроматограмм и масс-спектров и, более
того, (б) рост интенсивностей таких сигналов в
серии проб.

ПРЕАНАЛИТИЧЕСКИЕ ПРОЦЕДУРЫ
Качество этих процедур – отбора, транспорти-

ровки и хранения образцов – должно быть таким,
чтобы не потерять искомые аналиты (приводит к
ложным отрицательным результатам, ЛО; табл. 3)
и не загрязнить пробу посторонними веществами
(ложные положительные результаты, ЛП). Необ-
ходимые стандартные требования к таким проце-
дурам сформулированы [16, 18, 21, 30], хотя труд-
но утверждать, что они выполняются во всех те-
кущих исследованиях.

Техника отбора проб влияет на представитель-
ство различных аналитов в отобранном веществе
и появление ложных результатов (табл. 3). При
пассивном пробоотборе проб воздуха или воды
соотношение между аналитами может зависеть от
типа сорбента. В разовых пробах воды, отобран-
ных простым зачерпыванием (grab), такая дис-
криминация компонентов смесей отсутствует [7].

Посторонние соединения (ЛП) в анализируе-
мой пробе сравнительно легко выявляются при
анализе холостых проб (подготовленных из мат-
риц, материалов, растворителей, реактивов и др.
[16]). Труднее выявить ЛО. Для этого следует
установить факт потери/разложения/превраще-
ния (в том числе биотрансформации) определяе-
мых соединений до начала или в ходе анализа с
использованием внутренних стандартов, что не-
просто сделать в НЦА, поскольку аналиты неиз-
вестны. Тем не менее рекомендуют использовать
добавки в анализируемые пробы – по одному со-
единению из каждого класса (группы) ожидаемых
веществ [21] или из группы, представляющей тот
или иной интервал физико-химических характе-
ристик аналитов, например коэффициента рас-
пределения н-октанол–вода KOW [8]. Аналогич-
ным образом формируют тест-смеси для обеспе-
чения качества анализа [18].

ПРОБОПОДГОТОВКА
Эта необходимая процедура представляет со-

бой выделение аналитов из отобранных образцов,
сопровождающееся концентрированием первых.
В большинстве проводимых анализов жидких
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(водных) образцов используется жидкостная или
твердофазная (ТФЭ) экстракция. Разные анали-
ты обладают неидентичными физико-химически-
ми свойствами, поэтому селективность рассматри-
ваемых процедур и различная потеря аналитов не-
избежны. Химические реакции (разложение,
дегидратация, окисление, полимеризация), неволь-
но сопровождающие процедуры пробоподготовки,
приводят в ряде случаев к ложным результатам.
К ним же приводит неполнота химических про-
цедур, входящих в процесс пробоподготовки
(табл. 3) [16].

В качестве экстрагентов для крови, плазмы
крови и некоторых других биологических матриц
используют водно-метанольные и водно-ацето-
нитрильные смеси, обеспечивающие близкую
степень извлечения многих метаболитов. Кроме
того, изменяя состав экстрагентов, можно пооче-
редно извлекать и затем определять компоненты
биологических матриц с разной полярностью
[18]. Перспективен выбор тройных систем в каче-
стве экстрагентов для плазмы крови, например
использование смеси ацетонитрил–изопропа-
нол–вода для извлечения полярных и умеренно
полярных аналитов в диапазоне 25 порядков их
величин KOW [17]. Для биологических матриц не-
избежны быстрые превращения (энзимные реак-
ции), так или иначе влияющие на степень извле-
чения аналита [18]. Эти процессы останавливают
замораживаем проб или добавлением холодных
растворителей.

Еще одна процедура, реализуемая в начале
подготовки твердых образцов, а именно гомоге-
низация, может повлиять на результаты анализа,

если не будет сформирована представительная
проба [21]. В этих случаях проводят измельчение
в специальных мельницах, где также необходимо
подавить активность ферментов по отношению к
компонентам образцов растительного и живот-
ного происхождения. Аналиты из таких измель-
ченных проб извлекают методами экстракции,
например с использованием популярной проце-
дуры QuEChERS [11, 12].

В некоторых случаях (сравнительно высокие
концентрации определяемых веществ) возможен
прямой анализ (прямая инжекция в хроматограф)
жидких образцов, таких как сточные воды и моча,
без существенной потери многих аналитов; при
этом часто практикуют предварительное разбав-
ление исходных проб (методы dilute-and-shoot)
[8]. Тем не менее и здесь очень вероятны ЛО. При
сравнении таких процедур и ТФЭ продемонстри-
ровано, что во втором случае можно обнаружить в
воде больше полярных соединений, нежели при
прямом вводе сравнительно больших объемов
(0.5–1 мл) воды в жидкостный хроматограф [9].

ХРОМАТОГРАФИЯ
Как и в ЦА, хроматография является основ-

ным методом разделения в НЦА, хотя примене-
ние капиллярного электрофореза [31] и спектро-
метрии ионной подвижности (в дополнение к
жидкостной хроматографии) [32] в каких-то си-
туациях может привести к успеху. Неполное хро-
матографическое разделение аналитов искажает
параметры удерживания и масс-спектры, что
приводит к ошибкам в идентификации мажор-
ных аналитов и потере минорных компонентов

Таблица 3. Источники и причины ложных результатов нецелевого химического анализа

* Общие источники ЛП: компоненты используемых материалов и вспомогательных веществ; продукты превращения анали-
тов, возможность появления которых не исключена на всех стадиях НЦА.

Процедура, метод ЛП* ЛО

Преаналитические 
процедуры

Плохая сорбция при пробоотборе.
Трансформация аналитов

Пробоподготовка Потери аналитов, неэффективные процедуры экстрак-
ции, неполные целевые химические превращения 
(дериватизация, деконъюгация)

Хроматография Совпадение характеристик удер-
живания разных соединений

Плохое разделение, слабые сигналы, вариация харак-
теристик удерживания, испарение летучих аналитов в 
В/УЭЖХ, невозможность прямого определения неле-
тучих аналитов в ГХ, отсутствие справочных данных

Масс-спектрометрия Совпадение масс-спектров раз-
ных соединений

Плохая ионизация, матричные эффекты, множествен-
ные формы ионов, содержащих молекулы аналита, 
слабые сигналы, ошибки в значениях ионных масс, 
плохая воспроизводимость масс-спектров, наложение 
спектров разных аналитов, отсутствие справочных 
данных
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анализируемых смесей (табл. 3). Наиболее труд-
ны для анализа сложные образцы, содержащие
десятки, сотни, тысячи компонентов, поскольку
соответствующие хроматограммы содержат очень
много пиков, значительная часть которых в той
или иной степени перекрывается (рис. 3). По
этой причине в хромато-масс-спектрометрии ре-
ализуют процедуру деконволюции – разделение
на индивидуальные хроматограммы, соответству-
ющие отдельным компонентам смесей, с исполь-
зованием их масс-спектрометрических сигналов
(рис. 4, программы, см. [16]).

Два основных вида хроматографии – газовая и
жидкостная – применяются при определении ле-
тучих и нелетучих соединений соответственно.

В случае ГХ нелетучие соединения так или
иначе теряются. Дериватизация (силилирование
и другие реакции) может обеспечить их определе-
ние, хотя неполная дериватизация или испарение
наиболее летучих производных могут привести к
ЛО [16]. Вариант двумерной ГХ (ГХ-ГХ) приводит
к более эффективному разделению смесей и ре-
шению некоторых важных аналитических задач
качественного анализа II [27] – идентификации
(характеризации, аутентификации и т.п.) самих
анализируемых образцов [35, 36]. Традиционное
сочетание ГХ-МС1 дополняется в последние годы
комбинациями ГХ (ГХ-ГХ) с более сложными вари-
антами масс-спектрометрии: МСВР и МС2 [35, 36].

Для определения нелетучих соединений тра-
диционно применяют обращенно-фазовую
(ОФ) жидкостную хроматографию, в том числе
в варианте, обеспечивающем лучшее разделе-
ние (ОФ-УЭЖХ). В последние годы набрала по-
пулярность гидрофильная хроматография (HILIC)
демонстрирующая в случае очень полярных ана-
литов лучшие характеристики разделения по
сравнению с ОФ-В/УЭЖХ (где эти аналиты не
удерживаются колонкой) [17, 18]. Тем не менее в
случае HILIC наблюдаются более существенные
вариации времен удерживания и более частое
присутствие матричных эффектов (типичное для
ХМС подавление ионизации отдельных аналитов
в масс-спектрометре) [18]. Это может приводить к
ЛО вследствие плохого прогнозирования времен
удерживания (порядка элюирования аналитов) и
незначительных масс-спектрометрических сиг-
налов соответственно.

МАСС-СПЕКТРОМЕТРИЯ

Масс-спектрометр – основной инструмент
идентификации аналитов в НЦА [26, 27]. Опреде-
ление “известных неизвестных” летучих соедине-
ний – сравнительно легко решаемая задача, обеспе-
ченная сопоставлениями экспериментальных
масс-спектров ЭИ с соответствующими справоч-
ными/библиотечными спектрами. Спектры этого
вида достаточно хорошо воспроизводятся и зареги-

Рис. 3. Пример сложной хроматограммы, адаптирован из работы [33]. Образец ткани одного из участков головного
мозга. Метод УЭЖХ-МС2ВР. Горизонтальная ось – время удерживания, мин.
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стрированы для подавляющего большинства рас-
пространенных летучих соединений (см. ниже).

В случае нелетучих соединений наибольшие
возможности НЦА обеспечиваются масс-спек-
трометрией высокого разрешения и тандемной
масс-спектрометрией, прежде всего в сочетании
В/УЭЖХ-ИЭР-МС2ВР. В этом тандеме первый
масс-спектрометр представляет собой квадру-
польный масс-анализатор или ионную ловушку,
второй – времяпролетный масс-анализатор или
специальную ионную ловушку Orbitrap. Между
двумя масс-анализаторами располагается та или
иная ячейка столкновений ионов (ионов-пред-
шественников) с газовой мишенью, формирую-
щая фрагментные ионы, которые необходимы
для идентификации аналитов.

Отметим, что наибольшее массовое разреше-
ние – у приборов ионно-циклотронного резо-
нанса [37], недоступных для подавляющего боль-
шинства химических лабораторий из-за своей
очень высокой стоимости. Технику и методоло-
гию с использованием Orbitrap в последнее время
могут называть “масс-спектрометрией высокого
разрешения с определением точной массы”
(high-resolution accurate-mass mass spectrometry)
[38]. Применение масс-спектрометров с обыч-
ным “единичным” разрешением в какой-то сте-
пени также может приводить к успеху [39] при ре-
шении менее сложных задач НЦА. Различные
аналитические методы основаны на комбинации
разных вариантов хроматографии (ОФ или HIL-

IC, ВЭЖХ или УЭЖХ) и масс-спектрометрии
(различные масс-анализаторы, положительные
или отрицательные ионы и др.)

Указанные приборы высокого разрешения
обеспечивают точность измерения масс (значе-
ний m/z) ионов-предшественников на уровне
ppm, ионов-фрагментов – несколько хуже. Ио-
ны-предшественники отбираются во всей сово-
купности их пиков в МС1-спектрах (сбор данных,
независимых от исходной информации, data-in-
dependent acquisition) или могут задаваться зара-
нее для ожидаемых соединений (сбор данных, за-
висимых от исходной информации, data-depen-
dent acquisition). Наложение некоторых массовых
пиков ионов-предшественников может потребо-
вать их деконволюции и разделения МС2-спек-
тров [40]. Важно иметь в виду, что молекулы ана-
лита образуют в процессе ИЭР не только прото-
нированные молекулы основных изотопных
форм, но и ионы-аддукты, включая катиониро-
ванные молекулы, заряженные частицы других
изотопных форм (“изотопологи”). Исключение
последних ионов из рассмотрения (процедура
“компонентизации” [8]) существенно упрощает
обработку хромато-масс-спектрометрических
данных. При идентификации чаще всего прибе-
гают к сравнению экспериментальных спектров
со справочными. Приборы, включающие обыч-
ные ионные ловушки, приводят к спектрам МС2,
которые хуже сопоставимы со спектрами, полу-

Рис. 4. Пример деконволюции хроматографического пика в ГХ-МС. Адаптирован из работы [34]. Масс спектры, го-
ризонтальная ось – значения m/z, вертикальная ось – относительная интенсивность, %. Сложный хроматографиче-
ский пик разделен на три гауссовых сигнала. Второй и третий масс-спектры очень похожи. Для различения этих ана-
литов необходимы справочные параметры удерживания и, в конечном счете, аналитические стандарты. Еще один
путь анализа – применение МС2 и МСВР.
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ченными с применением других типов тандем-
ных масс-спектрометров [27, 41].

Природа ложных результатов, которые могут
быть следствием применения МС, отражена в
табл. 3 (см. также [18]).

ИДЕНТИФИКАЦИЯ
Правильность/надежность идентификации

определяется соответствием полученных данных
определенным критериям. В случае ЦА эти кри-
терии, основанные на хроматографических и
масс-спектрометрических данных, хорошо очер-
чены [26, 27, 42]. В НЦА ситуация оказывается го-
раздо менее определенной.

Наиболее надежная идентификация с получе-
нием ПП достигается (а) совпадением хромато-
графических и массовых пиков при совместном
анализе пробы, содержащей определяемое соеди-
нение, и соответствующего аналитического стан-
дарта [26, 27, 42, 43]. На втором месте по надежно-
сти – (б) способ идентификации, заключающий-
ся в сходстве экспериментальных и справочных
масс-спектров и параметров хроматографическо-
го удерживания. Сходство может быть выражено
его общим показателем (см. ниже) или степенью
близости интенсивностей нескольких основных
пиков одних и тех же (различающихся только в
пределах погрешности) масс. Правильность
идентификации летучих соединений по библио-
текам справочных масс-спектров ЭИ составляет в
общем случае ~80%; у нелетучих аналитов и масс-
спектров ИЭР-МС2 ситуация более неопределен-
ная, доля ПП варьируется в широких пределах
[26, 27, 41].

Второй способ идентификации (б) может быть
столь же надежным как первый вариант (а), но
при выполнении ряда условий: значения указан-
ных величин должны быть получены в сходных
экспериментальных условиях (одинаковые типы
и модели приборов, близкие режимы получения
данных), и эти значения должны быть уникальны
для идентифицируемого соединения. Другие
способы идентификации (интерпретация дан-
ных, сравнение с предсказанными спектрами и
хроматографическими характеристиками [27, 43,
44]) менее надежны, но, по-видимому, примени-
мы для отбора кандидатов на идентификацию.

Если ряд таких “кандидатских” соединений
имеет общие элементы структуры, то на этом эта-
пе идентификацию называют групповой [26, 27].
Такую группу соединений позволяют выявить
“молекулярные сети” – графы структурно сход-
ных соединений, построенные по похожим масс-
спектрам [45, 46].

В англоязычной научной литературе весьма
популярен термин “уровень идентификации”
(табл. 1). Его смысл в подробной трактовке одной

из публикаций [3] и с нашими комментариями
прояснен в табл. 4. Добавим, что высота уровня
идентификации коррелирует с ее надежностью
(долей ПП).

Существуют независимые количественные
показатели надежности [26, 27, 43]. К ним отно-
сятся α- и β-критерии принятия статистических
гипотез при рассмотрении идентификации как
процедуры их проверки. Весьма популярна кон-
цепция точек идентификации – совпадающих
значений измеряемых масс-спектрометрических
и хроматографических величин с учетом их раз-
личной значимости. Показатели сходства масс-
спектров, такие как точечная функция или веро-
ятность их совпадения, можно также рассматри-
вать как частную меру надежности. Недавно
предложена общая шкала надежности, учитыва-
ющая уровни идентификации, степень совпаде-
ния характеристик удерживания и число точек
идентификации [47].

ИНФОРМАТИКА

Несколько видов информационных продуктов
незаменимы при проведении НЦА.

Библиотеки масс-спектров – основной ресурс
справочной информации. Наиболее крупные из
них представлены в табл. 5. Сравнительно хоро-
шо обстоит дело со спектрами ЭИ-МС1 летучих
соединений: в библиотеках представлено боль-
шинство известных и наиболее важных соедине-
ний этого класса. Библиотеки спектров МС2 и
тем более МС2-ВР, преимущественно относя-
щихся к нелетучим аналитам, т.е. большинству
биологически важных соединений, стали созда-
ваться значительно позже. Масс-спектры многих
соединений в библиотеках отсутствуют, и спек-
тры МС2 в целом недостаточно хорошо воспроиз-
водятся, зависят от типа тандемного масс-спек-
трометра и энергии столкновений, приводящих к
распаду ионов-предшественников [26, 27, 41].
Необходимость пополнения и повышения каче-
ства библиотек тандемных масс-спектров широ-
ко осознается [41, 43].

Сводки параметров удерживания. База данных
НИСТ включает 447285 значений газохромато-
графических индексов удерживания (ИУ) для
139693 соединений [49]. Для В/УЭЖХ концепция
ИУ применима в меньшей степени, чем в ГХ, но
соответствующие работы появляются, как и ме-
тоды оценки значений этих величин [55].

Химические базы данных. Наиболее крупные
БД, содержащие сведения о химических соедине-
ниях, указаны в табл. 6. Информация, содержа-
щаяся в них и дополняющая экспериментальные
данные ХМС, носит название априорной или ме-
таинформации. Она полезна и даже необходима
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Таблица 4. Уровни и детали идентификации методом (ВЭЖХ)-МС2ВР [3]

Уровень Надежность 
(confidence) Результат идентификации Наши комментарии

1 Структура, подтвержденная аналитиче-
ским стандартом

Наиболее надежная идентификация 
индивидуального соединения, очень 
высокая вероятность ПП

2 Структура, подтвержденная библиотеч-
ным поиском и/или характеристичными 
ионами (diagnostic evidence), совпадаю-
щими параметрами удерживания (reten-
tion behavior), присутствием родственных 
веществ

Результат, по надежности сопоставимый 
с уровнем 1 при выполнении ряда усло-
вий (см. текст)

3 Условный кандидат на идентификацию; 
входит в список предполагаемых анали-
тов. Установлены элементы структуры 
(substructure) и класс соединений. ООС 
начинается с этого уровня

В общем случае — это уровень неодно-
значно идентифицированных соедине-
ний большинством методов МС

4 Однозначное определение молекулярной 
формулы, недостаток структурной 
информации

Может считаться кандидатом на иденти-
фикацию при учете метаинформации 
(см. текст)

5 Недостаток полученной информации, 
несовпадение со справочными данными 
или свойствами аналитического стан-
дарта. Старт НЦА

Идентификация отсутствует

Таблица 5. Основные библиотеки масс-спектров низкомолекулярных соединений

* Может быть дополнена специализированными библиотеками меньшего размера.
** 111788 соединений охарактеризованы масс-спектрами и ИУ.

*** Включая масс-спектры высокого разрешения 27840 соединений.

Название
Количество данных

Комментарии
спектры соединения

Wiley Registry 12th, ЭИ-МС1 [48]* 817290 668435 Летучие соединения

NIST 20, ЭИ-MС1 [49]** 350643 306869 Летучие соединения

NIST 20, MС2 [49]*** 1320389 31000

METLIN [50] >500000 MС2, преобладают метаболиты

MassBank of North
America (MONA) [51]

691548 226303 Преобладают МС2 спектры биологи-
чески активных соединений. Присут-
ствуют in silico масс-спектры

mzCloud [53] 8065135 19109 MСn, лекарственные соединения, 
метаболиты

The Global Natural Product Social 
Molecular Networking (GNPS) [45]

221083 18163 MС2, природные соединения. 
Данные 2016 г.

MassBank [52] 86576 16537 MC1, MCn, летучие и нелетучие соеди-
нения

Human Metabolome Database 
(HMDB) [54]

–ИЭ-MС1

–MС2
1763

279972
1220
1249

Метаболиты, преобладают in silico 
масс-спектры. Данные 2018 г.
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при отборе и ранжировании соединений – кан-
дидатов на идентификацию.

При использовании этих массивов информа-
ции наиболее важны три обстоятельства. Во-пер-
вых, БД ChemSpider позволяет проводить поиск
молекулярных формул по экспериментально
установленным массам молекулярных ионов
(МС1) или протонированных (катионированных)
молекул (МС2). Во-вторых, эти БД дают возмож-
ность оценить популярность/распространен-
ность химических соединений – по числу источ-
ников информации о них, по количеству такой
метаинформации и др. [1, 2, 27]. При проверке
идентификационных гипотез [26, 27] имеет
смысл начинать с наиболее популярных соедине-
ний (при прочих равных условиях). В-третьих,
имеющаяся в БД информация о получении и
свойствах химических соединений, их присут-
ствии в различных объектах также полезна при
отборе кандидатов на идентификацию.

Предсказание масс-спектров и параметров удер-
живания. Существует несколько методов, алго-
ритмов и соответствующих программ предсказа-
ния масс-спектров (in silico масс-спектров). Они
основаны на машинном обучении, эвристике
(правилах фрагментации ионов), комбинаторике
(перебору и оценке вероятностей появления раз-
личных комбинаций атомов исходного иона),
квантово-химических расчетах и смешанных
принципах [59]. В среднем результаты предсказа-
ния спектров оказываются умеренно правильны-
ми. Так, мы провели исследование возможностей
различения структурных изомеров одним из ме-
тодов машинного обучения. Доля ПП при срав-
нении выборок предсказанных и эксперимен-
тальных спектров составила ~50–60% [44], и это

далеко не самый низкий результат в рассматрива-
емой области вычислений [59]. Тем не менее ме-
тоды предсказания масс-спектров бурно развива-
ются, и можно ожидать повышения их эффектив-
ности. Даже сейчас эту методологию можно
использовать в НЦА, (а) рассчитывая масс-спек-
тры кандидатов на идентификацию, которые ото-
браны по массе ионов-предшественников и по-
искам в химических базах данных, и (б) отбрасы-
вая наиболее непохожие in silico спектры.

Несмотря на существование большой коллек-
ции экспериментальных ГХ-ИУ (см. выше), про-
водятся работы по предсказанию и этих показате-
лей, хотя бы с целью проверки эффективности
вычислительных методов. Применение методо-
логии машинного обучения позволяет рассчиты-
вать их значения с удовлетворительной точно-
стью [60]. Подобные алгоритмы предсказания
были использованы для расчёта ВЭЖХ-ИУ; по-
лученные данные не имели существенного само-
стоятельного значения для идентификации, но
все-таки улучшали ее результаты, основанные на
предсказании масс-спектров [55].

В случае ЖХ чаще предсказывают не ИУ, а (от-
носительные) времена удерживания (ВУ) [61–
63]. Некоторые результаты предсказания оказы-
ваются удовлетворительными. Из прогнозов ВУ
для 80 тыс. соединений, которые включены в БД
METLIN (табл. 5), следует, что в 70% случаев со-
ответствующие аналиты оказываются в числе
трех наиболее вероятных кандидатов на иденти-
фикацию [62].

Различные программы. Программы обработки
хромато-масс-спектрометрических данных неза-
менимы в анализе сложных образцов, который
приводит к многочисленным хроматографиче-

Таблица 6. Наиболее крупные химические базы данных

* Однокомпонентные вещества по терминологии ЕС [28].
** Многокомпонентные вещества, а также вещества неизвестного или переменного состава по терминологии ЕС [28].

Название Массив соединений Свободный 
доступ Комментарии

Chemical Abstracts Service 
(CAS) [56]

182 млн веществ, включая инди-
видуальные соединения* и 
смеси** и 68 млн биополимеров 
(пептиды, белки и др.)

– Полная библиографическая 
информация по химии и смежным 
наукам и сопутствующие факто-
графические данные

PubChem [57] 110 млн индивидуальных соеди-
нений*, 271 млн веществ*, **

+ Биологически значимые соедине-
ния, свойства, биологическая 
активность, токсичность и др. 
Компиляция из 795 источников

ChemSpider
 [1, 58]

≥ 80–90 млн структур (индивиду-
альных соединений*)

+ То же, более короткие справки о 
веществах, но с большим количе-
ством опций поиска, в том числе 
по массам ионов. Компиляция из 
279 источников
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ским пикам. Надлежащая практика НЦА подра-
зумевает проведение в автоматическом режиме
[4, 6, 8, 16, 40, 64, 65]:

• деконволюции хроматографических пиков с
выделением сигналов отдельных компонентов и
их масс-спектров,

• фильтрации массовых пиков с удалением
фоновых и слабых пиков, выбросов,

• аннотации пиков в масс-спектрах: приписа-
ния пикам значений масс и даже формул соответ-
ствующих ионов, выведенных из точных масс
(значений m/z) и изотопной картины,

• сравнения масс-спектров, а также характе-
ристик удерживания с соответствующими спра-
вочными данными, оценивание их сходства,

• формирования домашних библиотек масс-
спектров,

• взаимной подгонки разных хроматограмм
по временам удерживания и/или массам ионов
реперных соединений для сравнения между со-
бой различных образцов.

Соответствующими программами обеспечено
серийно выпускаемое оборудование, они поставля-
ются и другими фирмами/организациями [16, 64].

Следует таже упомянуть алгоритмы и програм-
мы многомерного статистического анализа (хе-
мометрии), позволяющего по результатам НЦА
группировать и классифицировать изучаемые образ-
цы, например образцы продовольствия [10, 12, 66].

* * *
Многочисленные инновации в аналитическом

приборостроении и информатике сделали до-
ступным одновременное определение многих де-
сятков, сотен и даже тысяч органических (биоор-
ганических) соединений, неизвестных аналитику
до проведения эксперимента, в самых сложных
матрицах (биологические и медицинские объек-
ты, продукты питания, объекты окружающей
среды и т.д.). Среди аналитических приборов
первостепенное значение приобрели тандемные
масс-спектрометры высокого разрешения, со-
единенные с хроматографами, в значительном
количестве поступившие в аналитические лабо-
ратории в последние 10–15 лет. Параллельно до-
стигнут значительный прогресс в области инфор-
матики, который привел к появлению больших
БД и новых программ обработки хромато-масс-
спектрометрических данных. Результатом успе-
хов приборостроения и информатики явился
взрывной рост работ в области НЦА.

Следует выделить два аспекта этих публика-
ций. В их числе оказалось много соответствую-
щих тематических обзоров, связанных с отдель-
ными методами и/или объектами анализа. Сов-
местное рассмотрение этих работ позволяет

очертить общую практику НЦА, выявить его
стандартные приемы, применение определенных
методов пробоподготовки, анализа, извлечения и
обработки информации. Вторая сторона обсуж-
даемых научных публикаций заключается в том,
что они отражают новый, достаточно полный
анализ самых разных объектов во всем их геогра-
фическом, биологическом, природном, промыш-
ленном и т.п. многообразии. Такого рода иссле-
дования с использованием методологии НЦА
продолжаются, ожидается появление новых фак-
тических данных, касающихся неизвестного ра-
нее состава веществ. Полученные в последние го-
ды и ожидаемые новые данные, вероятно, также
будут нуждаться в широком обобщении, которое
будет интересно химикам многих специально-
стей.
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Ключевые слова: капельно-искровой разряд, микроплазма, атомно-эмиссионная спектроскопия,
элементный анализ, электролитный анод.
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В последнее время публикуется все больше ра-
бот, посвященных использованию в спектраль-
ном анализе микроплазменных источников ато-
мизации и возбуждения на основе электрических
разрядов на поверхности водных растворов [1–5].
Такие источники отличаются компактностью,
простотой, низким уровнем энергопотребления и
расхода газов, а также возможностью проведения
измерений в потоке. Устройства на основе элек-
тролитных разрядов при атмосферном давлении,
описанные в работах [4, 6–8], по пределу обнару-
жения, воспроизводимости и диапазону опреде-
ляемых содержаний почти сравнялись с атомно-
эмиссионными спектрометрами с индуктивно
связанной плазмой [4, 6–8].

Описано большое число систем атомизации и
возбуждения на основе микроплазменного разря-
да с одним или двумя жидкими электродами – ка-
пельно-искровой разряд (КИР) [9], разряд при
вскипании в канале [10], разряд с электролитным
катодом [11], тлеющий разряд с электролитным
катодом (ТРЭК) [12, 13], разряд между струями
[14] и ряд других.

Начиная с первых работ по разрядам над вод-
ными растворами [11], и до недавнего времени [4]
считалось, что металлы поступают в плазму толь-
ко из электролитного катода, но не из электро-
литного анода [14]. Что касается щелочных, ще-
лочноземельных металлов и алюминия, это мне-
ние не опровергнуто до настоящего времени [15,
16], однако для ряда элементов (As, Ag, Bi, Cd, Hg,

Pb, Sb, Se, Tl, Zn) показана возможность попада-
ния в плазму разряда из анодного раствора [15, 17,
18], причем в ряде случаев при анодном поступле-
нии аналита в плазму достигаются более низкие
пределы обнаружения. Например, при определе-
нии кадмия и цинка при помощи тлеющего раз-
ряда с электролитным анодом (ТРЭА) Лю [15] по-
лучил пределы обнаружения в 0.05 и 0.1 нг/мл,
что на два порядка лучше результатов, получен-
ных группой Шекхара [19] с источником на осно-
ве ТРЭК. Для обладающих высокими потенциа-
лами возбуждения селена и ртути Вебб [20] мето-
дом ТРЭК получил предел обнаружения 3 мкг/мл
и 20 нг/мл соответственно, а Горска [18], исполь-
зуя проточный вариант ТРЭА, снизила пределы
обнаружения до 3 и 0.5 нг/мл соответственно.
В то же время для серебра и кадмия пределы об-
наружения как в катодном [20], так и в анодном
варианте [17] практически совпадают. Для свинца
в случае ТРЭК предел обнаружения составляет
10 нг/мл [20], что лучше, чем для систем с ТРЭА
(90 нг/мл [17] и 30 нг/мл [21]).

Цель настоящей работы – изучение аналити-
ческих возможностей источника атомизации и
возбуждения на основе КИР при вводе пробы в
электролитный анод. Эффекты, описанные для
ТРЭА с твердым катодом [15–18, 21], воспроизве-
дены на источнике с двумя жидкими электрода-
ми. Предложенный подход использован для рас-
ширения аналитических возможностей капель-
но-искрового спектрометра.

УДК 543.423.1 546.46 546.41

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

EDN: UKCNNP
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Капельно-искровой разряд возникает при
сближении разноименно заряженных капель вод-
ного электролита. Опускающаяся верхняя капля,
образованная вспомогательным раствором (обыч-
но разбавленная HCl), служит для замыкания це-
пи, а также жидкой линзой, через которую свет по-
падает в оптоволоконный жгут спектрометра Ma-
ya2000 Pro. Пробу наносили в виде нижней капли
объемом 20 мкл. Подробное описание прибора
дано в нашей предыдущей работе [22]. Един-
ственное отличие состояло в том, что если ранее
нижняя капля с пробой всегда была заряжена от-
рицательно, то в настоящей работе устройство
дополнено ключом, позволяющим изменять по-
лярность. Большая часть данных относится к ин-
версной системе (с положительно заряженной
пробой), в некоторых случаях сравнивали данные
для обеих полярностей.

Растворители и реагенты. Использовали свеже-
приготовленную дистиллированную воду (уста-
новка очистки ДЭ-4, pH 5.8); Ca, Mg, Na, K, Pb,
Hg, Ta, Cd, Ag (растворы хлоридов соответствую-
щих металлов с концентрацией 1 мг/мл в 0.1 М
HCl, ГСО, “Экоаналитика”, Россия); азотную,
соляную, муравьиную, уксусную, сульфосалици-
ловую кислоты ос. ч. (Химмед, Россия); хлорид
натрия х. ч. (Химмед, Россия).

Растворы готовили непосредственно перед
проведением эксперимента. Аликвотные части
отбирали при помощи набора микропипеток
ThermoScience (диапазоны объемов 2–20, 20–
200, 100–1000 мкл, точность отбора аликвотной
части ±1.5%). Для измерения массы использова-
ли весы Extended ED Sartorius AG (Германия).

Методики исследования. Резервуар для вспо-
могательного раствора (жидкой линзы) заполня-
ли 0.12 М HCl. Рабочий раствор для анодного
электролита готовили, варьируя концентрацию
соляной, азотной кислоты или соответствующей
соли смешением концентрированного раствора с
дистиллированной водой, при необходимости де-
лая добавку рассчитанного количества органиче-

ской кислоты. Аликвотную часть раствора опре-
деляемого элемента (ГСО) разбавляли рабочим
раствором до требуемой концентрации, наноси-
ли полученный раствор дозатором в виде капли
на металлический анод и измеряли сигнал на дли-
нах волн, указанных в табл. 1. Аналитическим
сигналом служила интегральная интенсивность
свечения при соответствующей длине волны за
первые 40 мс разряда.

Для определения предела обнаружения ис-
пользовали 3σ-критерий, а для расчета нижней и
верхней границ диапазона определяемых содер-
жаний – критерий величины относительного
стандартного отклонения сходимости sr < 0.33.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В качестве модельных использовали растворы
элементов, приготовленные разбавлением соот-
ветствующих государственных стандартных об-
разцов состава 0.12 М HCl и 0.04 М HNO3. Неко-
торые метрологические характеристики приведе-
ны в табл. 1.

Диапазон линейности градуировочной зави-
симости для свинца и таллия в минеральных кис-
лотах составил около трех порядков величины;
ограничение концентрации сверху определялось
максимальной интенсивностью света, которую
можно измерить в данных условиях. Для кадмия и
серебра градуировочные графики имели участок
насыщения. По-видимому, это связано с самопо-
глощением, что характерно для наиболее чув-
ствительной в случае ТРЭА спектральной линии
кадмия 228.80 нм [23]. Линейный диапазон для
этих двух металлов составляет около двух поряд-
ков величины. Достигнутые пределы обнаруже-
ния для серебра согласуются с литературными
данными по ТРЭА, однако для свинца и кадмия
они в десятки раз выше, чем в работах [21, 24].
Различие может быть вызвано как отличием в
спектральном разрешении и времени экспозиции
(10 с в работе [24] против 40 мс в настоящей рабо-
те), так и ярко выраженной зависимостью интен-

Таблица 1. Некоторые метрологические характеристики определения элементов методом капельно-искровой
спектрометрии с электролитным анодом (n = 10, P = 0.95)

Примечание: cmin – предел обнаружения; cн, cв – нижняя и верхняя границы диапазона определяемых содержаний.

Элемент, λ, нм Среда cmin, мкМ cн, мкМ cв, мМ Уравнение градуировочной 
зависимости

Cd 228.80 HCl 0.12 М 1 10 0.7 I = (2.3 ± 0.1) × 103с + 1.2 × 102

Pb 405.78 HCl 0.12 М 3 5 5 I = (2.85 ± 0.07) × 103c + 2.1 × 102

Ag 338.29 HNO3 0.04 M 0.2 0.4 0.1 I = (1.62 ± 0.04) × 105c + 4.1 × 103

Tl 535.04 HNO3 0.04 M 6 × 10–2 0.1 0.15 I = (3.14 ± 0.07) × 105c + 3.1 × 103

Pb 405.78 HCOOH 0.15 М 4 × 10–2 0.1 1.5 I = (2.91 ± 0.05) × 104c + 1.4 × 102



ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 77  № 5  2022

АНАЛИТИЧЕСКИЕ ВОЗМОЖНОСТИ 429

сивности излучения металлов от состава раство-
ра, характерной для ТРЭА [18, 21].

Интересно было сопоставить интенсивность
излучения металлов в плазме КИР при анодном и
катодном способе ввода пробы, зафиксировав
остальные параметры неизменными. Как видно
из табл. 2, в данных условиях наблюдали двадца-
тикратное превышение катодного сигнала индия
над анодным, что согласуется с отсутствием в ли-
тературе данных об излучении индия в случае
ТРЭА. Для свинца введение пробы в анодный
раствор дает двукратный рост интенсивности све-
чения в сравнении катодным, для кадмия и тал-
лия значимое различие отсутствует. Следует от-
метить, что эффект смены полярности сильней-
шим образом зависит от состава фонового
электролита. Приведенные данные касаются
только 0.12 М HCl. Как показано в работе [25],
при введении пробы в электролитный катод в об-
ласти низких концентраций фонового электро-
лита увеличение ионной силы раствора приводит
к многократному возрастанию интенсивности
линий металлов в спектре КИР и ТРЭК, причем
эффект мало зависит от природы фонового элек-
тролита и металла. Для одноосновных сильных
неорганических кислот область максимума ин-
тенсивности обычно приходится на концентра-
цию ~0.4 М [25]. Предварительные опыты, вы-
полненные в ходе настоящей работы, показали,
что при вводе пробы в электролитный анод опти-
мальная концентрация фонового электролита
примерно на порядок ниже, однако для анода
влияние природы металла и фонового электроли-
та существенно сильнее. Из данных в табл. 2 сле-
дует, что 0.12 М HCl – это компромиссный фоно-
вый раствор, для которого эффективность по-
ступления металла в плазму из электролитного
катода и электролитного анода одинакова для
кадмия и таллия и всего в два раза отличается для
свинца. Для катодного варианта 0.12 М HCl –
слишком разбавленный фоновый раствор, для
анодного – слишком концентрированный.

Очень интересным представляется тот факт,
что излучение щелочных и щелочноземельных
металлов, наиболее интенсивное при катодном
поступлении электролита в плазму разряда, пол-
ностью отсутствует в его анодном варианте.
С практической точки зрения это полезно для

определения тяжелых металлов в солевых матри-
цах, включая и высокоминерализованные среды,
являющиеся неудобным объектом для многих
инструментальных методов аналитической хи-
мии. Возможности определения свинца и кадмия
в насыщенном растворе хлорида натрия иллю-
стрируют рис. 1 и табл. 3. Как видно из приведен-
ного на рис. 1 спектра, интенсивность D-линии
натрия оказывается ниже интенсивностей наибо-
лее чувствительных линий свинца и кадмия, не-
смотря на тысячекратное различие концентраций
и значительное превосходство D-линии в относи-
тельной интенсивности. Фактически в факеле ка-
пельно-искрового разряда над насыщенным рас-
твором NaCl почти нет натрия, но есть Cd и Pb, се-
лективно поступающие в плазму. Механизм
транспорта вещества через границу электролитный
анод/плазма, чувствительный к природе элемента и
форме его нахождения в растворе, представляется
наиболее интересным аспектом изучаемого явле-
ния. Эффект пока не нашел адекватного объясне-
ния в литературе [15, 17, 18, 21].

Как видно из представленных данных, опреде-
ление в насыщенном растворе хлорида натрия не
просто оказывается возможным, но достигнутые

Таблица 2. Влияние полярности на интенсивность линий Pb, Cd, Tl, In в спектре капельно-искрового разряда
(фоновый электролит – 0.12 М HCl, n = 7, P = 0.95)

Элемент, λ нм Концентрация, мкМ Проба на аноде Проба на катоде

Pb 405.78 700 2500 ± 200 1300 ± 100
Cd 228.80 700 1300 ± 100 1400 ± 100
Tl 535.04 1 39 ± 9 32 ± 8
In 410.17 200 130 ± 10 2300 ± 200

Рис. 1. Спектр излучения 1 мМ свинца и кадмия в на-
сыщенном растворе хлорида натрия в капельно-ис-
кровом разряде. Проба в анодном электролите.
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при этом метрологические характеристики не-

значительно отличаются от таковых в 0.12 М со-

ляной кислоте. Интересно, что коэффициент

чувствительности (тангенс угла наклона градуи-

ровочной зависимости) для кадмия возрастает

более чем вдвое с одновременным снижением

верхней границы определяемых содержаний.

Данное обстоятельство косвенно подтверждает

вывод, что принципиальное значение для выхода

элемента из электролитного раствора в плазму

разряда имеет его форма нахождения в растворе,
зависящая от pH, ионной силы, присутствия ли-
гандов. Подобное поведение аналитов нетипично
для методов атомно-эмиссионной спектроско-
пии, но в части зависимости от pH подтверждает-
ся данными [21, 26].

Для всестороннего рассмотрения данного яв-
ления состав и природу фонового электролита ва-
рьировали в широких пределах, используя свинец
в качестве модельного аналита. Как видно из
табл. 4, интенсивность линии Pb I 405.78 нм очень
сильно зависит от природы и концентрации фо-
нового электролита – разброс превышает два по-
рядка величины. Для всех представленных рас-
творов зависимость сигнала от концентрации фо-
нового электролита проходит через максимум,
что особенно хорошо видно для сульфосалицило-
вой кислоты. Когда эту кислоту в оптимальной
концентрации (46 мМ) наполовину нейтрализо-
вали раствором аммиака и особенно гидроксидом
натрия, сигнал снижался почти на порядок (см.
последние строки в табл. 4). Можно предполо-
жить, что прочный анионный комплекс свинца –
менее предпочтительная форма, чем положитель-
но заряженный ион, что (возможно, случайно)
соответствует тривиальной электростатической
модели эмиссии с анода. Аналогичного снижения
при переходе от соляной кислоты к ее натриевой
соли не наблюдается, т.е. эффект не сводится к
влиянию pH.

С практической точки зрения, наиболее зна-
чимый эффект в определении свинца достигается
добавкой муравьиной кислоты в диапазоне кон-
центраций несколько сотен мМ. Добавка всего
200 мМ HCOOH к насыщенному раствору хлори-
да натрия усиливает сигнал в два с половиной ра-
за. Электропроводность растворов, содержащих
более 50 мМ HCOOH, достаточна для зажигания
КИР, что позволяет обойтись без добавки мине-
рального электролита, обеспечивая потенциаль-
но наиболее благоприятные условия определе-
ния. Максимальная чувствительность достигнута
в случае раствора, содержащего 150 мМ муравьи-
ной кислоты. Достигнутые при этом метрологи-
ческие характеристики приведены в табл. 1.

Использование оптимальной концентрации
муравьиной кислоты позволяет увеличить коэф-
фициент чувствительности определения свинца в
десять раз при одновременном снижении предела

Таблица 3. Некоторые метрологические характеристики определения свинца и кадмия в насыщенном растворе
хлорида натрия при помощи капельно-искрового разряда с электролитным анодом (n = 5, P = 0.95)

Элемент, λ, нм cmin, мкМ cн, мкМ cв, мМ
Уравнение градуировочной 

зависимости

Pb 405.78 8 15 10 I = (1.95 ± 0.06) × 103c + 1.8 × 102

Cd 228.80 5 10 0.4 I = (6.2 ± 0.3) × 103c + 3.7 × 102

Таблица 4. Влияние состава фонового электролита на
интенсивность излучения 1 мМ свинца в капельно-ис-
кровом разряде с электролитным анодом (n = 4, P =
= 0.95)

Фоновый раствор

Интенсивность 

линии Pb 

405.78 нм

Соляная кислота 4 мМ 980 ± 90

Соляная кислота 40 мМ 1600 ± 100

Соляная кислота 60 мМ 1900 ± 100

Хлорид натрия 50 мМ 1800 ± 100

Хлорид натрия 500 мМ 2500 ± 200

Хлорид натрия 5.7 М 1200 ± 100

Уксусная кислота 330 мМ 3600 ± 400

Янтарная кислота 170 мМ 1200 ± 200

Муравьиная кислота 90 мМ 3600 ± 300

Муравьиная кислота 150 мМ 6900 ± 600

Муравьиная кислота 220 мМ 5500 ± 400

Муравьиная кислота 430 мМ 3500 ± 200

Хлорид натрия 5.7 М + муравьиная 

кислота 220 мМ
2800 ± 300

Хлорид натрия 5.7 М + муравьиная 

кислота 650 мМ
2600 ± 200

Сульфосалициловая кислота 14 мМ 1400 ± 100

Сульфосалициловая кислота 46 мМ 3300 ± 400

Сульфосалициловая кислота 92 мМ 920 ± 100

Сульфосалициловая кислота 460 мМ 40 ± 8

Сульфосалициловая кислота 46 мМ + 

+ 70 мМ NaOH
320 ± 40

Сульфосалициловая кислота 46 мМ +

+ 70 мМ NH3

550 ± 40
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обнаружения на два порядка величины за счет
снижения соотношения сигнал/шум (табл. 1), что
приближается к достигнутым в работах [15, 17, 21]
показателям.

В заключение отметим, что КИР создает усло-
вия для широкого варьирования химического со-
става матрицы (фонового электролита). Обнов-
ляемость жидких поверхностей в КИР позволяет
легко удалять загрязнения, оставшиеся после
опытов с концентрированными растворами. Кро-
ме того, импульсная природа КИР позволяет
обойти ограничения, существующие в случае
описанного в литературе стационарного ТРЭА,
устойчиво горящего только над разбавленными
(<0.1 М) растворами минеральных кислот [17, 24].
Так, описанные выше эксперименты с насыщен-
ным раствором хлорида натрия и другими кон-
центрированными растворами невозможны с ис-
пользованием ТРЭА.

Работа выполнена в ГЕОХИ РАН им. В.И. Вер-
надского в рамках Государственного задания 0137-
2019-024.
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Предложен способ определения содержания нефтепродуктов (НП) в почве с естественной влажно-
стью ИК-спектрометрическим методом. Проведен сравнительный анализ результатов определения
содержания НП в почвах стандартным методом и предлагаемым ИК-спектрометрическим спосо-
бом с измерением оптической плотности экстракта нефтепродуктов из почвы хладоном 113. Опре-
деление нефтепродуктов в почвах по ГОСТу Р 54039-2010 и РД 52.18.575-96 не позволяет оценить со-
держание легких НП, поскольку значительная их часть теряется при высушивании проб на стадии
пробоподготовки. Предлагаемый способ позволяет существенно повысить достоверность опреде-
ления содержания нефтепродуктов в почвах, поскольку измерения проводят при естественной
влажности образцов, соответствующей их влажности в момент изъятия из горизонта залегания.
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Содержание нефтепродуктов (НП) в почвах в
настоящее время определяют по ГОСТу Р 54039-
2010 [1], предусматривающему использование
спектрометрии в ближней инфракрасной (ИК)
области в режиме диффузного отражения. Метод
позволяет определять НП в диапазоне содержа-
ний 0.1–10 мас. %. Пробоподготовка почвы по
этому ГОСТу (сушка, растирка в ступке, просеи-
вание) приводит к значительной потере присут-
ствующих в составе загрязнения легких фракций
нефтепродуктов. Весьма сложен также процесс ка-
либровки ИК-спектрометра. ГОСТ Р 54039-2010
рекомендует для определения содержания нефте-
продуктов в качестве базового использовать ме-
тод ИК-спектрометрии экстрактов в соответ-
ствии с РД 52.18.575-96 [2], при этом НП экстра-
гируют из почв четыреххлористым углеродом.

Цель настоящей работы – обоснование мето-
дики определения содержания НП в почвах с
естественной влажностью ИК-спектрометриче-
ским способом. В данном случае естественной
влажностью считается влажность образца почвы
в момент его изъятия из горизонта залегания.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Исследования проводили на территории аэро-

дрома, загрязненной керосином ТС-1, где было
отобрано более 200 проб почвогрунтов по 0.5 кг
на глубине до 4.2 м. Содержание НП в пробах
определяли ИК-спектрометрически по оптиче-
ской плотности экстракта, полученного
после экстракции нефтепродукта из почвы хла-
доном 113 [3, 4] при комнатной температуре. Про-
бу грунта (обычно массой 10 г) измельчали (не
растирали) в ступке, а затем НП экстрагировали с
использованием 30 мл хладона 113 путем встряхи-
вания в течение15 мин в закрытой колбе. При
очевидных признаках значительного содержания
нефтепродуктов их экстрагировали из сырой про-
бы дважды с использованием 20 мл хладона.
Оставшуюся после экстракции НП пробу грунта
сушили в течение 10–12 ч при комнатной темпе-
ратуре (~23–25°С), растирали в ступке (не просе-
ивали) и нефтепродукты снова экстрагировали
хладоном. Экстракт НП из проб почво-расти-
тельного слоя очищали от естественных углево-
дородов на хроматографической колонке с ис-
пользованием оксида алюминия и фильтровали
через бумажный фильтр. Экстракты нефтепро-
дуктов из остальных проб фильтровали только че-
рез бумажный фильтр. Таким образом, каждую
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пробу анализировали дважды – один раз во влаж-
ном состоянии, а второй раз после осушки. Полу-
ченные значения концентраций НП в пробах во
влажном и сухом состоянии суммировали. В свя-
зи с исключительно высоким уровнем техноген-
ного загрязнения возможное содержание в про-
бах природных углеводородов считали незначи-
тельным и в расчет не принимали.

Содержание НП в пробах определяли по градуи-
ровочным зависимостям оптической плотности
экстракта при длине волны 3.42 мкм от концентра-
ции в нем керосина (мг/кг образца). Использовали
экспериментальный образец ИК-спектрометра
ИКАН-1, разработанного в Институте проблем
нефти и газа РАН. Основные технические характе-
ристики прибора ИКАН-1 приведены в табл. 1.

Одновременно в таком же количестве пробы
грунта (10 г) определяли содержание нефтепро-
дуктов в соответствии с РД 52.18.575-96. Четырех-
хлористый углерод, рекомендуемый в стандарт-
ном методе РД 52.18.575-96, заменили на хладон
113, поскольку степень извлечения керосина из
проб четыреххлористым углеродом существенно
меньше, чем хладоном. Промышленный хладон
очищали перегонкой. Для построения градуиро-
вочных зависимостей использовали растворы ке-
росина ТС-1 в хладоне 113.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В табл. 2 приведены результаты определения

содержания керосина в различных типах почв,
которые были отобраны при обследовании тер-
ритории аэродрома. В столбцах “Влажная проба”
и “Сухой остаток” приведены результаты опреде-
ления содержания керосина в пробах предлагае-
мым ИК-спектрометрическим способом, а в
столбце “Стандартный метод” – рассчитанные
по методике РД 52.18.575-9. В большинстве гли-
нистых проб (глины и суглинки) количество ке-
росина, экстрагированного из высушенной после
экстракции сырой пробы, больше, чем количе-
ство керосина, экстрагированного из такой же
пробы, высушенной в соответствии с РД
52.18.575-9 при любом содержании керосина в

пробе. Но так как по предлагаемому способу
часть керосина извлечена заранее из влажной
пробы, общее количество керосина оказалось су-
щественно больше, что особенно заметно при вы-
соком загрязнении почвы. Анализ данных табл. 2
свидетельствует о том, что методики определения
загрязнений почвы легкими НП в ГОСТ Р 54039-
2010 или РД 52.18.575-96 не учитывают естествен-
ное испарение нефтепродуктов при сушке влаж-
ной пробы. Это существенно снижает достовер-
ность результатов определения содержания неф-
тепродуктов, так как на практике необходимо
знать их содержание в почвах с естественной
влажностью, соответствующей условиям их зале-
гания, а не в сухом образце почвы. Это может слу-
жить доказательством более высокой достоверно-
сти определения степени загрязнения почвы
предлагаемым способом по сравнению с методи-
кой РД 52.18.575-96, в соответствии с которой со-
держание НП определяют только для искусствен-
но высушенных проб почвы.

Представленные в табл. 2 результаты показы-
вают, что предлагаемый способ можно использо-
вать для определения содержания легких фрак-
ций нефтепродуктов практически в любых почвах
и при любой концентрации НП. Очевидно, что
рекомендуемый в РД 52.18.575-96 в качестве рас-
творителя четыреххлористый углерод не извлекает
весь содержащийся в почве нефтепродукт и поэто-
му ограниченно пригоден для этой цели. Следует
отметить также, что четыреххлористый углерод
ядовит.

Настоящее исследование выполнено в 2000 г.,
а в 2001 г. опубликован патент [3] на экстракцию
нефтепродуктов из воды хладоном 113. Преиму-
щество использования хладона 113 для экстрак-
ции НП впервые доказано Петровым и сотр. [4].
Несмотря на то, что многие страны перешли на
экстракцию нефтепродуктов хладоном 113, в Рос-
сии до сих пор для этой цели используют четы-
реххлористый углерод, который, в соответствии с
полученными данными, извлекает из почвы не
более половины НП.

Таблица 1. Основные технические характеристики спектрометра ИКАН-1

Параметр Значение

Спектральный диапазон, нм от 1800 до 3600
Абсолютная погрешность установки длины волны, нм Не выше 5
Диапазон измерений спектрального коэффициента направленного пропускания (СКНП), % от 0 до 100
Пределы допускаемого значения абсолютной погрешности при измерении СКНП, % ±2
Пределы допускаемого значения случайной составляющей погрешности при измерении СКНП, % 0.5
Время установления рабочего режима, мин 20
Время анализа одной пробы, мин 5



ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 77  № 5  2022

ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ НЕФТЕПРОДУКТОВ 435

Таблица 2. Найденное содержание (мг/кг) керосина в пробах почв различных видов

№ скважины, описание породы Влажная 
проба

Сухой 
остаток

Стандарт-
ный метод

Суммарное 
по предлагае-
мому способу

Глубина 
отбора
проб, м

Глины
417, плотная, светло-коричневая 6.7 13.7 9.2 20.4 4.0–4.2
419, темно-серая, уплотненная 5.1 5.4 5.3 10.5 4.0–4.2
428, коричневая, слабопластинчатая 4.6 4.8 5.0 9.4 1.0–1.2
428, коричневая, слабопластинчатая 5.7 5.2 4.0 10.9 4.0–4.2
435, коричневая, вязкая 5.2 13.5 8.1 18.7 1.0–1.2
435, серая, пластинчатая 4.9 24.0 18.6 28.9 4.0–4.2
442, коричневая, вязкая 1.4 22.9 18.1 24.3 4.0–4.2
448, темная с песком 23.2 294.4 242.3 317.6 4.0–4.2
452, светло-желтая, плотная 5.2 5.3 5.1 10.5 4.0–4.2
459, коричневая, плотная 4.3 16.6 17.0 20.9 1.0–1.2
460, коричневая, плотная 4.1 10.9 9.2 15.0 1.0–1.2
460, коричневая, плотная 8.6 17.0 15.6 25.6 4.0–4.2
467, коричневая, плотная 3.9 5.7 5.0 9.6 1.0–1.2
467, коричневая, плотная 3.2 5.6 5.0 8.8 4.0–4.2
470, коричневая, плотная 9.6 13.5 13.4 23.1 4.0–4.2
471, коричневая, плотная 3.0 5.7 4.1 8.7 1.0–1.2
475, коричневая, плотная 4.9 5.0 4.6 9.9 4.0–4.2
476, темно-коричневая, слюдистая 13.0 6.5 8.3 19.5 4.0–4.2
477, с глинистым песком 3.5 14.7 13.2 18.2 1.0–1.2
477, коричневая 3.7 17.9 11.5 21.6 4.0–4.2
481, серая 9.7 14.1 – 23.8 0.8–1.0
482, светло-коричневая 6.0 16.5 6.6 22.5 0.8–1.0
503, коричневая, вязкая, пластинчатая 9.8 17.9 21.1 27.7 4.0–4.2
432, темно-коричневая, плотная 51.6 65.3 82.4 116.9 4.0–4.2
447, темная 106.2 487.7 511.4 593.9 4.0–4.2
452, светло-желтая, плотная 5.2 5.3 5.2 10.5 4.0–4.2
469, коричневая, плотная 52.9 283.6 186.8 336.5 4.0–4.2
445, темно-серая, слабопесчаная 2944.9 661.7 1967.0 3606.6 4.0–4.2
454, темно-серая, вязкая 601.7 565.1 611.2 1166.8 1.0–1.2
454, пластинчатая 911.1 960.5 949.8 1871.6 4.0–4.2

Суглинки
418, светло-желтый, плотный 4.8 5.7 5.0 10.5 4.0–4.2
429, светло-коричневый 5.1 4.5 5.3 9.6 4.0–4.2
430, коричневый, плотный 134.7 385.6 376.3 520.3 0.0–0.20
436, коричневый, плотный 5.2 5.6 3.8 10.8 1.0.0–1.2
442, черный, супесчаный 4.8 28.1 17.1 32.9 0.0–0.2
442, желтый, плотный 4.2 17.7 10.4 21.9 1.0–1.2
445, коричневый с просл.глин 292.3 183.9 264.3 476.2 1.0–1.2
446, темно-серый до коричневого 5.6 5.0 5.9 10.6 2.4–2.6
480, желтый, средний 11.6 27.8 12.3 39.4 0.8–1.0
486, коричневый 4.8 5.3 5.0 10.1 0.8–1.0
487, светло-коричневый 4.6 5.1 4.8 9.7 0.8–1.0
488, черный 8.1 14.0 13.9 22.1 0.8–1.0
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* * *

Таким образом, показано, что используемые
для определения нефтепродуктов в почвах мето-
дики ГОСТ Р 54039-2010 и РД 52.18.575-96 не поз-
воляют оценить содержание легких нефтепродук-
тов, поскольку значительная их часть теряется
при высушивании проб на стадии пробоподго-
товки. Использование хладона 113 вместо четы-
реххлористого углерода при экстракции НП из
образцов почвы позволяет существенно повы-

сить достоверность определения содержания в
них нефтепродуктов. Полученные результаты мо-
гут быть положены в основу разработки и апроба-
ции методики определения содержания нефте-
продуктов в почве ИК-спектрометрическим спо-
собом при создании новых нормативов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. ГОСТ Р 54039-2010. Качество почв. Экспресс-ме-

тод ИК-спектроскопии для определения количе-

Почво-растительный слой
420 201.1 220.9 203.9 422.0 0.0–0.2
424 5.0 432.9 268.9 437.9 0.0–0.2
435 9.6 26.2 12.2 35.8 0.0–0.2
447 136.3 138.1 52.8 274.4 0.0–0.2
454 157.1 374.5 364.2 531.6 0.0–0.2
459 5.7 5.4 5.7 11.1 0.0–0.2
460 9.2 8.3 7,9 17.5 0.0–0.2
467 8.3 5.7 6.2 14.0 0.0–0.2
477 6.1 484.8 324.7 490.9 0.0–0.2
480 0.6 6.7 6.1 7.3 0.0–0.2
482 4.0 9.5 6.6 13.5 0.0–0.2
486 5.4 5.1 5.7 10.5 0.0–0.2
487 5.0 5.3 5.3 10.3 0.0–0.2
488 13.7 29.4 16.9 43.1 0.0–0.2

Песок
424, песок темно-серый, глинистый 2171.9 294.4 1715.8 2466.3 4.0–4.2
425, супесь серая, легкая 1249.0 205.9 1209.2 1454.9 1.0–1.2
425, песок серый, среднезернистый 3245.8 126.6 1910.1 3372.4 4.0–4.2
430, песок темно-серый, мелкозернистый, глинистый 5.9 1069.8 687.9 1075.7 1.0–1.2
430, песок темно-серый, мелкозернистый, глинистый 851.9 196.3 494.4 1048.2 4.0–4.2
436, песок черный, среднезернистый с глинистой про-
слойкой 2722.7 601.9 1722.2 3324.6 4.0–4.2

437, песок серый, среднезернистый с глинистой про-
слойкой 1180.7 115.6 608.5 1296.3 1.0–1.2

437, песок серый, среднезернистый 227.4 55.4 154.3 282.8 4.0–4.2
438, песок желтый, среднезернистый 98.7 66.9 65.0 165.6 1.0–1.2
438, песок среднезернистый, серый 400.8 185.9 167.3 586.7 6.3–6.5
448, песок желто-коричневый, слабоглинистый 23.2 294.4 242.3 317.6 4.0–4.2
450, песок желтый, среднезернистый, глинистый 4.8 15.6 13.0 20.4 4.0–4.2
456, супесь желтая, средняя 5.5 181.2 49.9 186.7 4.0–4.2
451, песок глинистый, среднезернистый 10.9 6.0 5.8 16.9 4.0–4.2
453, супесь желтая, легкая 4.5 5.0 4.6 9.5 4.0–4.2
456, супесь желтая, средняя 5.5 181.2 49.9 186.7 4.0–4.2

№ скважины, описание породы Влажная 
проба

Сухой 
остаток

Стандарт-
ный метод

Суммарное 
по предлагае-
мому способу

Глубина 
отбора
проб, м

Таблица 2. Окончание
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Изучено сорбционное поведение асфальтенов, а также их агрегатов в неводных (толуольных) рас-
творах на поверхностно-модифицированном сорбенте типа “ядро−оболочка” на основе нанораз-
мерного магнетита. Асфальтены предварительно выделяли из нескольких видов тяжелого нефтяно-
го сырья и характеризовали комплексом физико-химических методов. По результатам сорбцион-
ных исследований можно говорить о потенциальной эффективности предложенного сорбента для
извлечения асфальтеновых соединений, например, для промышленной деасфальтизации нефти
или в сорбционно-аналитических схемах определения асфальтенов в нефтепродуктах.

Ключевые слова: поверхностно-модифицированные магнитные сорбенты, асфальтены, тяжелое
нефтяное сырье.
DOI: 10.31857/S0044450222050127

В настоящее время практически весь прирост
запасов нефти происходит за счет так называемо-
го тяжелого нефтяного сырья (ТНС), характери-
зующегося высоким содержанием асфальтенов.
Переработка тяжелой нефти сложнее по сравне-
нию с более легкими фракциями, энергоёмка и,
как следствие, низкорентабельна; в связи с этим
поиск способов повышения эффективности пе-
реработки ТНС представляет особую актуаль-
ность.

Асфальтены – наиболее высокомолекулярные
и полярные компоненты нефти со средней мо-
лярной массой около 750 г/моль; содержание ас-
фальтенов в нефтях колеблется от 1 до 20% [1, 2].
Они характеризуются склонностью к агрегирова-
нию в объеме дисперсионной среды и адсорбции
на поверхностях из-за сильных межмолекуляр-
ных взаимодействий, обусловленных наличием
гетероатомов, полярных групп, атомов металлов
и полиароматических структур. Известно, что ка-
талитические яды, к которым относятся ванадий
и никель, прочно связаны со структурой асфаль-
тенов нефти. Металлы, накапливаясь на катали-
заторах вторичных процессов нефтепереработки,
существенно снижают их активность. Ограниче-
ния содержания ванадия в топливах также связа-
ны с ванадиевой коррозией, возникающей на
стенках камер сгорания газовых турбин и топоч-
ных устройств. Вследствие этого поиск и разра-

ботка эффективных и технологичных способов
облагораживания (деасфальтизации и деметалли-
зации) ТНС остаются важными вопросами неф-
тедобычи и нефтепереработки [3, 4].

Наиболее широкое практическое применение
для облагораживания ТНС получил метод соль-
вентной деасфальтизации. Один из активно ис-
следуемых вариантов такой обработки – допол-
нительное введение в систему сверхкритического
флюида (действующего как антирастворитель), в
котором диспергируемое вещество (асфальтен)
малорастворимо или не растворимо вовсе. Сверх-
критический антирастворитель характеризуется
диффузией, которая может быть на два порядка
выше показателя диффузии в обычном органиче-
ском растворителе. Этот факт предполагает, что
перенасыщение раствора происходит быстрее и
соответственно быстрее и более полно осаждает-
ся растворенное вещество (в нашем случае ас-
фальтеновая фракция) [5, 6]. Для улучшения эф-
фективности процесса деасфальтизации под дей-
ствием сверхкритических флюидов применяют
добавки различных агентов. Один из таких вари-
антов – дополнительное введение сорбционных
материалов, в частности, магнитных наносорбен-
тов [7–9].

Потенциально применение таких сорбентов
для решения практических задач сорбции (твер-
дофазной экстракции) различных компонентов
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имеет ряд преимуществ по сравнению с суще-
ствующими сорбционными методиками. Нано-
частицы имеют значительно большую площадь
поверхности на единицу объема, что позволяет
повысить скорость и эффективность сорбцион-
ных процессов. За счет направленной модифика-
ции их поверхности можно сформировать сорб-
ционные центры необходимого строения [10].
Эффективный и быстрый процесс магнитной се-
парации использованного сорбента позволяет
исключить длительную стадию седиментации
или фильтрования осажденной массы от освет-
ленной жидкости. Все это делает магнитные на-
ночастицы потенциально мощным инструмен-
том как для промышленных сорбционных про-
цессов, так и для аналитических определений
(стадии твердофазного концентрирования анали-
тов). Однако примеры сорбции из неводных (ор-
ганических) систем (в отличие от водных раство-
ров) на модифицированных магнитных наносор-
бентах практически не описаны в научной
литературе. Отсутствуют также данные по опти-
мальной структуре оболочки (оболочек), обеспе-
чивающей функционирование наночастиц в не-
водных средах, а также по подбору параметров
сорбции.

В настоящей работе мы оценили возможности
выделения асфальтенов из толуольных растворов
на предложенном поверхностно-модифициро-
ванном сорбенте, исследовали закономерности
сорбции, связанные с особенностями химическо-
го строения асфальтенов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реагенты и оборудование. В качестве сорбатов

использовали образцы асфальтенов, выделенные
по стандартной методике ASTM D 6560 (IP 143).
Источник асфальтенов – тяжелая нефть и гудрон
с двух предприятий нефтепереработки (АО “Та-
неко” и ООО “ЛУКОЙЛ-Ухтанефтепереработ-
ка”). Асфальтены характеризовали валовым со-
держанием макрокомпонентов (S, N, O, H, C),
ванадия и никеля, а также структурными пара-
метрами молекул асфальтенов и их наноагрегатов
(рентгеноструктурные и ЯМР-исследования). 1Н
и 13С ЯМР-спектры асфальтенов регистрировали
с использованием спектрометра Bruker Avance III
HD 500, оснащенного криодатчиком повышен-
ной чувствительности Bruker Prodigy CPB-
BOH&F. Рабочие частоты ЯМР-спектрометра:
500.13 МГц для 1H и 125.76 МГц для 13С. Рентге-
новские дифрактограммы асфальтенов получали
на дифрактометре Rigaku Rotaflex RU-200, осна-
щенном вращающимся медным анодом (длина
волны излучения 1.542 Å), горизонтальным го-
ниометром фирмы “Rigaku” (Япония) D/MAX-b,
фокусирующим графитовым кристаллом-моно-
хроматором и сцинтилляционным детектором.

Средние молекулярные массы асфальтенов опре-
деляли методом масс-спектрометрии с лазерно-
десорбционной ионизацией с времяпролетным
масс-анализатором (MALDI-TOF) на масс-спек-
трометре Bruker Autoflex Speed, оснащенном
твердотельным УФ-лазером с длиной волны
355 нм, в линейном режиме и с регистрацией по-
ложительных однозарядных ионов (диапазон ре-
гистрируемых масс 500–5000 Да). Для регистра-
ции ИК-спектров асфальтенов использовали
ИК-Фурье спектрометр EQUINOX 55 S (Bruker,
Германия); спектры регистрировали в диапазоне
700–4000 см–1.

Содержания матричных элементов в выделен-
ных асфальтенах определяли путем динамическо-
го сжигания пробы в присутствии кислорода с по-
следующим разделением на хроматографической
колонке образующихся газов СО2, N2, H2O, SO2.
Анализ проводили на элементном анализаторе
Thermo Scientific Flash EA-2000. Содержание наи-
более распространенных в составе ТНС металлов
(V, Ni) определяли методом масс-спектрометрии
с индуктивно связанной плазмой на масс-спек-
трометре Agilent 7900 в соответствии с ASTM
D 5708 после предварительной подготовки образ-
цов к анализу по методике ASTM D 7876.

Реакционные массы при получении модифи-
цированных наносорбентов нагревали в микро-
волновой системе Discover SP-D (CEM Corp.,
США) с фокусированным излучением (частота
2.45 ГГц, максимальная мощность магнетрона
300 Вт с возможностью программирования и кон-
троля текущих параметров: температуры и скоро-
сти ее подъема, давления, времени и мощности) в
комплекте с температурным ИК-датчиком для
работы при атмосферном и повышенном давле-
ниях.

Спектрофотометрическое определение содер-
жания кремния, входящего в состав сорбента,
проводили после кислотного разложения навес-
ки материала (спектрофотометр UV-1800, Shi-
madzu Corp., Япония). Содержание железа опре-
деляли методом атомно-эмиссионной спектро-
метрии с индуктивно связанной плазмой (Iris
Intrepid Duo, Thermo Elemental, США). Изобра-
жения частиц получали при помощи сканирую-
щего электронного микроскопа JEOL JSM-6700F
(Япония). Содержание асфальтенов в растворах
до и после сорбции определяли спектрофотомет-
рически при 350 нм.

Синтез сорбционного материала и условия про-
ведения экспериментов. Все реагенты для синтеза
и модифицирования квалификации х.ч. или ч.д.а.
использовали без дополнительной очистки. Для
синтеза магнетитовых ядер использовали реак-
цию соосаждения Fe3O4 из смеси водных раство-
ров солей железа Fe(II) и Fe(III) в мольном соотно-
шении 1 : 2 водным раствором NH3 (25–28 мас. %) в
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условиях микроволнового (МВ) нагрева (методи-
ка описана в работе [11], условия МВ-обработки
приведены в табл. 1).

Для модифицирования поверхности синтези-
рованные частицы диспергировали в смеси этано-
ла, дистиллированной воды и концентрированного
раствора NH3 с последующим добавлением Si-со-
держащего прекурсора (тетраэтилортосиликат,
ТЭОС) (методика описана в работе [12]). Получен-
ную суспензию перемешивали магнитной мешал-
кой при комнатной температуре в течение несколь-
ких минут. Далее сосуд с содержимым помещали
в микроволновую систему и нагревали по про-
грамме, приведенной в табл. 1, в результате чего
происходил гидролиз ТЭОС и модифицирование
поверхности Fe3O4 продуктами гидролиза (в ос-
новном диоксидом кремния). После охлаждения
реакционной смеси полученный продукт
(Fe3O4@SiO2) отделяли магнитной сепарацией,
промывали несколько раз водой и спиртом.

Сорбционные характеристики наносорбента
(изотермы сорбции) по отношению к асфальте-
нам изучали отдельно для низких (0–50 мг/л) и
более высоких (500–3000 мг/л) концентраций
сорбатов, т.е. предположительно для случаев
сорбции отдельных молекул и наноагрегатов.
Эксперименты проводили при комнатной темпе-
ратуре и при 45°С, поскольку установлено, что
степень извлечения асфальтенов в фазу сорбента
из модельных толуольных растворов при этой
температуре максимальна [13]. В качестве раство-
рителя для асфальтенов использовали толуол. По
результатам сорбционных экспериментов (Vр-ра =
= 10 мл, mсорб = 45 мг, время установления равно-
весия 30–40 мин при перемешивании магнитной
мешалкой) строили соответствующие изотермы
сорбции.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Изучение состава и структуры асфальтенов. До-

стоверная информация о строении асфальтенов
является основой для последующего прогнозиро-
вания их поведения (в том числе и сорбционного)
в реальных системах. С развитием инструмен-
тальных физико-химических методов анализа хи-
мическое строение асфальтенов изучают, исполь-
зуя комплекс методов ИК- и УФ-спектроскопии,
ядерного и парамагнитного резонанса, рентгено-
структурного, электронно-микроскопического и
масс-спектрометрического анализа.

Поскольку асфальтены – это не индивидуаль-
ные соединения, а класс компонентов нефти, их
валовый состав и химическое строение варьирует
в зависимости от конкретного нефтяного источ-
ника. Основной структурой асфальтена является
плоский “лист” из конденсированных бензоль-
ных колец, на периферии которого расположены

заместители – парафиновые и нафтеновые угле-
водородные радикалы. Гетероатомы (S, N, О), ве-
роятно, замещают некоторые из ароматических
атомов углерода в листах. Некоторые фрагменты
полиароматической структуры могут быть ча-
стично или полностью насыщенными и в разных
сочетаниях с алифатическими участками могут
формировать различные конечные структуры; на
этот счет до сих пор существуют различные моде-
ли асфальтеновых молекул [2].

По данным рентгеноструктурных и электро-
нографических исследований, асфальтены в
твердом виде имеют кристаллоподобную структу-
ру с несовершенной гексагонально-плоскостной
упаковкой атомов углерода (подобной графиту).
Эта упаковка формируется за счет агрегирования
молекул с формированием “пачечных” структур
диаметром 0.9–1.7 нм из 4–5 слоев, отстоящих
друг от друга на расстояние около 0.36 нм [1]. При
определенных условиях суммарное действие
межмолекулярных сил приводит к дополнитель-
ному взаимодействию между ареновыми фраг-
ментами, карбоксильными и аминогруппами в
молекулах асфальтенов, что обеспечивает даль-
нейшее формирование более крупных кластеров
наноагрегатов.

Эти закономерности строения, определяющие
сорбционное поведение асфальтенов, подтвер-
ждены данными, полученными и рассчитанными
для использованных в данной работе асфальтенов
(табл. 2).

Видно, что исследованные образцы асфальте-
нов незначительно отличаются по валовому
атомному составу и по структуре как самих моле-
кул, так и агрегатов. На это же указывают и ИК-
спектры образцов (рис. 1), которые также весьма
близки. Во всех ИК-спектрах можно выделить ха-
рактерные полосы поглощения, которые могут
быть отнесены к тем или иным молекулярным
группам, характерным для класса асфальтенов:
сульфоксидные группы (1031 см–1), метиленовые –
СН2– и метильные –СН3 группы (2851 и 2921 см–1

соответственно), карбонильные группы C=O

Таблица 1. Условия микроволнового синтеза Fe3O4 и
Fe3O4@SiO2

Параметр 
микроволнового синтеза

Fe3O4 Fe3O4@SiO2

Температура, °С 80 90

Мощность, Вт 300 300

Время набора, мин 0.5 2.5

Продолжительность 
нагрева, мин

10 15
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(1730 см–1). Полосы поглощения при 1625 см–1 от-
носят к валентным колебаниям С–С связей арома-
тических колец, при 1375 см–1 – к валентным коле-
баниям С–С связей метильных групп (указывают
на наличие алкильных заместителей небольшой
длины), колебания при 725 см–1 связаны с числом
метиленовых групп в парафинах (n ≥ 4).

Сорбент для отделения асфальтенов. Предложен-
ный материал представляет собой наночастицы
магнетита, покрытые слоем силикагеля. Такие по-
верхностно-модифицированные различными со-
единениями-модификаторами материалы являют-
ся эффективными сорбентами. За счет варьирова-
ния природы и характеристик оболочек

Таблица 2. Элементный состав и структурные характеристики образцов асфальтенов

Показатель Гудрон 
Танеко

Нефть 
Танеко Гудрон Ухта Нефть Ухта

Валовый состав

Молярная масса, г/моль 1680 1500 1710 1700

Содержание серы, % 4.07 7.67 3.7 3.72

Содержание азота, % 1.6 1.75 1.46 1.45

Содержание водорода, % 7.35 7.46 7.71 7.72

Содержание углерода, % 84.9 81.24 85.16 84.62

Содержание кислорода, % (по разнице) 2.08 1.88 1.97 2.49

Атомное соотношение H/C 1.04 1.1 1.08 1.09

Содержание никеля, мкг/г 333 ± 15 517 ± 10 416 ± 37 382 ± 32

Содержание ванадия, мкг/г 1179 ± 54 2156 ± 37 476 ± 44 393 ± 27

Данные рентгеноструктурного анализа

Расстояние между ароматическими листами 3.52 3.52 3.51 –

Средняя высота стопки ароматических листов в 
направлении, перпендикулярном плоскости листов

22.1 18.2 21.4 –

Число ароматических листов в стопке 7.3 6.2 7.1 –

Расстояние между алифатическими слоями (сосед-
ними алифатическими цепочками либо насыщен-
ными кольцами)

5.64 5.9 5.79 –

Средний диаметр ароматического листа 19.3 19 19.4 –

Среднее количество ароматических колец в листе 7.2 7.1 7.3 –

Число атомов в молекуле с учетом элементного анализа (ЯМР 1Н и 13С)

Фактор ароматичности 0.74 0.7 0.75 0.73

Длина боковых алкильных цепей 5 4 5 5

Абсолютное число атомов водорода 123 112 132 131

Абсолютное число атомов углерода 119 102 121 120

Абсолютное число атомов серы 2 4 2 2

Абсолютное число атомов азота 2 2 2 2

Абсолютное число атомов кислорода 2 2 2 3
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наночастиц можно менять в широких пределах их
сорбционные свойства по отношению к сорбатам
различной химической природы [10–13]. Выбор
полярного силикагелевого покрытия обусловлен
необходимостью сорбции умеренно полярных
соединений (асфальтеновая фракция, как отме-
чалось выше, является наиболее полярной из
присутствующих в нефтяном сырье) из органиче-
ских неполярных сред; кроме того, силикагель
устойчив (не реагирует химически и не растворя-
ется) в органических средах. За счет суперпара-
магнитных свойств ядра частицы сорбента под
действием внешнего магнитного поля могут быть
отделены, в то же время далее при необходимости
частицы легко редиспергируются; это свойство
сорбента позволяет избежать длительных стадий

седиментации или фильтрования при разделении
фаз, что ускоряет и упрощает процесс извлечения
компонентов из жидких сред.

Электронными фотографиями сорбента
Fe3O4@SiO2 подтвердили наноразмерность полу-
ченных частиц (рис. 2): синтезированные матери-
алы представляют собой одиночные частицы и их
ассоциаты, имеющих размер от 50–80 нм до 400–
700 нм. Сорбенты имеют развитую поверхность
(113.4 м2/г по методу БЭТ), средний размер пор
10.4 нм, содержание основных компонентов в
Fe3O4@TEOS, мас. %: SiO2 36.0, Fe3O4 61.4 [13].
Получение фазы магнетита при синтезе подтвер-
ждено данными ИК-спектроскопии и рентгено-
дифракционного анализа [11].

Рис. 1. ИК-спектры исследованных образцов асфальтенов.
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Применение МВ-нагрева при получении по-
верхностно-модифицированных сорбентов – от-
носительно новый, но перспективный прием,
позволяющий получать наночастицы с более уз-
ким распределением по размерам с большим вы-
ходом за гораздо меньшее время синтеза [14].

Потенциальную эффективность применения
сорбента Fe3O4@SiO2 по отношению к асфальтенам
в статических условиях оценивали путем постро-
ения и последующего анализа изотерм сорбции
молекулярных и агрегированных форм. Считает-
ся, что асфальтены в среде толуола образуют ис-
тинные растворы при концентрациях не более
50 мг/л; при выполнении этого условия изотерма
сорбции имеет явно выраженную S-образную
форму (рис. 3). Этот факт может указывать на су-
ществование достаточно сильных межмолеку-
лярных взаимодействий между соседними сорби-
рованными молекулами, что вполне объяснимо,
учитывая описанную выше специфику строения
молекул асфальтенов. Насыщение поверхности
сорбента наступало при равновесной концентра-
ции асфальтенов выше 5 мг/л, максимальная
сорбционная емкость – 6.4 мг/г (0.057 мг/м2).

При возрастании концентрации асфальтенов в
жидкой фазе на 1–2 порядка, т.е. при формирова-
нии агрегатов асфальтенов в фазе раствора
(рис. 4), изотермы сорбции приобретают выпук-
лую форму с ярко выраженным выходом на пла-
то. Экспериментальные точки аппроксимирова-
лись уравнением Лэнгмюра с коэффициентом
корреляции 0.93–0.99. Рассчитанная максималь-
ная сорбционная емкость возрастает для исследо-
ванных образцов асфальтенов до 100–125 мг/г

(0.9–1.1 мг/м2) при комнатной температуре и до
500–550 мг/г (4.4–4.9 мг/м2) при 45°С. Такое воз-
растание объяснимо, поскольку каждый сорбци-
онный центр занимает не единичная молекула, а
агрегат. Для организации крупномасштабных
сорбционных процессов режим сорбции агрега-
тов будет, разумеется, более эффективным и ра-
циональным.

С другой стороны, факт значительного роста
сорбционной емкости при росте температуры
процесса находится в противоречии с моделью
Лэнгмюра, которая постулирует фиксированное
и неизменное число центров сорбции, а следова-
тельно, и сорбционной емкости при насыщении
независимо от температуры. Факт температурной
зависимости сорбционной емкости при насыще-
нии можно объяснить разными закономерностя-
ми формирования агрегатов асфальтенов при
различных температурах. В то же время для ас-
фальтенов, полученных из разных источников,

Рис. 3. Изотерма сорбции асфальтенов (источник –
гудрон Лукойл УНП) на модифицированном нано-
сорбенте Fe3O4@SiO2 из толуольных растворов при
комнатной температуре.
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сорбционные зависимости различаются между
собой не слишком значительно.

В работе [15] получены лэнгмюровские изо-
термы сорбции асфальтенов на наночастицах раз-
личных оксидов из толуольных растворов при
25–55°С. Рассчитанные максимальные удельные
количества сорбированных асфальтенов состави-
ли 0.6–1.05 мг/м2. Авторы отмечают, что асфаль-
тены лучше сорбировались на кислотных оксидах
(NiO), нежели на основных или амфотерных
(MgO и Fe3O4). В этом плане предложенные нами
модифицированные наночастицы будут иметь
очевидное преимущество (из-за внешней поверх-
ности, состоящей из оксида с явно выраженными
кислотными свойствами (SiO2)), что подтвержда-
ется более высокой величиной максимальной
сорбции (до 4.9 мг/м2).

В итоге можно говорить о принципиально раз-
личных механизмах при низких и высоких кон-
центрациях сорбата (асфальтенов) в жидкой орга-
нической фазе. В первом случае (рис. 3) происхо-
дит сорбция отдельных молекул асфальтенов, по-
видимому, формирующих далее друг с другом на
поверхности надмолекулярные структуры раз-
личной степени упорядоченности за счет межмо-
лекулярных взаимодействий. При существенном
увеличении концентрации асфальтенов в раство-
ре (рис. 4) формируются агрегаты, сорбирующие-
ся по механизму монослойного заполнения по-
верхности. При этом значительное увеличение
сорбируемости может быть связано именно с
сорбцией наноагрегатов, а не отдельных молекул.
Показанная экспериментально значительная за-
висимость максимальной сорбируемости от тем-
пературы (100–125 мг/г при комнатной темпера-
туре и 500–550 мг/г при 45°С) также можно объ-
яснить температурной зависимостью размеров
асфальтеновых агрегатов.

Возрастание эффективности деасфальтизации
и деметаллизации при применении наноразмер-
ных оксидов в гибридных технологиях переработ-
ки также отмечено в работе [8].

В итоге полученные данные свидетельствуют о
том, что сорбент Fe3O4@SiO2 может быть пер-
спективен для выделения асфальтенов в аналити-
ческих либо промышленных целях. Полученные
результаты в дальнейшем могут быть применены
для разработок конкретных методик деасфальти-
зации. Однако для оптимального выбора кон-
кретных агентов для деасфальтизации (раствори-
тель, сорбент) и условий процесса (температура,
соотношения реагентов, продолжительность), а
также для подтверждения и/или уточнения име-
ющихся данных необходимо проведение даль-
нейших исследований с большей выборкой об-
разцов нефтей и ТНС.

Работа выполнена при финансовой поддержке
РФФИ, проект 18-29-06044 мк.
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На примере сорбции ионов Ag(I), Au(III) и Pd(II) из водных растворов изучена зависимость сорб-
ционных возможностей магнитных сорбентов МНЧ@УНТ от соотношения образующих его компо-
нентов: наночастиц магнетита (МНЧ) и углеродных нанотрубок (УНТ), синтезированных методом
каталитического пиролиза паров этанола на различных катализаторах группы железа. Показано,
что сорбционная емкость всех типов композитов растет с увеличением содержания в них УНТ по
отношению к МНЧ. Установлено, что оптимальное соотношение компонентов в композите для
всех УНТ, полученных на различных катализаторах и имеющих различную морфологию, равно
10 : 1. При этом соотношении композит имеет максимальную сорбционную емкость по отношению
к изучаемым ионам, которая составляет 6.5, 6.1 и 5.5 мг/г для сорбции Ag(I), Au(III) и Pd(II) соот-
ветственно, и достаточную намагниченность для разделения фаз в магнитном поле. Показано, что
модификация УНТ магнитными наночастицами позволяет использовать образовавшийся компо-
зит не только в статическом, но и в динамическом варианте твердофазной экстракции; ранее при-
менение индивидуальных УНТ, полученных на кобальтовом и железном катализаторах, не дало по-
ложительных результатов. В динамическом режиме можно использовать большие объемы анализи-
руемых растворов, достигаются более высокие коэффициенты концентрирования по сравнению со
статическим режимом, а также более низкие пределы определения элементов после выпаривания
элюатов на графитовом порошке. Для всех видов композита выполнена сравнительная метрологи-
ческая оценка результатов определения элементов методом дуговой атомно-эмиссионной спектро-
скопии. Полученные пределы определения элементов составляют n × 10–7 мас. % (Kконц = 200).

Ключевые слова: сорбция, магнитный композит, магнитная твердофазная экстракция, углеродные
нанотрубки, магнитные наночастицы, статический и динамический методы твердофазной экс-
тракции.
DOI: 10.31857/S0044450222050036

Метод магнитной твердофазной экстракции
(МТФЭ), заключающийся в сорбции ионов ме-
таллов или органических соединений на магнит-
ном сорбенте с последующим отделением сор-
бента от раствора с помощью постоянного магни-
та, находит все более широкое применение в
аналитической химии [1]. Разделение фаз с помо-
щью магнита позволяет избежать трудоемких
процессов фильтрования или центрифугирова-
ния, которые обычно используются для разделе-
ния фаз в статических методах твердофазной экс-
тракции, и значительно упростить и ускорить
процесс извлечения определяемых веществ из
растворов. Магнитные сорбенты представляют
собой материалы, в которых наночастицы окси-
дов железа внедрены в немагнитные матрицы.

Одним из перспективных магнитных сорбентов
является МНЧ@УНТ, состоящий из магнитных
наночастиц магнетита (МНЧ) и углеродных на-
нотрубок (УНТ). Благодаря высокой удельной
поверхности, быстрому массообмену, полноте
сорбции и десорбции, а также возможности мно-
гократной регенерации, магнитные нанокомпо-
зиты МНЧ@УНТ с успехом используются в ана-
литической практике для концентрирования, а
также для очистки объектов окружающей среды
[2–4]. Нанокомпозит МНЧ@УНТ устойчив как в
кислой, так и в щелочной средах, поэтому может
использоваться для извлечения определяемых ве-
ществ из раствора в широком диапазоне pH.
Обычно его получают путем адсорбции предвари-
тельно синтезированных МНЧ поверхностью
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УНТ, так как этот способ является наиболее про-
стым и экономичным [5, 6]. Как правило, для
синтеза УНТ используют метод каталитического
пиролиза паров (chemical vapor deposition, CVD)
ацетилена [7], изобутана [8] или этанола [9] на
различных катализаторах. Наши предыдущие ис-
следования [10] показали, что полученные на ни-
келевом катализаторе УНТ(Ni), а также кислотно
модифицированные УНТ могут успешно приме-
няться в качестве сорбентов в твердофазной экс-
тракции (ТФЭ) как в статическом, так и в дина-
мическом режимах. Использование УНТ, полу-
ченных на кобальтовом (УНТ(Co)) и железном
(УНТ(Fe)) катализаторах затруднено в статиче-
ском режиме из-за сложности разделения фаз и
практически невозможно в динамическом вари-
анте ТФЭ в связи с трудностью заполнения хро-
матографической колонки из-за ватообразной
консистенции этих материалов. Причина этого
явления – различная морфология УНТ, получен-
ных в различных условиях синтеза, в частности с
катализаторами разных типов. В то же время син-
тез на железном и кобальтовом катализаторах
экономически более привлекателен в связи с го-
раздо бóльшим по сравнению с никелевым ката-
лизатором валовым выходом продукта реакции –
УНТ, что особенно важно в технологии и при
концентрировании примесей из больших объе-
мов водных сред в аналитической практике.

В связи с изложенным выше задачей настоя-
щего исследования являлось нахождение и сопо-
ставление возможностей использования в каче-
стве сорбентов УНТ различных морфологий:
УНТ(Ni), УНТ(Fe), УНТ(Co). Для решения этой
задачи модифицировали УНТ магнитными нано-
частицами и изучали зависимости сорбционных
возможностей композитов от соотношения в них
УНТ и МНЧ в статическом и динамическом ре-
жимах ТФЭ. Особый интерес представляло изу-
чение возможности использования УНТ(Co) и
УНТ(Fe), модифицированных магнитными на-
ночастицами, и в динамическом варианте ТФЭ,
который позволяет достигать более низкие пределы
обнаружения определяемых ионов металлов по
сравнению со статическим за счет использования
для анализа больших объемов водных растворов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Для синтеза магнетита использовали свеже-

приготовленные растворы хлоридов железа(III) и
(II) при их соотношении 2 : 1, содержащие 11.7 г
FeCl3·6H2O и 4.3 г FeCl2·4H2O. Синтез МНЧ про-
водили в трехгорлой круглодонной колбе емк.
200 мл при 80°С в атмосфере инертного газа арго-
на при интенсивном перемешивании в течение
одного часа. Затем в раствор быстро добавляли
20 мл 25–30%-ного раствора NH3 до достижения
pH 10. После охлаждения осадок удерживали в

колбе с помощью магнита, промывали деионизо-
ванной водой и этанолом до pH 7, высушивали до
сухого остатка в сушильном шкафу при 60°С, пе-
ремешивали в ступке из оргстекла и помещали в
бюкс, а затем в эксикатор для хранения.

Углеродные нанотрубки синтезировали по
разработанной нами методике CVD [9]. УНТ оса-
ждали на поверхности никелевого, кобальтового
или железного катализатора, который после син-
теза отмывали 30%-ной HNO3. Полученные об-
разцы УНТ промывали деионизованной водой,
высушивали и проводили окислительную моди-
фикацию путем кипячения УНТ в конц. HNO3 oc.
ч. в течение полутора часов. Затем УНТ отмывали
от кислоты деионизованной водой до pH 7, высу-
шивали и использовали для синтеза композита.

Магнитный сорбент МНЧ@УНТ синтезирова-
ли в конической колбе емк. 100 мл, в которую по-
мещали по 100 мг заранее полученных МНЧ и
УНТ. Заливали их 30 мл деионизованной воды и
перемешивали при комнатной температуре на ка-
чалке с возвратно-поступательным движением в
течение 30 мин. Образующийся магнитный сор-
бент удерживали в колбе магнитом, а не связав-
шиеся с МНЧ углеродные нанотрубки сливали в
кварцевую чашку. Оставшийся в колбе получен-
ный сорбент дважды промывали деионизованной
водой и промывные воды сливали в ту же чашку.
Сливы выпаривали, а сухой остаток высушивали
под ИК-лампой и взвешивали, определяя таким
образом количество не связавшихся в композит
УНТ. По разности масс исходных и не связанных
в композит УНТ определяли количество УНТ в
магнитном сорбенте. Полученный магнитный
сорбент оставляли в колбе во влажном состоянии
и использовали для изучения сорбции ионов ме-
таллов из водных растворов.

Состав синтезированных порошков МНЧ и
МНЧ@УНТ изучали методом рентгенофазового
анализа на дифрактометре Bruker D2 PHAZER
(СoKα1-излучение) в виде суспензии в вазелино-
вом масле. При расшифровке рентгенограмм ис-
пользовали банк данных “Power Diffraction File
(PDF-2)”. Магнитные характеристики МНЧ и
композита определяли при комнатной темпера-
туре на вибрационном магнитометре EG&G
Princeton Applied Research, model 155. Для иссле-
дования морфологии образцов композитов
МНЧ@УНТ, в состав которых входили УНТ, по-
лученные на различных катализаторах, применя-
ли просвечивающий электронный микроскоп
(ПЭМ) JEOL JEM-2100 при ускоряющем напря-
жении 200 кВ.

Для изучения сорбции ионов металлов из вод-
ных растворов 50 мл раствора помещали в кони-
ческую колбу емк. 100 мл, где уже находилось
200 мг магнитного сорбента, и перемешивали на
качалке в течение 20 мин. Необходимое значение
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pH раствора создавали добавлением 10%-ного
раствора NH3 или 5%-ной HNO3.

После окончания процесса сорбции сорбент с
извлеченными из раствора ионами металлов
удерживали в колбе магнитом, а раствор сливали
в кварцевую чашку с 500 мг графитового порош-
ка, выпаривали досуха под ИК-лампой и анали-
зировали. Сорбированные ионы Ag(I), Au(III) и
Pd(II) элюировали 6 мл 1 М HNO3 при постоян-
ном перемешивании в течение 30 мин. Затем сор-
бент вновь удерживали в колбе магнитом, а элюат
сливали в другую кварцевую чашку с 500 мг гра-
фитового порошка, упаривали досуха под ИК-
лампой и анализировали.

В случае сорбции в динамическом режиме для
приготовления колонки 80 мг магнитного сор-
бента МНЧ@УНТ засыпали во фторопластовую
трубку длиной 30 и внутренним диаметром 2.5 мм
через фторопластовую воронку. Верх и низ ко-
лонки закрывали пробками из стекловолокна.
Колонку промывали раствором 1 М HNO3, затем
деионизованной водой и 3 мл буферного раствора
с pH 5.5–6.0. Анализируемый раствор пропуска-
ли через колонку со скоростью 2 мл/мин, исполь-
зуя перистальтический насос. Ионы металлов
элюировали с колонки 4 мл 1 М HNO3. Элюат
сливали в кварцевую чашку с 500 мг графитового
порошка, упаривали досуха под ИК-лампой и
анализировали.

Магнитный сорбент регенерировали путем об-
работки его в течение 15 мин 0.5 М HNO3 и про-
мывания деионированной водой.

В качестве исходных растворов исследуемых
элементов использовали одноэлементные стан-
дартные растворы High Purity Standarts (США) с
концентрацией элементов 1000 ppm. Рабочие рас-
творы исследуемых элементов необходимой кон-
центрации готовили разбавлением исходных де-
ионизованной водой.

Для построения изотерм сорбции и определе-
ния сорбционной емкости сорбента готовили се-
рию растворов с концентрацией исследуемых
элементов от 10 до 70 мкг/мл. Из каждого раство-
ра отбирали аликвоту 50 мл и при pH 6 проводили
сорбцию на 200 мг сорбента до достижения сорб-
ционного равновесия. Сорбент с извлеченными
из раствора ионами металлов удерживали в колбе
магнитом, а раствор сливали в кварцевую чашку с
500 мг графитового порошка, выпаривали досуха
под ИК-лампой и анализировали.

Содержание элементов определяли методом
атомно-эмиссионной спектрометрии (АЭС) в ду-
ге постоянного тока силой 10 А на дифракцион-
ном спектрографе PGS-2 с решеткой 651 штр/мм,
обеспечивающей обратную линейную дисперсию
0.74 нм/мм. В работе использовали графитовый
порошок особой чистоты марки ОСЧ 8-4. Пробу

набивали в кратер нижнего электрода (анода).
Кратер имел глубину и диаметр 4 мм, толщину
стенок 1 мм. Конец верхнего электрода (катода)
был заточен на конус. Расстояние между электро-
дами составляло 4 мм. Использовали трехлинзо-
вую систему освещения щели. Для регистрации
эмиссионных спектров использовали разрабо-
танную в лаборатории фотоэлектрическую систе-
му регистрации на основе линеек приборов с за-
рядовой связью. Анализ выполняли, применяя
государственные стандартные образцы на основе
графитового порошка (комплект СОГ-21, УГТУ-
УПИ). Для расчета содержания элементов в рас-
творе их концентрацию в графитовом порошке
делили на коэффициент концентрирования, ко-
торый определяли как соотношение масс анали-
зируемого раствора и графитового порошка.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Для решения поставленных задач синтезиро-
вали составляющие композит компоненты:
МНЧ, УНТ(Ni), УНТ(Fe), УНТ(Co), из которых
получали композиты МНЧ@УНТ методами, из-
ложеными в “Экспериментальной части”, а так-
же описанными нами ранее [10, 11]. Магнитный
композит получали в две стадии при 80°С в атмо-
сфере аргона. Этот метод получения, с нашей
точки зрения, является более удобным и эконо-
мичным, чем одностадийный, а также позволяет
управлять соотношением между УНТ и МНЧ в
композите. Дифрактограмма порошка МНЧ по-
казала, что его состав соответствуют однофазно-
му магнетиту Fe3O4 (карточка PDF 11-614). Сред-
ний размер частиц МНЧ составил 15.0 нм [11].
Методом ПЭМ установили, что средний диаметр
частиц композита составляет 35–55, 45–85, 90–
145 нм для УНТ(Ni), УНТ(Co) и УНТ(Fe) соот-
ветственно.

Сорбционные возможности полученных сор-
бентов изучали по отношению к ионам Au(III),
Ag(I) и Pd(II) из азотнокислых растворов. Для
определения времени достижения сорбционного
равновесия в статическом режиме изучали рас-
пределение исследуемых элементов между сор-
бентом и водным раствором в зависимости от
времени контакта фаз. Установили, что макси-
мальная сорбция всех исследуемых ионов метал-
лов на сорбентах происходит в течение 20 мин
(рис. 1).

Оптимальное значение pH сорбции элементов
в статическом и динамическом режимах состави-
ло рН 6. Характер зависимости сорбции от pH
аналогичен для всех типов сорбентов, содержа-
щих УНТ: УНТ(Ni), УНТ(Co) и УНТ(Fe), поэто-
му на рис. 2 приведены кривые лишь для
МНЧ@УНТ(Ni).
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Степень извлечения ионов металлов на маг-
нитных сорбентах (табл. 1) составила 90–95%.
Содержание сорбированных на композите ионов
металлов определяли по разности содержаний в
исходном растворе и в сливе. По разности между
количеством сорбированных ионов и их содержа-
нием в элюате определяли количество десорбиро-
ванных ионов. Оптимальное время элюирования
сорбированных ионов 6 мл 1 М HNO3 при посто-
янном перемешивании на качалке составило
30 мин.

На рис. 3 приведены изотермы сорбции (при
комнатной температуре) ионов Au(III), Ag(I) и
Pd(II) на МНЧ@УНТ(Ni). Аналогичный вид име-
ют изотермы сорбции для УНТ(Co) и УНТ(Fe).
Полученные величины сорбционной емкости
всех типов магнитных сорбентов по отношению к
благородным металлам в зависимости от соотно-
шения компонентов приведены в табл. 2. Как
видно, с уменьшением содержания МНЧ в ком-
позитах их сорбционная емкость увеличивается.
Соотношение компонентов, соответствующее

сорбентам с максимальной емкостью, равно 10 : 1
для всех композитов, содержащих УНТ, получен-
ных на различных катализаторах. При таком со-
отношении намагниченность всех исследован-
ных композитов еще достаточна для отделения
сорбента от анализируемого раствора с помощью
магнита. Как и следовало ожидать, максимальным
значением емкости относительно всех элементов
обладает МНЧ@УНТ(Ni), а минимальной –
МНЧ@УНТ(Fe). Сорбционная емкость
МНЧ@УНТ(Co) имеет промежуточное значение.

Механизм сорбции ионов металлов на окисли-
тельно-функционализированных УНТ не раз
дискутировался в работах ученых различных
стран и обсуждался нами в обзоре [12]. К настоя-
щему времени утвердилось мнение, что механизм
сорбции включает несколько физических и хи-
мических процессов, преобладающим из которых
является ионный обмен между ионами металлов в
водной фазе и протонами карбоксильных и кар-

Рис. 1. Зависимость сорбции Au(III), Ag(I) и Pd(II) на
МНЧ@УНТ от времени контакта с сорбентом (pH 6).
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Рис. 2. Зависимость сорбции Au(III), Ag(I) и Pd(II) на
МНЧ@УНТ(Ni) от pH раствора (концентрация сор-
бируемых ионов металлов 10 мкг/мл, объем раствора
10 мл).
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Таблица 1. Степень извлечения ионов Au(III), Ag(I) и Pd(II) из водного раствора магнитным сорбентом
МНЧ@УНТ, содержащим углеродные нанотрубки различных морфологий, в оптимальных условиях сорбции и
элюирования (n = 4, P = 0.95)

Параметр 
сорбции

МНЧ@УНТ(Ni) МНЧ@УНТ(Co) МНЧ@УНТ(Fe)

Ag(I)
(sr = 0.14)

Au(III)
(sr = 0.16)

Pd(II)
(sr = 0.15)

Ag(I)
(sr = 0.15)

Au(III)
(sr = 0.18)

Pd(II)
(sr = 0.16)

Ag(I)
(sr = 0.17)

Au(III)
(sr = 0.19)

Pd(II)
(sr = 0.18)

Введено, мкг 50.0 50.0 50.0 50.0 50.0 50.0 50.0 50.0 50.0
Сорбция, мкг 48.5 ± 10.8 47.0 ± 12.0 48.0 ± 11.4 47.5 ± 11.3 46.0 ± 11.3 47.5 ± 12.1 47.0 ± 12.7 46.0 ± 14.0 47.0 ± 13.5
Десорбция, мкг 47.5 ± 10.5 45.5 ± 11.6 46.0 ± 11.0 46.5 ± 11.1 44.5 ± 12.7 46.0 ± 11.7 45.5 ± 12.3 45.0 ± 13.4 45.0 ± 12.9
Степень извле-
чения, %

95.0 91.0 92.0 93.0 90.0 92.0 91.0 90.0 90.0
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бонильных групп функционализированных УНТ.

При этом известно, что при обработке УНТ более

сильными окислителями (конц. HNO3, KMnO4)

на поверхности нанотрубок образуются преиму-

щественно карбоксильные функциональные

группы. В большинстве работ обсуждается влия-

ние на сорбционные свойства УНТ условий окис-

ления: типа окислителя, температуры и времени

обработки, кислотности среды или pH растворов,

концентрации металлов. Введенные функцио-

нальные группы повышают отрицательный заряд

поверхности углерода, соответственно увеличи-

вая катионообменную емкость УНТ. Однако на-

ми показано [10–12], что при одних и тех же усло-

виях функционализации существенную роль игра-

ет морфология УНТ, определяющая способность к

функционализации (введению кислородосодержа-

щих групп), а следовательно, к повышению сорб-

ционных свойств полученного материала. В свою

очередь, морфология УНТ зависит от условий

синтеза: температуры и типа катализатора. Имен-

но это, по-видимому, является фундаментальной

причиной существенного различия сорбционных

свойств УНТ, функционализированных в одина-

ковых условиях, но полученных при разных усло-

виях синтеза (в одном и том же CVD методе син-

теза). Логично предположить, что более дефект-

ные УНТ будут более восприимчивы к

воздействию сильных окислителей при модифи-

кации, что подтверждается на практике. В УНТ,

полученных на никелевом катализаторе, концен-

трация дефектов существенно больше, что облег-

чает введение кислородсодержащих групп. При

синтезе УНТ на железном и кобальтовом катали-

заторах образуются более совершенные структу-

ры, затрудняющие ввод кислородсодержащих

групп, о чем свидетельствует более низкая кис-

лотность поверхности, полученная после обра-

ботки конц. HNO3.

В то же время более разветвленная морфоло-

гия УНТ влияет, видимо, и на электростатиче-

ский механизм сорбции, внося определенный

вклад в общую величину сорбции.

Поскольку нами показано, что определяющий
вклад в величину сорбции на синтезированных
магнитных сорбентах вносят УНТ [13], приведен-
ные выше рассуждения по сорбции на УНТ мож-
но отнести и к сорбции на композите, что под-
тверждено нами экспериментально в настоящей
работе. Таким образом, различие в поведении маг-
нитных сорбентов можно объяснить различающей-
ся морфологией входящих в состав композита УНТ,
полученных на различных катализаторах.

Показано [14], что в композите на основе
УНТ(Ni) поверхность частиц шероховатая, име-
ются многочисленные изгибы и переплетения
друг с другом. В композите МНЧ@УНТ(Fe) нано-
трубки более прямые, имеют винтообразную
форму и практически не переплетены между со-
бой. В композите МНЧ@УНТ(Co) нанотрубки
имеют как упорядоченные, так и скрученные
участки, т.е. поверхность нанотрубок, выращен-
ных как на кобальтовом, так и на железном ката-
лизаторах, существенно более гладкая, чем в слу-
чае никелевого. Магнитные частицы располага-
ются, как правило, в местах изгибов и дефектов
УНТ. Таким образом, можно заключить, что
сорбционная емкость магнитного композита по

Рис. 3. Изотермы сорбции Au(III), Ag(I) и Pd(II) на
МНЧ@УНТ(Ni) (pH 6, 25°C).
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Таблица 2. Сорбционная емкость композита МНЧ@УНТ (мг/г) с углеродными нанотрубками различных мор-
фологий по отношению к ионам Au(III), Ag(I) и Pd(II) в зависимости от соотношения образующих его компо-
нентов (n = 4, P = 0.95)

Соотношение

УНТ : МНЧ

МНЧ@УНТ(Ni) МНЧ@УНТ(Co) МНЧ@УНТ(Fe)

Ag(I) 

(sr = 0.14)

Au(III) 

(sr = 0.16)

Pd(II) 

(sr = 0.15)

Ag(I) 

(sr = 0.15)

Au(III) 

(sr = 0.18)

Pd(II) 

(sr = 0.16)

Ag(I) 

(sr = 0.17)

Au(III) 

(sr = 0.19)

Pd(II)

(sr = 0.18)

1 : 1 3.5 ± 0.8 3.4 ± 0.9 3.0 ± 0.7 2.9 ± 0.7 2.7 ± 0.8 2.3 ± 0.6 2.0 ± 0.5 1.5 ± 0.4 1.3 ± 0.4

2 : 1 4.6 ± 1.0 4.5 ± 1.1 4.0 ± 1.0 3.8 ± 0.9 3.5 ± 1.0 3.0 ± 0.8 2.5 ± 0.7 2.0 ± 0.6 2.0 ± 0.6

5 : 1 5.8 ± 1.3 5.6 ± 1.4 5.1 ± 1.2 4.8 ± 1.1 4.6 ± 1.3 3.8 ± 1.0 3.4 ± 0.9 2.3 ± 0.7 2.5 ± 0.7

10 : 1 6.5 ± 1.4 6.1 ± 1.6 5.5 ± 1.3 5.2 ± 1.2 5.0 ± 1.4 4.0 ± 1.0 3.7 ± 1.0 2.7 ± 0.8 2.8 ± 0.8
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отношению к исследованным элементам тем вы-
ше, чем менее упорядочена структура УНТ, вхо-
дящих в его состав.

Вторая важная часть работы состояла в выяс-
нении возможности использования магнитных
сорбентов с УНТ всех морфологий в динамиче-
ском режиме ТФЭ. Известно, что динамический
вариант ТФЭ позволяет использовать для анали-
за большие объемы растворов и тем самым обес-
печивает более низкие пределы обнаружения
ионов металлов по сравнению со статическим ва-
риантом благодаря высоким коэффицентам кон-
центрирования. Было интересно выяснить, поз-
волит ли модификация УНТ магнитными нано-
частицами использовать их в динамическом
режиме ТФЭ. Установлено, что МНЧ@УНТ(Co)
и МНЧ@УНТ(Fe), в отличие от индивидуальных
УНТ(Co) и УНТ(Fe), легко можно засыпать в ко-
лонку через воронку, если с противоположного
конца колонки расположить магнит. Вначале че-
рез колонку с композитом пропускали буферный
раствор с pH 5.5–6.0, а затем анализируемый рас-
твор, содержащий определяемые ионы металлов.
Оптимальная скорость пропускания раствора и
элюирования с помощью 6 мл 1 М HNO3 состав-

ляла 2 мл/мин. Элюат выпаривали на графитовом
порошке ос. ч. и анализировали методом АЭС в
дуге постоянного тока.

Для расчета количества ионов металлов в ана-
лизируемом растворе их содержание в концен-
трате на графитовом порошке делили на коэффи-
циент концентрирования (Kконц), который опре-

деляли как соотношение массы анализируемого
раствора к массе графитового порошка, на котором
выпаривался элюат. Были достигнуты пределы

определения элементов (сlim) на уровне 10–7 мас. %

(табл. 3), которые оценивали по нижней точке гра-
дуировочного графика, найденной с приемлемой
точностью [15]. Правильность результатов опреде-
ления Au(III), Ag(I) и Pd(II) в водном растворе по-
сле их предварительного концентрирования на
магнитном сорбенте динамическим методом
ТФЭ проверяли методом введено–найдено. Ре-
зультаты (табл. 3) свидетельствуют об отсутствии

систематической погрешности в результатах
определений.

Магнитный композит легко регенерируется
1 М HNO3 и может многократно использоваться

для извлечения исследуемых ионов металлов из
водных растворов. Для подтверждения этого изу-
чали сорбцию ионов Au(III), Ag(I) и Pd(II) из вод-
ных растворов при pH 6 на регенерированных
сорбентах. В табл. 4 приведены результаты сорб-
ции только для ионов Ag(I), так как для осталь-
ных ионов получили аналогичные закономерно-
сти. Как видно, один и тот же последовательно
регенерируемый сорбент МНЧ@УНТ можно ис-
пользовать для извлечения исследуемых ионов из
водных растворов не менее 10 раз. И лишь после
этого его сорбционная способность начинает за-
метно уменьшаться. Дополнительно постоянно
контролировали количество магнитных частиц,
которые могли бы перейти в раствор из сорбента
в процессе сорбции и элюирования исследуемых
ионов. Для этого определяли содержание железа
в каждом сливе и элюате. Установлено, что коли-
чество растворившихся магнитных частиц в про-
цессе проведения одного цикла сорбции и де-
сорбции очень незначительно и находится на

уровне 5 × 10–3 мг. Потеря массы магнитных ча-
стиц после 10 циклов сорбции–десорбции со-

ставляла лишь 5 × 10–2 мг, что никак не сказыва-
ется на устойчивости и сорбционных возможно-
стях магнитного сорбента.

* * *

Таким образом, модификация УНТ магнит-
ными наночастицами позволяет не только упро-
стить и облегчить разделение фаз после сорбции
элементов, но и решить более принципиальную и
важную задачу использования УНТ(Co),
УНТ(Fe) и УНТ(Ni) в качестве сорбентов. Здесь
уместно напомнить, что ввиду высокой дисперс-
ности и склонности к коагуляции, индивидуаль-
ные сорбенты УНТ(Co) и УНТ(Fe) практически
непригодны для работы как в статическом, так и
в динамическом вариантах ТФЭ из-за сложности
разделения фаз после сорбции, а также невоз-

Таблица 3. Проверка правильности и пределы определения Au(III), Ag(I) и Pd(II) в водных растворах дуговым
атомно-эмиссионным методом после их предварительного концентрирования на магнитных сорбентах в дина-
мическом режиме (n = 4, Р = 0.95, объем раствора 100 мл, Kконц = 200)

Элемент
Введено,

мкг

МНЧ@УНТ(Ni) МНЧ@УНТ(Co) МНЧ@УНТ(Fe)
сlim,

мас. %найдено,

мкг
sr

найдено,

мкг
sr

найдено,

мкг
sr

Ag(I) 10.0 9.2 ± 2.0 0.14 9.0 ± 2.1 0.15 8.8 ± 2.4 0.17 1 × 10–7

Au(III) 10.0 8.7 ± 2.1 0.16 8.8 ± 2.4 0.18 8.4 ± 2.5 0.19 5 × 10–7

Pd(II) 10.0 9.0 ± 2.1 0.15 9.2 ± 2.2 0.16 8.7 ± 2.5 0.18 3 × 10–7
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можности заполнения ими хроматографической
колонки. Открывшаяся возможность работы с
этими сорбентами в динамическом режиме, а
также многократного их использования повыша-
ет экономическую эффективность разработанно-
го метода извлечения следов благородных метал-
лов из водных сред, пригодного как для пробо-
подготовки в аналитической практике, так и для
технологических целей. Полученные метрологи-
ческие характеристики разработанного химико-
атомно-эмиссионного метода анализа свидетель-
ствуют о надежности и достаточно низких преде-
лах определения ионов Au(III), Ag(I) и Pd(II).

Работа выполнена в рамках Госзадания 075-
00355-21-00.
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Разработана методика жидкостно-жидкостного микроэкстракционного концентрирования моно-,
ди- и трихлоруксусной кислот (ХУК) с флотационным выделением экстракта. В качестве экстраген-
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го воздействия. Концентрирование осуществляли в ампуле объемом 27 мл, оснащенной капилля-
ром для отбора микроколичеств экстракта. Ионохроматографическое определение ХУК проводили
после замены органической матрицы экстракта на водную. Показаны преимущества флотационно-
го способа деэмульсификации по сравнению с центрифужным: коэффициенты концентрирования
хлоруксусных кислот в 2–2.2 раза больше, пределы обнаружения ХУК понижены до 5 × 10–4–4 ×
× 10–3 мг/л, а время выделения экстракта уменьшено в 3.3 раза.
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Жидкостно-жидкостное микроэкстракцион-
ное концентрирование с диспергированием экс-
трагента широко применяется в аналитической
практике [1–7]. Это важный этап предваритель-
ной подготовки образцов, повышающий эффек-
тивность определения примесей без использования
больших количеств реагентов, зачастую весьма ток-
сичных. При разработке способов микроэкстрак-
ционного концентрирования примесей часто стре-
мятся к увеличению коэффициента концентриро-
вания K. Это достигается уменьшением объема
экстрагента или увеличением объема водной фазы
(пробы), что следует из соотношения:

где D – коэффициент распределения примеси, Vо
и Vв – объемы экстрагента и водной фазы соот-
ветственно.

Следует отметить, что уменьшение объема
экстрагента ведет к снижению степени извлече-
ния примеси R и соответственно к уменьшению
абсолютного количества аналита в экстракте:

где mпр, экс – масса примеси в экстракте, мг;
mпр, исх – масса примеси в исходном образце, мг.

Зависимость коэффициента концентрирова-
ния К и степени извлечения R от соотношения
объемов водной и органической фаз для различ-
ных коэффициентов распределения показана на
рис. 1. Как видно, начиная с определенных значе-
ний отношения Vв/Vо происходит небольшое уве-
личение K, а степень извлечения примеси замет-
но падает, что ведет к уменьшению абсолютного
количества примесного вещества, вводимого в
аналитический прибор, падению аналитического
сигнала и возрастанию (ухудшению) предела об-
наружения примеси. Любой аналитический при-
бор характеризуется определенным объемом до-
затора. Введение объема пробы, меньшего, чем
объем дозатора, приведет к ее разбавлению. Та-
ким образом, желательно, чтобы объем концен-
трата приближался к объему дозатора; для лабо-
раторных ионных хроматографов он составляет в
среднем 50–100 мкл.
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Другой возможностью снижения предела об-
наружения является увеличение объема исходной
пробы. Обычно объем проб не превышает 5–10 мл,
что определяется возможностями центрифужно-
го извлечения экстракта. Другими проблемами
метода центрифугирования являются трудность
автоматизации методики концентрирования и
риск разрушения стеклянных концентраторов
при центрифугировании.

В последнее десятилетие за рубежом появи-
лись работы, посвященные флотационной де-
эмульсификации [8–14]. Объем пробы воды
практически не лимитируется и в цитируемых ра-
ботах достигает 35 мл. Это способствует сниже-
нию пределов обнаружения примесей. Принцип
флотационной деэмульсификации заключается в
пропускании пузырьков газа через эмульсию экс-
трагента в пробе и сорбции на поверхности пу-
зырьков частиц эмульгированного экстрагента.
Достигнув поверхности водной фазы, пузырьки
газа схлопываются и легкие экстрагенты (с плот-
ностью меньше, чем у воды) агрегируются в от-
дельный верхний слой, а тяжелые (с плотностью
больше, чем у воды) оседают на дно концентрато-
ра. Газ подается в емкость насосом [8–10, 12–14]
или может генерироваться непосредственно в
пробе химическим путем, например, добавлени-
ем в подкисленную водную фазу раствора гидро-
карбоната натрия [11]. Описаны устройства с рас-
положенным в донной части концентратора ре-
зиновым уплотнением (септой), через которое газ
вводится с помощью металлической иглы [10].
Для флотационной деэмульсификации применя-

ют азот [8, 12], воздух [9, 10, 13, 14], углекислый
газ [11].

Целью настоящей работы является разработка
методики жидкофазного эмульсионного микро-
экстракционного концентрирования ХУК с фло-
тационным выделением экстракта для их последу-
ющего ионохроматографического определения.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реактивы. Рабочие растворы хлоруксусных

кислот готовили из соответствующих реактивов и
деионизованной воды (монохлоруксусная кисло-
та (МХУК) ч. ТУ 6-09-13-674-78, дихлоруксусная
кислота (ДХУК) ч. ТУ 6-09-11-1926-85, трихлору-
кусная кислота (ТХУК) ч. ТУ 6-091926-77); для
приготовления элюента использовали гидроксид
калия х. ч. (ГОСТ 24363-80) и тирозин х. ч. (ТУ 6-09-
5093-84); для микроэкстракционного концентри-
рования использовался метил-трет-бутиловый
эфир (МТБЭ) х. ч. (ТУ 2632-118-44493179-08).

Оборудование. Жидкостный ионный хромато-
граф LC-20ADsp фирмы “Shimadzu” (Япония) с
петлей-дозатором объемом 50 мкл, весы аналити-
ческие Shimadzu AUX320, насос ПУ-2Э, ультра-
звуковая ванна ПСБ-Галс 133505 с мощностью
генератора ультразвука 50 Вт и рабочей частотой
35 кГц, стеклянный концентратор для флотаци-
онной деэмульсификации емк. 27 мл, микродоза-
торы HTL 20–200 мкл и DragonLAB TopPette Pi-
pettor 2-20.

Устройство для флотационной деэмульсифика-
ции. На рис. 2 дана схема разработанного концен-
тратора с флотационным выделением экстракта.
Устройство применяли для микроэкстракции
примесей легким экстрагентом. В верхней части
концентратора находится капилляр 1 диаметром
2.50 ± 0.05 мм для отбора микроэкстракта.
Отвод 2 служит для добавления воды и транс-
портировки поверхностного слоя экстракта в ка-
пилляр 1. К донной части концентратора припаян
моллированный ввод 3 внутренним диаметром
8.15 ± 0.05 мм, в котором находится фторопласто-
вый шток 4. Отвод 5 преназначен для подсоеди-
нения насоса и подачи воздуха. Барботирование
воздуха через эмульсию экстрагента осуществля-
ется через восемь кварцевых капилляров 6 дли-
ной 10 мм и внутренним диаметром 0.2 мм, нахо-
дящихся в верхней части штока 4.

Методика микроэкстракционного концентриро-
вания. Анализируемый образец воды объемом 23 мл
помещали в концентратор. Для перевода ХУК в
молекулярную форму добавляли 1.25 мл конц.
H2SO4 [15, 16]. Объем свободного пространства
над пробой не превышал 0.5 мл. Для повышения
эффективности концентрирования в пробу до-
бавляли высаливатель – сульфат натрия [15, 16].
Затем в концентратор шприцем вводили 1 мл

Рис. 1. Зависимость коэффициента концентрирова-
ния K и степени извлечения R от соотношения объе-
мов водной и органической фаз Vв/Vо при значениях
коэффициента распределения D 20 (1), 100 (2),
500 (3).
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МТБЭ с одновременным воздействием ультра-
звуком. Барботирование воздуха через образовав-
шуюся эмульсию осуществляли с помощью насо-
са ПУ-2Э. Температура концентрирования со-
ставляла (23 ± 0.5)°С. Для замены органической
матрицы экстракта (МТБЭ) на водную фазу про-
водили испарение эфира в чашке Петри со скоро-
стью 4 × 10–4 мл/(см2 с). Площадь зеркала испаре-
ния составляла 2.5 см2. Конечную массу концен-
трата уменьшали до уровня 1‒2 мг. К остатку
добавляли 50 мкл элюента и перемешивали стек-
лянной палочкой, после чего отбирали микрош-
прицем и вводили в хроматограф [16].

Ионохроматографическое определение хлорук-
сусных кислот. Использовали аминокислотный
элюент на основе тирозина (1 мМ тирозина/1 мМ
KOH, скорость потока 2 мл/мин) и кондуктомет-
рическое детектирование. Аналитическая колон-
ка 4 × 150 мм содержала центрально-привитой
анионит “Канк-Аст” в OH--форме, подавитель-
ная колонка 4 × 150 мм была заполнена катиони-
том КУ-2 × 8 в H+-форме. Температура термоста-
та колонок составляла 32°С.

Чистота использованной воды. Для приготовле-
ния рабочих растворов ХУК и элюента использо-
вали деионизованную воду, которую получали
очисткой бидистиллированной воды на анионите
АРА-8п в OH–-форме и катионите КРС-2п в H+-
форме [17]. Чистоту полученной воды контроли-
ровали по удельной электропроводности, кото-
рая не превышала 2 мкСм/см. Ионохроматогра-
фический анализ деионизованной воды показал,
что концентрация в ней исследуемых примесей
ниже пределов прямого обнаружения (0.05–
0.25 мг/л). Очищенную воду хранили в емкостях
из полиэтилена не более недели.

Чистота экстрагента и вспомогательных реакти-
вов. Чистоту использованных реактивов и экстра-
гента, а также воздуха лаборатории на присут-
ствие ХУК подтверждали результатами холостого
опыта. Пробу заменяли соответствующим объе-
мом деионизованной воды, в которую добавляли
используемые реактивы и экстрагент. Концен-
трирование возможных загрязнений проводили
по описанной выше методике. Содержание ХУК
в полученных экстрактах оказалось ниже достиг-
нутых пределов обнаружения.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние времени барботирования на эффектив-
ность деэмульсификации. На рис. 3 показана зави-
симость объема отделяемого экстракта от време-
ни барботирования. Расход барботируемого воз-
духа составлял 25 мл/мин. После 3 мин
барботирования выделяется 300 мкл экстракта.
Потери МТБЭ обусловлены его растворимостью
в воде ‒ в присутствии высаливателя она состав-
ляет 2% (соответствует 460 мкл МТБЭ). 240 мкл
экстрагента уносилось потоком барботируемого
воздуха. Таким образом, потери растворителя при
флотационной микроэкстракции (ФМЭ) состав-
ляют 0.7 мл или 70%. Это меньше, чем приводит-
ся в литературе (свыше 90%) [8, 10].

Зависимость массы исследованных примесей в
экстракте от времени барботирования показана
на рис. 4. После выделения максимального объе-
ма экстракта масса ХУК в экстракте в интервале
времени от 3 до 5 мин практически не менялась.
Последующее снижение массы примесей в экс-
тракте объясняется превышением концентрации
примесей над равновесной из-за испарения МТБЭ

Рис. 2. Схема устройства для флотационной деэмульсификации (пояснения см. в тексте).
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и их переходом в водную фазу. Время барботиро-
вания 3 мин выбрано в качестве оптимального.

Эффективность микроэкстракционного концен-
трирования и извлечения аналитов. Для оценки
эффективности разработанной методики рассчи-
тали коэффициенты концентрирования K иссле-
дуемых компонентов:

где сэксп ‒ концентрации аналита в экстракте по-
сле замены матрицы на водную объемом 50 мкл,
св(исх) ‒ концентрация в исходном водном растворе.

В табл. 1 приведены значения коэффициентов
концентрирования ХУК, достигнутые с примене-
нием разных способов извлечения экстракта. Из
приведенных данных следует, что использование
флотационной деэмульсификации позволило
увеличить коэффициенты концентрирования
ХУК в 2–2.2 раза. Важно отметить, что при ис-
пользовании флотации для выделения экстракта
необходимо 3 мин, а с применением центрифуги-
рования – 10 мин [16].

( )эксп в исх  / ,K c c=

Пределы обнаружения хлоруксусных кислот.
В табл. 2 приведены достигнутые пределы обна-
ружения ХУК. Пределы обнаружения ХУК с при-
менением микроэкстракции  и  рассчи-
тывали делением предела прямого обнаружения

 найденного по 3s-критерию, на соответ-
ствующий коэффициент концентрирования K.
В табл. 2 представлены также значения нижней
границы определяемых содержаний ХУК. Диапа-
зон определяемых содержаний ХУК составил: для
монохлоруксусной кислоты 20–0.002, для ди-
хлоруксусной кислоты – 20–0.003, для трихлор-
уксусной кислоты 100–0.01 мг/л.

Как видно из табл. 2, применение флотацион-
ного выделения экстракта позволило снизить
пределы обнаружения исследованных аналитов в
два раза по сравнению с центрифужным выделе-
нием экстракта. Разработанная методика позво-
ляет определять в 10–500 раз меньшие концен-
трации аналитов, чем нормированные СанПиН и
ВОЗ [18, 19]. Это дает возможность проводить вы-
сокочувствительное определение ХУК в воде за-
долго до наступления критической экологиче-
ской ситуации.

Анализ реальных образцов воды. Проанализи-
ровали реальные образцы воды различного про-
исхождения. Концентрацию сВ рассчитывали по
формуле:

Проанализировано четыре образца водопро-
водной воды централизованной системы питьевого
водоснабжения Нижнего Новгорода (табл. 3). Кон-
центрация монохлоруксусной и дихлоруксусной
кислот составила (1.0‒2.0) × 10–2 мг/л. В родни-
ковой и скваженной воде хлоруксусные кислоты
не обнаружены. Полученные данные подтвер-

ФМЭ
минc ЦМЭ

минc

ПРЯМ
мин ,c

в эксп  / .c c K=

Рис. 3. Зависимость объема выделившегося экстракта
от времени барботирования.
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Таблица 1. Коэффициенты концентрирования K, до-
стигнутые при использовании флотационного и цен-
трифужного способов выделения экстракта (n = 3, P =
= 0.95)

Аналит
Флотационное 

выделение
Vпробы = 23 мл

Центрифугирование
Vпробы = 4.1 мл

МХУК 89 ± 9 48 ± 5

ДХУК 75 ± 9 35 ± 3

ТХУК 65 ± 7 30 ± 3
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Таблица 2. Пределы обнаружения хлоруксусных кислот

Аналит  × 102, 
мг/л

 × 102, 
мг/л

 × 102, 
мг/л

 × 102, 
мг/л

ПДК

СанПиН,
c × 102, мг/л

ВОЗ,
c × 102, мг/л

МХУК 5 0.1 0.05 0.2 5 2

ДХУК 7 0.2 0.09 0.3 ‒ 5

ТХУК 25 0.8 0.40 1.0 500 20

ПРЯМ
минc ЦМЭ

минc ФМЭ
минc ФМЭ

нc

ждают возможность образования ХУК в водопро-
водной воде, обеззараженной хлорированием.

Подтверждение правильности определения при-
месей. Правильность анализа подтверждали ме-
тодом добавок ХУК в реальную водопроводную
воду. Из табл. 4 видно, что систематическая по-
грешность статистически незначима по сравне-
нию со случайной.

Сравнение с результатами других работ. Преде-
лы обнаружения ХУК по разработанной методике
меньше, чем в работах [20, 21] с определением ме-
тодом ионной хроматографии с кондуктометри-

ческим детектированием примесей (табл. 5). При
определении моно- и дихлоруксусной кислот
разработанная методика может конкурировать с
двумерной ионной хроматографией с предвари-
тельным удалением мешающих компонентов из
пробы [22, 23], с ионной хроматографией с масс-
спектрометрическим детектированием [24, 25], а
также с газовой хроматографией с масс-спектро-
метрическим детектированием, где использова-
лось микроэкстракционное концентрирование
[26, 27]. Пределы обнаружения различаются не
более чем в два раза.

Таблица 3. Результаты анализа воды (n = 3, P = 0.95)

Тип воды № образца
Содержание ХУК в образцах воды, c × 102, мг/л

МХУК ДХУК ТХУК

Водопроводная 1 1.0 ± 0.2 1.3 ± 0.3 <0.4

2 1.1 ± 0.2 1.4 ± 0.3

3 1.5 ± 0.3 2.0 ± 0.4

4 1.0 ± 0.2 1.4 ± 0.3

Вода из подземной 
скважины

1 <0.05 <0.09 <0.4

2 <0.05 <0.09

Родниковая 1 <0.05 <0.09 <0.4

2 <0.05 <0.09

Таблица 4. Результаты определения хлоруксусных кислот способом добавок (n = 3, P = 0.95)

Аналит
Найдено без добавки,

cx × 102, мг/л
Введено,

cдоб × 102, мг/л
Найдено с добавкой,

ссум × 102, мг/л

МХУК 1.0 ± 0.2 0.6 1.5 ± 0.3
1.2 2.2 ± 0.4

ДХУК 1.3 ± 0.3 1.0 2.3 ± 0.4
2.5 3.8 ± 0.5
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КРЫЛОВ и др.

* * *
Разработанная методика отличается просто-

той исполнения: отсутствуют некоторые стадии
удаления мешающих компонентов и дериватиза-
ции ХУК. Методика апробирована при анализе
водопроводной воды централизованной системы
питьевого водоснабжения (Нижний Новгород), а
также воды подземных источников. Случайная
погрешность определения не превышает 25%.
Статистическая незначимость систематической
погрешности подтверждена методом добавок.
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Работа посвящена хромато-масс-спектрометрическому определению полиароматических углево-
дородов (ПАУ) в почвах и донных отложениях с применением пробоподготовки с извлечением ана-
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эффектов оптимизированы условия пробоподготовки, изучено ультразвуковое воздействие на из-
влечение аналитов. Степень извлечения ПАУ из песка и илистых донных отложений варьировала в
пределах 80–105%, суглинистых почв – 60–99%. Идентификацию и определение ПАУ проводили
методом газовой хромато-масс-спектрометрии с детектированием аналитов в режиме заданных
ионов. Показано, что пробоподготовка по технике QuEChERS способствует более длительной экс-
плуатации оборудования с сохранением чувствительности детектирования аналитов. Методика
апробирована на образце почвы, отобранной на территории Таманского терминала навалочных
грузов.
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Определение полициклических ароматиче-
ских углеводородов (ПАУ) относится к числу
приоритетных задач экологического мониторин-
га, поскольку эти токсиканты обладают канцеро-
генной, мутагенной и тератогенной активностью
[1]. К природным источникам поступления ПАУ
в окружающую среду относятся извержения вул-
канов, лесные пожары, горючие ископаемые, они
образуются при протекании биогенных процес-
сов, при низкотемпературном изменении орга-
нических молекул [2]. Антропогенные источники
ПАУ – сжигание полимерных материалов, их
термическая деградация, деятельность перераба-
тывающих предприятий, выбросы авто- и авиа-
транспорта [3].

Наиболее наглядный показатель загрязненно-
сти окружающей среды – концентрация ПАУ в
почвах и донных отложениях, обладающих высо-
кой аккумулирующей способностью. Обычно на
содержание ПАУ анализируют поверхностные
слои почв, с увеличением глубины почвенного

профиля их концентрация заметно снижается.
Иммобилизация ПАУ почвами обусловлена их
органической частью, в том числе гуминовыми
веществами, способными к связыванию гидро-
фобных соединений за счет π–π взаимодействий
между имеющимися ароматическими фрагмента-
ми [4]. Контроль ПАУ в донных отложениях яв-
ляется неотъемлемой частью экологического мо-
ниторинга водных систем ввиду низкой раство-
римости данных соединений в воде. ПАУ
практически консервируются в донных отложени-
ях, так как они в основном находятся в агрегиро-
ванном виде на поверхности различных взвешен-
ных, со временем оседающих микрочастиц [5].

Для определения ПАУ в объектах окружающей
среды применяют методы высокоэффективной
жидкостной [6–8] и газовой [9, 10] хроматогра-
фии. Для достоверной идентификации и опреде-
ления ПАУ в аналитической практике использу-
ют различные способы детектирования аналитов,
одним из которых является газовая хромато-
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масс-спектрометрия (ГХ-МС) [11]. Использова-
ние ГХ-МС в режиме заданных ионов (SIM) поз-
воляет снизить влияние матрицы и повысить ин-
тенсивность сигнала, а применение капиллярных
колонок способствует эффективному разделе-
нию близких по свойствам изомерных соеди-
нений.

Для извлечения ПАУ из почвенной матрицы
традиционно используют аппарат Сокслета, од-
нако данный способ экстракции весьма продол-
жителен, требует больших расходов растворителя
[12]. Известны также альтернативные методы из-
влечения аналитов, более экспрессные и требую-
щие меньшего расхода реагентов: ультразвуковая
(УЗ) [13] и микроволновая экстракция [14], жид-
костная экстракция под действием высокого дав-
ления [15], сверхкритическая флюидная экстрак-
ция [16], экстракция субкритической водой [17],
дисперсионная жидкостно–жидкостная микро-
экстракция [18].

Присутствие в матрицах почв и донных отло-
жений широкого спектра органических веществ
усложняет детектирование, поэтому, наряду с оп-
тимизацией условий эффективного извлечения и
концентрирования аналитов, особое внимание
необходимо уделять очистке экстракта от компо-
нентов матрицы, мешающих процедуре анализа.
Твердофазная экстракция (ТФЭ) аналитов путем
их распределения между подвижной и неподвиж-
ной фазами позволяет решать эту проблему [19].
Варьируя материал сорбента и систему раствори-
телей при ТФЭ можно добиться высокой эффек-
тивности очистки экстракта и извлечения целе-
вых компонентов. Для очистки почвенных экс-
трактов при определении ПАУ широко применяют
силикагель [20] или его смеси с другими сорбента-
ми, например оксидом алюминия [21]. Для этих же
целей используют модифицированный октаде-
цильными группами (С18) силикагель, его обычно
сочетают с первичным и вторичным амином (PSA)
[22]. Указанные сорбенты также можно использо-
вать самостоятельно [23], в некоторых случаях для
этих целей применяют диатомовую землю, кли-
ноптилолит и флорисил [24].

Перспективной техникой подготовки почв яв-
ляется метод QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, Ef-
fective, Rugged, Safe – быстро, просто, дешево,
эффективно, надежно, безопасно) [25], предпо-
лагающий извлечение аналитов в растворитель в
присутствии высаливателей и последующую
очистку экстрактов посредством дисперсионной
твердофазной экстракции [26]. Способ широко
применяют при проведении экологического мо-
ниторинга, он обладает высокой производитель-
ностью, эффективностью и стабильностью. Ме-
тод QuEChERS позволяет извлекать аналиты из
образцов со сложными матрицами за счет введе-
ния соответствующего сорбента либо смеси сор-

бентов в экстракт и распределения компонентов
экстракта между двумя несмешивающимися фа-
зами в образовавшейся дисперсной системе [27].
Диспергирование сорбента в матрицу образца по-
средством перемешивания, встряхивания, завих-
рения либо ультразвукового воздействия приво-
дит к увеличению поверхности его контакта с
сорбируемым веществом, что способствует повы-
шению скорости массообменных процессов и
быстрому установлению межфазного равновесия
[28]. Использование дисперсионной ТФЭ в мето-
де QuEChERS позволяет снизить объем исполь-
зуемых реагентов и сократить время анализа в
сравнении с динамическим режимом сорбцион-
ной очистки экстрактов.

Цель данного исследования – хромато-масс-
спектрометрическое определение ПАУ в почвах и
донных отложениях различного типа с примене-
нием пробоподготовки по технике QuEChERS.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Объекты исследований. Использовали реаль-

ные воздушно-сухие образцы песка (Темрюкский
залив), суглинистых почв и илистых донных от-
ложений (Куликово-Курчанская группа лима-
нов, Темрюкский район), отобранные при произ-
водственном экологическом контроле лицензи-
онного участка ООО “НК “Приазовнефть”, а
также образец почвы, отобранный на территории
Таманского терминала навалочных грузов.

Материалы и реактивы. Использовали ком-
плект индивидуальных стандартных образцов
предприятия (СОП) состава растворов ПАУ в
ацетонитриле, включающий нафталин (СОП
0109-03), 2-метилнафталин (СОП 0101-03), аце-
нафтилен (СОП 0101-03), бифенил (СОП 0107-03),
аценафтен (СОП 0103-03), флуорен (СОП 0113-
03), фенантрен (СОП 0111-03), антрацен (СОП
0102-03), флуорантен (СОП 0112-03), пирен (СОП
0110-03), бенз[а]антрацен (СОП 0105-03), хризен
(СОП 0114-03), бенз[b]флуорантен (СОП 0115-03),
бенз[а]пирен (СОП 0106-03), бенз[k]флуорантен
(СОП 0116-03), дибенз[а,h]антрацен (СОП 0108-03),
бенз[g,h,i]перилен (СОП 0117-03) (НПО “Экрос”,
Санкт-Петербург, Россия). Также использовали
аналитические стандарты бенз[e]пирен (CAS 192-
97-2) и индено[1,2,3-c,d]пирен (CAS 193-39-5) в
циклогексане и трифенилен (CAS 217-59-4) (Sig-
ma-Aldrich, США).

Для анализа исследуемых объектов использо-
вали ацетонитрил 99.9% для ВЭЖХ (Sigma-Aldrich,
США), силикагель “Sorbfil”, фракция 5–50 мкм
(ООО “Имид”, Россия).

Пробоподготовка. Для установления опти-
мальных условий пробоподготовки по технике
QuEChERS к навеске 0.5 г образца почвы (дон-
ных отложений) прибавляли 0.05–0.3 г силикаге-
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ля и 1 мл ацетонитрила. Полученную смесь ин-
тенсивно встряхивали в течение 5 мин, после это-
го пробу подвергали УЗ-обработке генератором
ультразвуковых колебаний (УЗ-ванна) с частотой
излучения 35 кГц (Сапфир, Россия) в течение 5–
30 мин для интенсификации извлечения ПАУ.
Затем в течение 5 мин центрифугировали смесь на
центрифуге Mini Spin plus (Eppendorf, Германия)
при скорости вращения ротора 10000 об./мин, по-
сле чего переносили экстракт в виалу для хрома-
тографирования.

Хромато-масс-спектрометрический анализ. Для
хроматографических исследований использовали
систему, состоящую из газового хроматографа
GC–2010 Plus с кварцевой капиллярной колон-
кой Zebron ZB-5MS (длина 60 м, внутренний диа-
метр 0.25 мм, толщина тонкого слоя 5% полиси-
ларилен + 95% диметилполисилоксан 0.25 мкм) и
моноквадрупольного масс-спектрометрического
детектора GCMS–QP2020 (Shimadzu, Япония).
Для идентификации компонентов примененяли
интегрированные библиотеки масс-спектров Wi-
ley8 – Mass Spectral Library и NIST-17.1. Хромато-
графирование экстрактов осуществляли в опти-
мизированных для определения 20 ПАУ в почвах
и донных отложениях условиях [18] (табл. 1). Хро-
матограмма смеси исследуемых ПАУ с концен-
трацией каждого из них 200 нг/мл, полученная в
режиме заданных ионов, представлена на рис. 1.

Для определения ПАУ в анализируемых образ-
цах строили градуировочные зависимости с ис-
пользованием растворов ПАУ с концентрациями
каждого 500, 250, 200, 150, 100, 50, 10, 5, 2.5, 2, 1.5,
1, 0.5, 0.2, 0.1 нг/мл, приготовленных последова-
тельным разбавлением смеси индивидуальных
ПАУ. Рассчитанные коэффициенты аппроксима-
ции для каждого аналита (n = 5, P = 0.95) соста-
вили не менее 0.99. Линейность отклика анали-
тического сигнала наблюдали для фенантрена,
антрацена, флуорантена, пирена, бенз[a]антраце-
на, хризена, трифенилена, бенз[b]флуорантена,
бенз[k]флуорантена, бенз[e]пирена, бенз[a]пирена,
индено[1,2,3-c,d]пирена, дибенз[a, h]антрацена,
бенз[g, h, i]перилена в диапазоне 1.0–500 нг/мл; для
нафталина, 2-метилнафталина, аценафтилена,
бифенила, аценафтена и флуорена он составил
2.0–500 нг/мл.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Влияние матрицы образцов на ГХ-МС-опреде-

ление ПАУ. ГХ-МС-определение ПАУ в почвах и
донных отложениях осложнено присутствием в
анализируемых многокомпонентных матрицах
соэкстрагируемых веществ, снижающих эффек-
тивность хроматографической колонки и загряз-
няющих ионный источник, что приводит к резко-
му падению чувствительности определения ана-
литов от вкола к вколу. Необходимость введения

стадии очистки экстрактов почв (донных отложе-
ний) подтверждают данные регистрации их мат-
ричных компонентов в режиме полного ионного
тока (рис. 2, хроматограмма I). Для устранения
влияния матричных компонентов изучили воз-
можность включения стадии очистки по технике
QuEChERS в пробоподготовку исследуемых об-
разцов при последующем ГХ-МС-анализе. При-
менение силикагеля для очистки экстракта поз-
волило значительно снизить матричную нагрузку
на хроматографическую систему (рис. 2, хромато-
грамма II), но определение следовых содержаний
ПАУ в экстракте при хроматографировании в ре-
жиме полного ионного тока оказалось практиче-
ски невозможным.

Данную проблему можно решить путем при-
менения режима сканирования заданных ионов,
о чем свидетельствует хроматограмма очищенно-
го силикагелем экстракта образца донных отло-
жений (рис. 3). ГХ-МС-анализ в режиме SIM поз-
волил получить достаточно высокое соотноше-
ние сигнал/шум и снизить влияние компонентов
матрицы.

Оптимизация пробоподготовки испытуемых об-
разцов по технике QuEChERS. Минимизацию по-
терь аналитов достигали извлечением и сорбци-

Таблица 1. Условия хроматографического определе-
ния ПАУ в ацетонитрильных экстрактах почв и дон-
ных отложений

Параметр Значение

Объем вкола 2 мкл
Температура испарителя 280°С
Скорость потока 1.35 мл/мин
Режим ввода Split
Коэффициент деления 
потока

1 : 5

Температурный режим 60°C/1 мин – нагрев 
15°C/мин – до 170°C/3 мин – 

нагрев 10°C/мин – до 
280°C/8 мин – нагрев 

10°C/мин – 
до 290°C/25 мин

Задержка работы детек-
тора

7 мин

Способ ионизации Электронный удар, 70 эВ
Температура ионного 
источника

200°С

Температура интерфейса 280°С
Масс-анализатор Моноквадруполь 

с предфильтром
Режим сканирования SIM
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онной очисткой экстракта в одной пробирке. Эф-
фективность данного процесса оценивали методом
введено–найдено добавлением в испытуемый об-
разец (0.5 г) по 50 нг каждого из 20 индивидуальных

ПАУ. Затем после выдерживания образцов в тече-
ние 2 ч ПАУ извлекали 1 мл ацетонитрила. Методи-
ку пробоподготовки отрабатывали на образцах или-
стых донных отложений, характеризующихся наи-

Рис. 1. Хроматограмма раствора смеси ПАУ с концентрацией каждого из 20 аналитов 200 нг/мл. 1 – нафталин, 2 – 2-ме-
тилнафталин, 3 – бифенил, 4 – аценафтилен, 5 – аценафтен, 6 – флуорен, 7 – фенантрен, 8 – антрацен, 9 – флуоран-
тен, 10 – пирен, 11 – бенз[a]антрацен, 12 – хризен, 13 – трифенилен, 14 – бенз[b]флуорантен, 15 – бенз[k]флуорантен,
16 – бенз[e]пирен, 17 – бенз[a]пирен, 18 – индено[1,2,3-c,d]пирен, 19 – дибенз[a, h]антрацен, 20 – бенз[g,h,i]перилен.
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Рис. 2. Хроматограмма экстракта илистых донных отложений Куликово-Курчанской группы лиманов в режиме пол-
ного ионного тока до (1) и после (2) очистки экстракта силикагелем.
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более сложным компонентным составом матрицы с
исходным содержанием ПАУ, не превышающим
минимально определяемые по методике [18] кон-
центрации аналитов. Наименьшие потери “лег-
ких” ПАУ (нафталина, 2-метилнафталина, аце-
нафтилена, бифенила, аценафтена, флуорена и
фенантрена) наблюдали при использовании
300 мг силикагеля, в случае ПАУ с 4–6 бензоль-
ными кольцами – 200 мг сорбента (табл. 2). Уве-
личение площади поверхности контакта исследу-
емого образца с сорбентом за счет изменения на-
вески силикагеля с 50 до 300 мг/0.5 г илистых
донных отложений позволило снизить мешаю-
щее влияние матричных компонентов, препят-
ствующих свободному переходу аналитов в экс-
трагент, и повысило степени извлечения ПАУ в
1.5 раза. Степени извлечения аналитов при ис-
пользовании навесок силикагеля массой 200 и
300 мг/0.5 г илистых донных отложений менялись
разнонаправленно по отношению к индивидуаль-
ным ПАУ и различались не более чем на 8%. Для
дальнейших исследований в качестве оптимальной
использовали навеску 200 мг силикагеля.

Ультразвуковое воздействие на извлечение ПАУ
с использованием техники QuEChERS. О влиянии
времени УЗ-обработки судили по значениям сте-
пеней извлечения ПАУ из образцов суглинистой
почвы и илистых донных отложений Куликово-
Курчанской группы лиманов, а также песка Те-
мрюкского залива (рис. 4). Все 20 ПАУ из песка

эффективно извлекались в течение 10 мин УЗ-об-
работки. Степени извлечения аналитов из образ-
цов почв сопоставимы в интервале от 10 до
30 мин. Из илистых донных отложений наиболее
эффективно ПАУ экстрагируются при УЗ-обра-
ботке в течение 20 мин, при меньшем времени об-
работки полнота извлечения аналитов не дости-
гается. Бóльшая продолжительность УЗ-обработ-
ки образцов для извлечения ПАУ из суглинистой
почвы и илистых донных отложений объясняется
малой степенью накопления аналитов в песках
ввиду обедненности их органического слоя.
С учетом полученных результатов в качестве оп-
тимальной выбрали продолжительность УЗ-воз-
действия 20 мин для всех типов исследуемых об-
разцов.

Оптимизированная подготовка образцов пес-
ка, суглинистых почв и илистых донных отложе-
ний к ГХ-МС-анализу, основанная на ультразву-
ковой экстракции с одновременной очисткой
экстракта методом дисперсионной ТФЭ по тех-
нике QuEChERS, схематично представлена на
рис. 5.

Практическая значимость разработанной схе-
мы заключается в минимизации влияния слож-
ных для анализа матриц реальных образцов на
разрешающую способность и чувствительность
хромато-масс-спектрометрического определения
ПАУ в почвах (донных отложениях). Необходи-

Рис. 3. Хроматограмма очищенного силикагелем экстракта образца илистых донных отложений Куликово-Курчан-
ской группы лиманов, снятая в режиме сканирования заданных ионов. 1 – 2-метилнафталин, 2 – бифенил, 3 – флуо-
рен, 4 – фенантрен, 5 – пирен, 6 – бенз[a]антрацен, 7 – бенз[a]пирен.
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мость и целесообразность стадии очистки иссле-
довали периодическим контролем с использова-
нием градуировочного раствора смеси ПАУ.

В случае хроматографирования подготовленных
без очистки экстрактов после 35 вколов площади
пиков ПАУ контрольного раствора уменьшились

Таблица 2. Степень извлечения (%) ПАУ из образца илистых донных отложений при различных навесках сили-
кагеля (n = 5, P = 0.95)

ПАУ
Навеска силикагеля, мг

50 100 200 300

Нафталин 50 ± 15 57 ± 14 67 ± 15 72 ± 18
2-Метилнафталин 52 ± 13 67 ± 16 72 ± 19 78 ± 16
Аценафтилен 48 ± 6 55 ± 9 55 ± 9 62 ± 11
Бифенил 50 ± 7 75 ± 8 86 ± 7 94 ± 8
Аценафтен 48 ± 12 65 ± 18 63 ± 17 70 ± 15
Флуорен 59 ± 8 82 ± 9 82 ± 11 83 ± 9
Фенантрен 60 ± 9 79 ± 7 80 ± 10 79 ± 8
Антрацен 46 ± 11 52 ± 13 69 ± 15 69 ± 7
Флуорантен 53 ± 6 79 ± 8 77 ± 6 69 ± 8
Пирен 53 ± 9 75 ± 10 72 ± 10 66 ± 14
Бенз[а]антрацен 58 ± 10 54 ± 4 64 ± 9 62 ± 8
Хризен 43 ± 12 60 ± 15 66 ± 19 64 ± 12
Трифенилен 45 ± 9 49 ± 6 54 ± 6 53 ± 8
Бенз[b]флуорантен 41 ± 9 83 ± 10 84 ± 9 79 ± 8
Бенз[k]флуорантен 45 ± 10 68 ± 10 66 ± 7 62 ± 9
Бенз[е]пирен 58 ± 10 75 ± 8 76 ± 13 71 ± 12
Бенз[а]пирен 63 ± 8 86 ± 8 97 ± 9 91 ± 9
Индено[1,2,3–c,d]пирен 63 ± 9 83 ± 17 86 ± 11 80 ± 17
Дибенз[a,h]антрацен 72 ± 9 99 ± 10 99 ± 10 100 ± 13
Бенз[g,h,i]перилен 55 ± 6 71 ± 7 73 ± 5 66 ± 6

Таблица 3. Результаты (мкг/кг) определения ПАУ в образце почвы (Таманский терминал навалочных грузов)
(n = 3, P = 0.95)

ПАУ ГХ-МС ВЭЖХ-ФЛД [29]

Нафталин 8.4 ± 4.1 <20

Флуорен 3.1 ± 1.5 2.1 ± 0.8

Фенантрен 6.5 ± 3.2 6.8 ± 2.0

Антрацен <2.0 0.9 ± 0.3

Флуорантен 6.6 ± 3.4 8.4 ± 2.5

Пирен 5.7 ± 2.7 6.3 ± 3.3

Хризен 2.8 ± 1.3 2.5 ± 0.6

Трифенилен <2.0 2.1 ± 0.8

Бенз[b]флуорантен 5.6 ± 2.7 3.2 ± 1.1

Бенз[k]флуорантен 2.6 ± 1.3 1.8 ± 0.6

Бенз[а]пирен 2.2 ± 1.1 1.9 ± 0.4

Дибенз[a,h]антрацен <2.0 0.25 ± 0.09

Бенз[g,h,i]перилен 4.4 ± 2.2 3.2 ± 1.2
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на 30%. При анализе подготовленных по технике
QuEChERS с УЗ-обработкой экстрактов сниже-
ние чувствительности детектора практически не
наблюдается – изменения площади пиков коле-
бались в пределах 10%.

Анализ реальных образцов. Сочетание УЗ-об-
работки и техники QuEChERS при определении
ПАУ методом газовой хромато-масс-спектромет-
рии апробировали на образце почвы, отобранной
на территории Таманского терминала навалоч-
ных грузов. Правильность полученных данных
сопоставляли с результатами анализа образца ме-
тодом ВЭЖХ с флуориметрическим детектирова-

нием (ФЛД) по аттестованной методике [29]
(табл. 3).

Присутствие в образце большого количества
различных ПАУ, по-видимому, обусловлено воз-
можными загрязнениями почвы экотоксиканта-
ми при перевалке угля и высокой транспортной
загруженностью исследуемой территории Таман-
ского терминала навалочных грузов.

Можно сделать вывод, что пробоподготовка с
применением техники QuEChERS может быть
использована при определении ПАУ в образцах
почв (донных отложений) с различными матри-
цами. Данная техника является относительно

Рис. 4. Зависимость степени извлечения ПАУ от продолжительности УЗ-обработки образцов суглинистой почвы (а),
илистых донных отложений Куликово-Курчанской группы лиманов (б) и песка Темрюкского залива (в).
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простой и экспрессной, позволяет проводить из-
влечение аналитов и очистку экстракта в одну
стадию. Степень извлечения ПАУ из образцов
песка и илистых донных отложений варьирует в
пределах 80–105%, суглинистых почв – 60–99%.

Работа выполнена в рамках гранта РФФИ
(№ 19-43-230003 р_а) с использованием научного
оборудования ЦКП “Эколого-аналитический
центр” Кубанского госуниверситета.
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Обсуждаются возможности проведения внутрикапиллярной хиральной дериватизации аминокис-
лот с использованием орто-фталевого альдегида и N-ацетил-L-цистеина. Выявлено влияние
концентрации боратного буферного раствора и добавок в фоновый электролит 2-гидроксипро-
пил-β-циклодекстрина и α-циклодекстрина на селективность разделения образующихся диасте-
реомерных производных. Найденные условия адаптированы к электрофоретическому анализу
культуральной жидкости бактерий Escherichia coli для обнаружения продуцируемых ими амино-
кислот. Идентифицированы тирозин, аланин, серин и глутаминовая кислота. Важным результа-
том является обнаружение в культуральной жидкости D-серина и D-аланина.

Ключевые слова: аминокислоты, капиллярный электрофорез, хиральная дериватизация, культу-
ральная жидкость, концентрирование.
DOI: 10.31857/S004445022205005X

Аминокислоты (АК) являются важной груп-
пой аналитов, определение которых востребова-
но при диагностике различных заболеваний,
оценке качества пищевых продуктов и кормов,
при изучении клеточного метаболизма и др. В на-
стоящее время отмечен возрастающий интерес к
обнаружению D-аминокислот [1], играющих
важную роль в жизни бактерий, которые с помо-
щью D-аминокислот управляют процессом
“сборки” клеточной стенки, защищая ее таким
образом от неблагоприятных факторов окружаю-
щей среды. Эндогенный D-серин выполняет в
мозгу млекопитающих функцию нейротрансмит-
тера, а D-аспарагиновая кислота, обнаруженная в
нейроэндокринных тканях млекопитающих, мо-
дулирует гормональную секрецию. Одним из ин-
тересных объектов анализа для выявления проду-
цируемых аминокислот являются культуральные
жидкости (КЖ) бактерий [2].

Для исследования энантиомерного состава
смеси АК или их производных, получаемых в
процессах дериватизации, применяют различные
физико-химические методы анализа: газовую [3]
и жидкостную хроматографию (ТСХ, ВЭЖХ) [4],
капиллярный зонный электрофорез (КЗЭ) и ми-
целлярную электрокинетическую хроматогра-
фию [5, 6], лигандообменный капиллярный элек-
трофорез [7], спектрометрию ионной подвижно-

сти [8]. Необходимость получения производных
при определении АК обусловлена отсутствием
хромофорных групп в составе большинства их
молекул.

Проведение дериватизации возможно как в
автономном режиме, так и в режиме онлайн, т.е.
непосредственно в кварцевом капилляре. При
этом дериватизирующие реагенты могут нахо-
диться в составе фонового электролита (ФЭ),
матрицы пробы или же вводиться в кварцевый
капилляр последовательно с анализируемой про-
бой. Весьма заманчивым является сочетание в од-
ном аналитическом цикле внутрикапиллярной
дериватизации [9] и онлайн концентрирования
[10–13]. В работе [12] обсуждается вариант опре-
деления аминокислот методом капиллярного
электрофореза с внутрикапиллярной дериватиза-
цией орто-фталевым альдегидом (ОФА) совмест-
но с тиольной компонентой в качестве нуклеофи-
ла. Реагенты добавляли непосредственно в фоно-
вый электролит с последующим детектированием
образующихся производных флуоресцентным
детектором. Для регулирования селективности
разделения в ФЭ вводили различные концентра-
ции β-циклодекстрина (β-ЦД). Авторы показали
возможность разделения энантиомеров 15 ами-
нокислот и адаптировали полученные результаты

УДК 543.545
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к электрофоретическому анализу белкового гид-
ролизата.

Установлено, что на скорость реакции и ста-
бильность образующегося продукта дериватиза-
ции сильно влияет природа нуклеофила. Роль
тиольной компоненты в работе [12] выполнял хи-
ральный реагент N-ацетил-L-цистеин (N-АЦ).
Такой выбор обусловлен высокой скоростью ре-
акции (~1 мин) с первичными аминогруппами с
образованием соответствующих диастереомеров
[14, 15]. Продукты этой реакции (схема 1) относи-

тельно нестабильны, однако время, затрачивае-
мое на внутрикапиллярную дериватизацию, раз-
деление аналитов и детектирование, оказалось
достаточным для проведения полного анализа.

Позднее те же авторы использовали аналогич-
ную дериватизирующую систему для разделения
биогеных аминов, но в режиме мицеллярной
электрокинетической хроматографии (в фоно-
вый электролит добавляли мицеллообразующий
агент – додецилсульфат натрия в концентрации
20 мМ) [11].

Схема 1. Схема дериватизации аминокислот орто-фталевым альдегидом и тиольной компонентой [13].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Аппаратура. Для электрофоретического разде-

ления применяли систему капиллярного элек-
трофореза КАПЕЛЬ-105M со спектрофотометри-
ческим детектором (Люмэкс, Санкт-Петербург).
Использовали кварцевые капилляры с внешним
полиимидным покрытием и общей длиной 60 или
75 см и эффективной длиной 50 или 65 см соот-
ветственно (внутренний диаметр 50 мкм, внеш-
ний диаметр 360 мкм). Обработку результатов
проводили с помощью программного обеспече-
ния “Эльфоран” для Windows.

Для контроля pH при приготовлении буфер-
ных растворов использовали pH-метр HI 2210-
2216 (Hanna, Германия).

Реагенты. Гидроксид натрия ч. д. а. (Химреак-
тив, Россия); соляная кислота х. ч., диметилфор-
мамид ч., диметилсульфоксид, ацетон (Реахим,
Россия); дигидрофосфат натрия двухводный х. ч.;
ацетон х. ч. (Вектон, Россия); метанол (J.T.Baker,
Нидерланды); борная кислота, (2-гидроксипро-
пил)-β-циклодекстрин (2-ГП-β-ЦД), N-ацетил-
L-цистеин, о-фталевый альдегид (Sigma-Aldrich,

Индия); D,L-протеиногенные аминокислоты:
аланин (Ala), аспарагиновая кислота (Asp), валин
(Val), глутаминовая кислота (Glu), метионин
(Met), серин (Ser), тирозин (Tyr), треонин (Thr),
триптофан (Trp); L-аминокислоты (Sigma-Al-
drich, США): аланин (Ala), аспарагиновая кислота
(Asp), валин (Val), глутаминовая кислота (Glu), ме-
тионин (Met), серин (Ser), тирозин (Tyr), треонин
(Thr), триптофан (Trp); деионизованная вода.

Подготовка растворов реагентов и анализируе-
мых объектов. Для приготовления 1 мл 400 мМ
раствора о-фталевого альдегида в ацетонитриле
брали его навеску массой 0.05365 г. Разбавленные
растворы готовили путем добавления боратного
буферного раствора cоответствующей концен-
трации (50–200 мМ) с pH 9.5. Для приготовления
1 мл раствора N-ацетилцистеина с концентраци-
ей 600 мМ навеску массой 0.0979 г растворяли в
боратном буферном растворе. Смесь 50 мкг/мл
D,L-аминокислот готовили из концентрирован-
ных растворов и разбавляли 15 мМ фосфатным
буферным раствором (pH 5.6).
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Образцы культуральной жидкости бактерий
E. coli, выращенных на глюкозо-минеральной
среде, предоставленные коллегами из Государ-
ственного научно-исследовательского института
особо чистых биопрепаратов (С.-Петербург), раз-
бавляли 30 мМ фосфатным буферным раствором
(pH 5.6) в соотношении 1 : 1 (по объему).

Внутрикапиллярная хиральная дериватизация
аминокислот о-фталевым альдегидом и N-ацетил-
L-цистеином. Перед проведением электрофоре-
тических анализов кварцевый капилляр промы-
вали метанолом (5 мин), затем 0.1 М раствором
HCl (5 мин) и 0.1 М раствором NaOH (5 мин), по-
сле чего контролировали электроосмотический
поток (ЭОП) в 5 мМ боратном буферном раство-
ре. В качестве маркера ЭОПа использовали диме-
тилсульфоксид. Перед каждым анализом капил-
ляр предварительно промывали 0.1 М раствором
NaOH (5 мин) и фоновым электролитом (5 мин),
затем вводили 150 мМ раствора N-ацетил-L-ци-
стеина (2 с, 10 мбар), раствор пробы (10–60 с,
30 мбар) и, наконец, 100 мМ раствор о-фталевого
альдегида (2 с, 10 мбар). Анализ проводили в бо-
ратном буферном растворе при концентрации в
диапазоне 50–200 мМ и pH 9.5. Напряжение со-
ставляло 25 кВ, длина волны детектирования –
340 нм. В результате выбрали следующие усло-
вия: 160 мМ боратный буфер, pH 9.5.

Анализ культуральных жидкостей E. coli. Для
анализа КЖ использовали фоновый электролит
следующего состава: 160 мМ боратный буферный
раствор с pH 9.5, 0.3 мМ 2-ГП-β-ЦД. Режим вво-
да: 150 мМ раствор N-ацетил-L-цистеина (2 с,
10 мбар), раствор пробы (80 с, 30 мбар) и 100 мМ
раствор о-фталевого альдегида (2 с, 10 мбар).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В последние годы возможности внутрикапил-
лярной дериватизации аминокислот рассматри-
вались в целом ряде работ [13, 14, 16]. В работе [16]
используемые для этой цели реагенты ОФА и
N-АЦ не входили в состав фонового электролита,
а вводились отдельными зонами в кварцевый ка-
пилляр до и после ввода зоны пробы (так называ-
емый метод “сэндвича”): сначала раствор N-АЦ,
затем – разбавленный раствор анализируемой
пробы и, наконец, раствор ОФА (5 с).

За счет разбавления пробы 60 мМ фосфатным
буферным раствором с pH 6 достигалось онлайн
концентрирование. По данным авторов работы
[16], в этом случае реализуется смешанный вари-
ант концентрирования – pH-скачок и изотахофо-
рез: при вводе пробы в течение 100 с достигалось
увеличение чувствительности в 40 раз по сравнению
с вводом в течение 3 с. Добавление 1 мМ β-ЦД в ФЭ
обеспечило увеличение селективности разделения
дериватов [16]. Подобный принцип использован

при выявлении энантиомерной чистоты метиони-
на, триптофана, фениланалина и аспарагиновой
кислоты [13]. В работе [13] смесь реагентов
(30 мМ ОФА и 30 мМ N-АЦ в 20 мМ боратном бу-
ферном растворе) вводили в кварцевый капилляр
до и после зоны пробы (5 с, 0.5 атм.), а в качестве
дополнительного хирального селектора в фоно-
вом электролите использовали γ-циклодекстрин.
Сопоставлено влияние β-ЦД и γ-ЦД на разделе-
ние диастереомеров. Показано, что при исполь-
зовании γ-ЦД для большинства АК значения
факторов разрешения выше. Однако применение
γ-ЦД не позволяет разделить энатиомеры серина,
которые при использовании β-ЦД разделяются с
разрешением 1.5.

Нами предпринята попытка внутрикапилляр-
ной хиральной дериватизации с применением ре-
агентов ОФА и N-АЦ в сочетании с онлайн кон-
центрированием, а также исследовано влияние
2-ГП-β-ЦД и α-ЦД на селективность разделения
образующихся диастереомеров. Для проведения
внутрикапиллярной дериватизации за основу
взяли условия из работы [16]. Варьировали кон-
центрацию буферного электролита (50–200 мМ),
время гидродинамического ввода пробы (2–100 с,
30 мбар) и время ввода реагентов дериватизации
(2–5 с, 10–30 мбар). Данный вариант предполагал
последовательное введение N-АЦ, раствора про-
бы и затем – раствора ОФА. Электрофоретиче-
ское разделение образующихся производных
происходило в боратном буферном растворе с
pH 9.5, в котором растворялись и реагенты дери-
ватизации. В отличие от последних, анализируе-
мую пробу аминокислот растворяли в фосфатном
буферном растворе с pH 5.4, что обеспечило не
только внутрикапиллярную хиральную деривати-
зацию, но и онлайн концентрирование (pH-ска-
чок).

Суть механизма описана в работе [16]. В ка-
пилляр последовательно вводят раствор хираль-
ного реагента N-АЦ, далее – анализируемую про-
бу в фосфатном буферном растворе и, наконец,
раствор ОФА (рис. 1а). После приложения напря-
жения положительно заряженные молекулы ами-
нокислот мигрируют к катоду и концентрируют-
ся на границе зон пробы и N-ацетилцистеина.
Навстречу им движутся отрицательно заряжен-
ные молекулы N-ацетил-L-цистеина. В зону про-
бы начинают проникать гидроксильные ионы,
поскольку концентрация боратного буферного
раствора в фоновом электролите выше, чем фос-
фатного в пробе (рис. 1б). Это приводит к измене-
нию значения pH и аналитической формы ами-
нокислот из катионной в анионную, после чего
сконцентрированные аминокислоты совместно с
N-АЦ начинают мигрировать к аноду, т.е. в про-
тивоположную сторону относительно электроос-
мотического потока, и в определенный момент
достигают зоны о-фталевого альдегида. Здесь и
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происходит реакция образования соответствую-
щих изоиндольных производных (рис. 1в). Моле-
кулы о-фталевого альдегида в боратном буфер-
ном растворе с pH 9.5 не имеют собственной
электрофоретической подвижности и мигрируют
совместно с ЭОП. Образующиеся и сконцентри-
рованные диастереомеры аминокислот далее раз-
деляются в условиях КЗЭ (рис. 1г).

Описанные выше эксперименты по хиральной
внутрикапиллярной дериватизации проводили
как для модельных систем аминокислот (рис. 2),
так и для каждой АК в отдельности. Для увеличе-
ния эффективности концентрацию фосфатного
буферного раствора в пробе снизили с 60 мМ
(данные работы [16]) до 15 мМ. По нашим данным,
D-энантиомеры имеют большую электрофоретиче-
скую подвижность и мигрируют первыми.

Исследовано влияние концентрации боратно-
го буферного раствора на энантиоселективное
разделение диастереомеров аминокислот. При-
емлемые времена миграции и требуемую селек-

тивность разделения наблюдали при концентра-
ции фонового электролита 150 мМ.

В найденных условиях достигнуто разделение
энантиомеров производных Ser, Val, Met, Thr и
Ala, однако D- и L-формы Tyr и Thr не разделяют-
ся. Выполнили серию специальных эксперимен-
тов по установлению влияния макроциклическо-
го агента 2-ГП-β-ЦД в диапазоне концентраций
0.1–0.7 мМ в составе фонового электролита на
миграционные характеристики хиральных про-
изводных аминокислот (рис. 3). При увеличении
концентрации 2-ГП-β-ЦД в фоновом электроли-
те энантиоселективность возрастает для Trp, Tyr,
Val, Met и Thr, но при этом снижается для Ala и
Val. Наиболее заметное влияние увеличения кон-
центрации макроцикла на время миграции энан-
тиомеров обнаружено в случае тирозина. При
этом только для тирозина в этих условиях время
миграции производного L-изомера меньше, чем
D-изомера.

Рис. 1. Схема внутрикапиллярной хиральной дериватизации аминокислот. (а): Последовательное гидродинамическое
введение растворов N-ацетил-L-цистеина (N-АЦ), пробы и о-фталевого альдегида (ОФА); (б): онлайн концентриро-
вание аминокислот; (в): внутрикапиллярная дериватизация за счет смешения с зоной ОФА/N-АЦ; (г) хиральное раз-
деление аддуктов диастереомерных аминокислот. Концентрирование аминокислот происходит на разных стадиях
электромиграции – как до, так и после внутрикапиллярной дериватизации [16].
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Анализ результатов, полученных на модель-
ной системе аминокислот, позволил выбрать
наиболее подходящую концентрацию используе-
мого макроциклического агента, которая соста-
вила 0.1 мМ (рис. 4). Факторы энантиоселектив-
ности (Rs) производных D- и L-аминокислот при
данной концентрации представлены ниже:

Наличие в составе фонового электролита мак-
роцикла с меньшим размером полости – α-цико-
декстрина – влияет в первую очередь на времена
миграции диастереомеров метионина, улучшая
разделение с энантиомерами других АК, а также
обеспечивает разделение энантиомеров произ-
водных триптофана. При этом D- и L-формы ти-
розина в этих условиях не разделяются (рис. 5).
Для сокращения продолжительности анализа,
начиная с 28-й минуты, подавали дополнитель-
ное давление 30 мбар. Введение добавок сульфо-
β-циклодекстрина не привело к изменению се-
лективности разделения энантиомеров.

Выбранные условия (см. рис. 3) применили
при электрофоретическом исследовании амино-
кислотного состава культуральной жидкости бак-
терии E. coli (рис. 6а). Для увеличения чувстви-
тельности анализируемую пробу вводили в тече-

АК D,L-
Trp

D,L-
Tyr

D,L-
Met

D,L-
Val

D,L-
Thr

D,L-
Ser

D,L-
Ala

Rs 0.4 1.2 2.3 4.0 2.1 0.8 1.2

ние 50 с при давлении 30 мбар. С целью
идентификации компонентов КЖ добавляли
смесь всех исследуемых АК (5 мкг/мл) (рис. 6б).
Путем варьирования времени ввода пробы уста-
новлено, что при 80 с достигается максимальная
чувствительность при сохранении селективности
разделения. Пределы обнаружения составили
0.01 мМ для Glu и Asp, для других АК – в диапа-
зоне 3–7 мкМ.

Рис. 2. Электрофореграмма, полученная при внутрикапиллярной дериватизации и онлайн концентрировании мо-
дельной смеси аминокислот. Условия: 160 мМ боратный буферный раствор с pH 9.5; режим ввода: 1 – 150 мМ раствор
N-ацетил-L-цистеина (2 с, 10 мбар); 2 – раствор анализируемой пробы (50 с, 30 мбар); 3 – 100 мМ раствора о-фтале-
вого альдегида (2 с, 10 мбар); 25 кВ; 340 нм. Обозначения производных аминокислот: 1, 1' – Trp; 2, 2' – Tyr; 3, 3' – Met;
4, 4' – Val; 5, 5' – Thr; 6, 6' – Ser; 7, 7' – Ala; 8, 8' – Glu; 9, 9' – Asp; D-изомеры обозначены цифрой, а L-изомеры –
цифрой со штрихом.
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* * *

Таким образом, достигнуто электрофоретиче-
ское разделение энантиомеров аминокислот за
счет внутрикапиллярной хиральной дериватиза-
ции с применением реагентов ОФА и N-АЦ в со-

Рис. 4. Электрофореграмма диастереомеров произ-
водных аминокислот (Trp, Tyr, Ala, Ser, Val, Met, Thr)
c добавкой (2-гидроксипропил)-β-циклодекстрина
(2-ГП-β-ЦД) в фоновый электролит, полученная в
условиях внутрикапиллярной дериватизации и он-
лайн концентрирования. Условия: 160 мМ боратный
буферный раствор с pH 9.5, 0.1 мМ 2-ГП-β-ЦД; ре-
жим ввода: 1) – 150 мМ раствора N-ацетил-L-цисте-
ина, 5 с, 15 мбар; 2) – раствор анализируемой пробы,
10 с, 30 мбар; 3) – 100 мМ раствор о-фталевого альде-
гида, 5 с, 15 мбар; 25 кВ; 340 нм. Обозначения произ-
водных аминокислот см. в подписи к рис. 2.
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четании с онлайн концентрированием. Выбран-
ные условия использованы для определения
продуцируемых аминокислот в культуральной
жидкости бактерий E. coli. Электрофоретиче-
ский анализ показал присутствие Tyr, Ala, Ser и
Glu. Важным результатом явилось электрофоре-
тическое обнаружение в культуральной жидкости
D-Ser и D-Ala.

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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45-Я ГОДИЧНАЯ СЕССИЯ СОВЕТА
DOI: 10.31857/S0044450222050061

28 сентября 2021 г. в рамках VI Всероссийского
симпозиума “Разделение и концентрирование в
аналитической химии и радиохимии” (26 сентяб-
ря–02 октября 2021 г., с. Ольгинка Туапсинского
района) состоялась очередная 45-я Годичная сес-
сия Научного совета РАН по аналитической хи-
мии. Участие в ее работе приняли около 150 членов
совета и участников конференции. Программа сес-
сии включала вступительное слово председателя
совета академика РАН Ю.А. Золотова (публикуется
отдельно), доклад д. х. н. Д.О. Кирсанова о важней-
ших научных достижениях российских аналитиков
в 2020 г. (на основании материалов отчета совета за
2020 г.), отчет о научно-организационной дея-
тельности совета в 2020 и 2021 гг. ученого секрета-
ря совета к. х. н. И.Н. Киселевой, доклад замести-
теля генерального директора – начальника
управления программ и проектов РНФ А.Н. Бли-
нова “Грантовая поддержка исследований в обла-
сти химических наук” и сообщение член-корр.
РАН В.П. Колотова о IV Съезде аналитиков Рос-
сии (25 сентября–01 октября 2022 г., г. Москва,
НМЦ профсоюзов работников АПК).

На заседании состоялось вручение наград лау-
реатам молодежных премий совета за 2020 г.:
к. х. н. В.В. Толмачевой и к. х. н. М.В. Горбуновой
(МГУ им. М.В. Ломоносова, химический факуль-
тет, кафедра аналитической химии) – за разра-
ботку композитов на основе полимеров и наноча-
стиц для концентрирования и определения био-
логически активных органических соединений,
к. х. н. А.Ю. Шишову (СПбГУ, Институт химии,
кафедра аналитической химии) – за развитие но-
вого направления в области разделения и концен-
трирования, основанного на применении глубо-
ких эвтектических растворителей.

Участники сессии поздравили академика
Ю.А. Золотова с вручением ему в 2020 г. государ-
ственной награды РФ – ордена Александра Нев-
ского “За большой вклад в развитие науки и мно-
голетнюю добросовестную работу” и Золотой ме-
дали РАН им. Н.С. Курнакова за цикл работ
“Развитие общей методологии аналитической
химии”.

Д.О. Кирсанов, основываясь на результатах
наукометрической обработки числа публикаций
и их тем в высокорейтинговых журналах по ана-
литической химии, показал, чем живет мировая
аналитическая химия, и оценил место в ней рос-

сийских аналитиков. Если за основу сопоставле-
ния взять число публикаций по методам, то ока-
жется, что Россия занимает 11-е место по масс-
спектрометрии, 13-е по хроматографии, 16-е по
химическим сенсорам, 18-е по электрохимиче-
ским методам, 20-е по биосенсорам. Если сопо-
ставить тематику, то окажется, что, например, по
масс-спектрометрии большинство работ посвя-
щено белкам (их синтезу, изучению свойств), в
электрохимических методах – исследованию
электрополимеров, воды, наночастиц и т.д. Автор
доклада считает, что в целом у нас все неплохо, ана-
литическая химия в России развивается в соответ-
ствии с мировыми тенденциями; впереди масс-
спектрометрия, спектроскопия ГКР (SERS), иссле-
дования биологических объектов.

И.Н. Киселева перечислила мероприятия, ор-
ганизованные советом, его комиссиями и отделе-
ниями в 2020 г. В Саратове с 24 по 28 февраля на
базе Института химии Саратовского университе-
та состоялся 12-й Зимний симпозиум по хемомет-
рике (The 12th Winter Symposium on Chemomet-
rics, WSC-12, 55 участников); в Москве с 23 по
26 сентября в МВЦ “Крокус Экспо” прошла 18-я
Международная выставка “Аналитика Экспо
2020”, на которой д. х. н. Б.К. Зуев провел семи-
нар “Газовые сенсоры в аналитической химии”.
С 27 сентября по 3 октября в с. Ольгинка под Ту-
апсе была проведена IV Всероссийская конфе-
ренция “Аналитическая хроматография и капил-
лярный электрофорез” (170 участников); в рамках
конференции состоялась 44-я Годичная сессия
совета. В Казани с 16 по 20 ноября была организо-
вана Х юбилейная Всероссийская конференция
по электрохимическим методам анализа ЭМА
2020 (63 участника). В 2021 г. с 13 по 16 апреля в
Москве в “Крокус Экспо” состоялась очередная
19-я международная выставка “Аналитика Экспо
2021”, в научную программу которой были вклю-
чены два семинара, организованные советом:
“Аналитические методы подтверждения эффек-
тивности и безопасности фармацевтических пре-
паратов” (ведущий д. х. н. Г.Б. Голубицкий) и
“Определение лекарственных веществ в меди-
цинских объектах” (ведущий д. х. н. А.И. Ревель-
ский). В августе в Новосибирске успешно прошла
11-я Научная конференция и школа молодых уче-
ных “Аналитика Сибири и Дальнего Востока”,
посвященная 100-летию со дня рождения
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И.Г. Юделевича, перенесенная из-за пандемии с
августа 2020 г. на 2021 г. VI Всероссийский симпо-
зиум “Разделение и концентрирование в анали-
тической химии и радиохимии” состоялся с
26 сентября по 1 октября 2021 г. в с. Ольгинка
(около 300 участников).

А.Н. Блинов свое выступление начал с инфор-
мации о ежегодных суммах грантовой поддержки
фундаментальных и поисковых научных исследо-
ваний. Так, в 2020 г. эта сумма составила
21 млрд руб.; 15.9% от нее были выделены на на-
правление “Химия и науки о материалах”. Основ-
ными условиями конкурсов РНФ являются ква-
лификация руководителя (8 публикаций в WoS
и/или SCOPUS за 5 лет), обязательства взамен
грантов (8 публикаций в WoS и/или SCOPUS за
время выполнения работы), доля молодых иссле-
дователей (не менее 50%), срок выполнения – три
года с возможностью продления еще на два года,
коллектив 4–10 человек. Поддерживаются меж-
дународные исследовательские коллективы. Су-
ществует президентская программа “Проведение
фундаментальных научных исследований и поис-
ковых научных исследований по поручениям
Президента РФ”. С 2022 г. начинают работать
конкурсы “Проведение фундаментальных науч-
ных исследований и поисковых научных иссле-
дований малыми научными группами”, а также
региональные конкурсы. С момента подачи заяв-
ки до получения средств гранта проходит около
полугода. Функционирует многоуровневая ком-

петентная экспертиза заявок, состав экспертов
ежегодно обновляется. С условиями всех конкур-
сов можно познакомиться на сайте рнф.рф.

В.П. Колотов, один из сопредседателей
IV Съезда аналитиков России, напомнил присут-
ствующим о трех предыдущих съездах. В съезде
2010 г. приняли участие 464 человека, в 2013 г. бо-
лее 400 человек и 391 человек в 2017 г. Докладчик
напомнил о конференциях и симпозиумах, во-
шедших в их программы. Следующий, IV Съезд
аналитиков России планируется провести с
25 сентября по 1 октября 2022 г. в г. Москве,
НМЦ профсоюзов работников АПК. В програм-
му съезда будут включены конференции “Анали-
тика России” (спектроскопические, масс-спек-
трометрические, электрохимические и биохими-
ческие методы, анализ объектов, общие вопросы
аналитической химии), “Экоаналитика”, “Хро-
матография: теория и аналитическое примене-
ние”, “Рентгеновские методы анализа”, Симпо-
зиум по преподаванию аналитической химии и
подготовке кадров высшей квалификации, Сим-
позиум по аналитическому приборостроению,
46-я Годичная сессия Научного совета РАН по
аналитической химии, круглые столы, лекции,
культурная программа.

Заседание закончилось признанием отчета со-
вета за 2020 г. удовлетворительным и его утвер-
ждением.

И.Н. Киселева
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ВСТУПИТЕЛЬНОЕ СЛОВО ПРЕДСЕДАТЕЛЯ НАУЧНОГО 
СОВЕТА РАН ПО АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ НА ГОДИЧНОЙ СЕССИИ 

28 СЕНТЯБРЯ 2021 Г.
DOI: 10.31857/S0044450222050206

Дорогие коллеги! Я держу в руках отчет науч-
ного совета за 2020 г.; это многостраничный доку-
мент, в нем много интересного. Приятно созна-
вать, что, несмотря на пандемию, на изоляцию,
исследования и разработки не только продолжа-
лись, но и дали многочисленные полезные ре-
зультаты. Надо еще помнить, что в отчет совета
попадает не все, что делается в стране в области
аналитической химии. Несмотря на пандемию,
проведены две крупные конференции – &V Все-
российская конференция “Аналитическая хро-
матография и капиллярный электрофорез”
(27 сентября–2 октября 2020 г.) и Χ& Научная
конференция “Аналитика Сибири и Дальнего
Востока” в Новосибирске (16–20 августа 2021 г.).
Защищено несколько докторских диссертаций
(А.Ю. Богомолов, А.З Темердашев, Н.В. Улья-
новский).

Из событий более широкого плана надо с удо-
влетворением отметить, что в декабре 2020 г. на-
конец принят закон, в значительной степени воз-
вращающий аспирантуру к тому статусу, который
она имела до 2012 г., когда был принят Закон об
образовании. С аспирантурой было бы совсем хо-
рошо, если бы стипендия аспирантов увеличи-
лась бы, скажем, в 5 раз.

Высшую школу ждет очередная организаци-
онная лихорадка: вместо системы бакалавриата и
магистратуры, да и специалитета, предполагается
внедрить так называемую систему 2 + 2 + 2.

Уходящий год был богат на юбилеи. 90 лет ис-
полнилось создателю электротермической атом-
ной абсорбции Борису Владимировичу Львову.
85-летний юбилей отметили: один из самых круп-
ных наших хроматографистов Яков Иванович
Яшин; Игорь Александрович Ревельский, внес-
ший значительный вклад в масс-спектрометрию,
а также специалист по органическим реагентам и
экоанализу Юрий Маркович Дедков и энтузиаст
искусственного интеллекта в приложении к рас-
шифровке структур органических соединений
Михаил Евгеньевич Эляшберг. 80 лет исполни-
лось члену-корреспонденту РАН, заместителю
председателя нашего совета Борису Яковлевичу
Спивакову, а также Владимиру Витальевичу Куз-
нецову, долгое время возглавлявшему кафедру

аналитической химии РХТУ им. Д.И. Менде-
леева.

Профессора Вячеслав Исаакович Вершинин
(Омск), Михаил Иванович Дегтев (Пермь) и Вла-
димир Матвеевич Грузнов (Новосибирск) про-
шли 75-летний рубеж. 70-летие отметили дирек-
тор Института аналитического приборостроения
В.Е. Курочкин, ведущий специалист по тонко-
слойной хроматографии В.Д. Красиков (оба из
Петербурга), бывший декан федерального уни-
верситета в Красноярске С.В. Качин и специа-
лист по анализу стали академик К.В. Григорович.
Свои 65 лет оставили позади З.А. Темердашев,
А.М. Долгоносов, А.Б. Волынский, 60 лет –
М.К. Беклемишев, Г.Б. Голубицкий, И.А. Буря-
ков, П.К. Суханов. С.Ю. Доронину исполнилось
50 лет. Юбилей отметили Э.Р. Оскотская, Л.А. Кар-
цова, С.В. Курбатова, Г.Б. Слепченко, И.И. Зано-
зина, И.Ю. Горячева.

Поздравляем всех юбиляров, желаем им здо-
ровья, благополучия и успехов.

К глубокому сожалению, научный совет понес
серьезные потери. 7 ноября 2020 г. ушла из жизни
Валентина Павловна Фадеева, заведовавшая ана-
литической лабораторией Новосибирского ин-
ститута органической химии. 1 февраля мы поте-
ряли Римму Кузьминичну Чернову, которая бо-
лее сорока лет заведовала кафедрой в
Саратовском государственном университете.
8 февраля 2021 г. скончался крупный хроматогра-
фист Виктор Григорьевич Березкин. 5 апреля не
стало Юрия Степановича Другова, автора огром-
ного числа руководств по анализу объектов окру-
жающей среды. 14 июля ушел из жизни выдаю-
щийся ученый, заместитель председателя науч-
ного совета Юрий Александрович Карпов.
Академик Карпов долгие годы заведовал анали-
тическим отделом Гиредмета, был президентом
ассоциации “Аналитика”, главным редактором
журнала “Заводская лаборатория. Диагностика
материалов”.

Сообщество аналитиков объединяется не
только научным советом. Есть Всероссийское
масс-спектрометрическое общество (ВМСО),
Хемометрическое общество, ассоциация “Анали-
тика”, ассоциация судебно-химических экспер-
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тов (правда, многие члены этих и других объеди-
нений одновременно являются и членами нашего
совета, во всяком случае все руководители).
ВМСО проводит свои съезды и конференции, Хе-
мометрическое общество – зимние симпозиумы
по хемометрике, ассоциация “Аналитика” соби-
рает аналитиков-практиков ежегодно в апреле.
Все это очень хорошо. В апреле каждого года ор-
ганизуется выставка “Аналитика Экспо”, партне-
ром которой является наш научный совет.

Издательства стали больше переводить хоро-
шие иностранные книги, особенно по приклад-
ному анализу (например, петербургское изда-

тельство “Профессия”) или типа учебных посо-
бий и справочников; хуже обстоит дело с
монографиями: издательства боятся, что на них
будет малый спрос. В Советском Союзе государ-
ство брало расходы на себя, издательства, особен-
но издательство “Мир”, во многом способствова-
ли развитию нашей науки, выпуская книги с пе-
реднего края науки мировой.

А мы должны стремиться к тому, чтобы быть
на переднем крае.

Ю.А. Золотов
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VI ВСЕРОССИЙСКИЙ СИМПОЗИУМ “РАЗДЕЛЕНИЕ 
И КОНЦЕНТРИРОВАНИЕ В АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ 

И РАДИОХИМИИ”
DOI: 10.31857/S0044450222050176

С 26 сентября по 2 октября 2021 г. в с. Ольгин-
ка Туапсинского района Краснодарского края
проходил VI Всероссийский симпозиум “Разделе-
ние и концентрирование в аналитической химии и
радиохимии”. Симпозиум был организован Мини-
стерством науки и высшего образования РФ, Науч-
ным советом РАН по аналитической химии, Ин-
ститутом геохимии и аналитической химии
им. В.И. Вернадского РАН, Московским госу-
дарственным университетом им. М.В. Ломоносо-
ва и Кубанским государственным университетом.
В работе симпозиума участвовали 312 человек, из
них 142 молодых ученых (школьников, студентов,
магистров, аспирантов и молодых сотрудников),
а также 4 специалиста из Белоруссии и Казахста-

на. Были представлены 68 организаций из 34 го-
родов – 25 вузов, 13 академических институтов, а
также отраслевых научно-исследовательских ин-
ститутов, предприятий и организаций реального
сектора экономики. Самые многочисленные де-
легации были представлены учеными из Москвы
и Московской области (137), Краснодара (39),
Санкт-Петербурга (36), Казани (9), Саратова (8),
и Воронежа (8 человек). Свои экспозиции пред-
ставили 14 фирм-производителей и поставщиков
аналитического оборудования.

Обсуждались теория и методология разделе-
ния и концентрирования; различные методы раз-
деления (сорбция, экстракция, электрохимиче-
ские, мембранные методы и др.); концентрирова-

ХРОНИКА

Фото 1. Почетный председатель Оргкомитета академик Ю.А. Золотов на открытии симпозиума.

EDN: TGSVJR
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Фото 2. В зале заседаний.

Фото 3. Демонстрация аналитического оборудования.
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ние, в том числе с использованием наночастиц и
наноструктур, для определения веществ метода-
ми спектроскопии, хроматографии, электрофо-
реза и т.п.; практическое применение в аналити-
ческой химии и лабораторной радиохимии; при-
боры, автоматизация, компьютеризация.

Заслушаны 10 пленарных лекций, 16 пригла-
шенных главных секционных и 44 секционных
доклада, сделаны 228 стендовых сообщений (фо-
то 1–3). Можно отметить приветствия сопредсе-
дателя Оргкомитета д. х. н. Г.И. Цизина и члена-
корр. РАН С.Н. Калмыкова, доклады председате-
ля НСАХ РАН академика РАН Ю.А. Золотова “О
состоянии и тенденциях развития аналитической
химии”, д. х. н. Р.Х. Хамизова и д. х. н. А.М. Дол-
гоносова “Наноиониты. Свойства и возможности
применения в аналитической химии”, чл.-корр.
РАН С.Н. Калмыкова “Методы концентрирова-
ния и разделения радионуклидов в ядерном топ-
ливном цикле нового поколения”, чл.-корр.
АН РБ В.Н. Майстренко и Ю.А. Яркаевой “Но-
вые хиральные материалы для дискриминации и
определения энантиомеров в вольтамперометри-
ческих сенсорах”, д. х. н. П.С. Федотова, к. х. н.
М.С. Ермолина, к. х. н. А.И. Иванеева и члена-
корр. РАН Б.Я. Спивакова “Разделение и анализ
наночастиц окружающей среды: современные
методы и подходы”, д.х.н. Г.А. Евтюгина и к. х. н.
А.В. Порфирьевой “Электрохимический анализ
органических соединений в водно-органических
и дисперсионных средах”, д.х.н. Х.З. Брайниной,
д. х. н. Н.Ю. Стожко, к. х. н. М.А. Бухариновой и
д. х. н. Л.Г. Гальперина “Электродные процессы
на наночастицах: математическое моделирование
и эксперимент”, д. х. н. П.Н. Нестеренко “Техно-
логия сухих пятен крови. Современное состояние
и перспективы”, Р.Х. Дженлода, д. х. н.
В.М. Шкинева и члена-корр. РАН Б.Я. Спивако-
ва “Ультразвуковые стоячие волны в анализе раз-
личных объектов”, д. х. н. С.Г. Дмитриенко,
д. х. н. В.В. Апяри, к. х. н. В.В. Толмачевой и
к. х. н. М.В. Горбуновой “Жидкофазное микро-
экстракционное концентрирование органиче-
ских соединений”, д. х. н. Д.О. Кирсанова,
Ю.С. Савосиной, М.С. Агафоновой-Мороз,
к. х. н. А.В. Легина и к. х. н. В.А. Бабaина “Он-
лайн контроль экстракционного процесса разде-
ления компонентов ОЯТ с помощью потенцио-
метрических мультисенсорных систем”, члена-
корр. РАН В.П. Колотова, А.В. Жилкиной, к. х. н.
Е.А. Захарченко, к. х. н. Д.Н. Догадкина, В.Е. Ог-
нева, Д.А. Тюрина и А.О. Хлуднева “Углеродные
наноматериалы для концентрирования редкозе-
мельных элементов: определение сверхнизких
концентраций РЗЭ в ультраосновных геологиче-
ских породах методом МС-ИСП”, А.А. Фурлето-
ва, д. х. н. В.В. Апяри, П.А. Волкова, д. х. н.
С.Г. Дмитриенко и академика РАН Ю.А. Золото-
ва “Сорбционный способ получения и аналити-

ческие возможности нового композитного мате-
риала на основе пенополиуретана, модифициро-
ванного треугольными нанопластинками
серебра”, д. х. н. Е.И. Савельевой “Новые тен-
денции в разделении и концентрировании при
анализе биомедицинских проб”, д. х. н. А.В.
Пирогова, Е.С. Марковой, к. х. н. М.В. Попика и
члена-корр. РАН О.А. Шпигуна “Пассивные сор-
беры на основе углеродных материалов и их ана-
лиз для оценки нефтегазоносности пород”, д. х. н.
В.В. Милютина, к. х. н. Н.А. Некрасова и
В.О. Каптакова “Сравнительная оценка сорбци-
онных характеристик различных сорбционных
материалов по отношению к радионуклидам це-
зия и стронция”, д. х. н. Г.И. Цизина и к. х. н.
М.А. Статкуса “Пористый графитированный уг-
лерод для разделения и концентрирования гидро-
фильных органических веществ”, к. х. н. Д.С. Ко-
сякова “Сверхкритические флюидные техноло-
гии разделения и концентрирования в
аналитической химии”, Ж.В. Арутюнян, А.С. Се-
меновой, Т.А. Червонной, к. х. н. Т.Н. Мусори-
ной и к. х. н. А.З. Темердашева “Оптимизация
техники DLLME при ВЭЖХ-определении ПАУ в
поверхностных водах”, к. х. н. Е.А. Захарченко,
А.В. Жилкина, В.Е. Огнева, к. х. н. Д.Н. Догадки-
на, В.И. Казина, О.А. Хлуднева и члена-корр.
РАН В.П. Колотова “Сорбционные свойства уг-
леродных наноматериалов различного типа и их
модификаций по отношению к широкому спек-
тру элементов: исследование методом МС-ИСП
и возможности их аналитического применения”.

В рамках симпозиума проведена 45 годичная
сессия Научного совета РАН по аналитической
химии.

Участники отмечали, что симпозиум внес
вклад в развитие фундаментальных и прикладных
исследований в области методов разделения и кон-
центрирования, в укрепление связей вузовской и
академической науки, научных центров, в повыше-
ние уровня подготовки специалистов в области хи-
мико-аналитического контроля. Участники при-
знали симпозиум успешным, научную программу
выполненной полностью; отметили высокий
уровень докладов; выразили благодарность орг-
комитету, Кубанскому университету и ОК “Ор-
бита” за организацию и проведение симпозиума;
признательность организациям, оказавшим фи-
нансовую поддержку симпозиуму, – ООО “НКЦ
“ЛАБТЕСТ”, ООО “Физлабприбор”, ООО “Бру-
кер”, компании “Merck”, ООО “СокТрейд Ко”,
ООО “Метром РУС”, ООО “НПО “Спектрон”,
АО “БиоХимМак СТ”, ЗАО СКБ “Хроматэк”,
ООО “Энерголаб”, ООО “ЭКРОСХИМ”, компа-
нии “ГАЛАХИМ”, группе компаний “Бентонит”,
ООО “АВРОРА”.

З.А. Темердашев, Г.И. Цизин
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29 ноября 2021 г. ушла из жизни Маргарита
Сергеевна Черновьянц, доктор химических наук,
профессор химического факультета Южного фе-
дерального университета.

М.С. Черновьянц родилась 28 августа 1938 г. в
Свердловске. Почти весь профессиональный
жизненный путь Маргариты Сергеевны связан с
Ростовским государственным университетом, в
который она поступила в 1956 г. и где через 14 лет
защитила кандидатскую диссертацию, посвя-
щенную исследованию электроанализа меди и
никеля. Затем долгие годы научный интерес
М.С. Черновьянц был связан с направленным
синтезом новых аналитических органических ре-
агентов и координационной химией цианокси-
мов азотсодержащих гетероциклов и их структур-
ных аналогов. Ею совместно с аспирантами и со-
трудниками было предложено аналитическое
применение комплексов переноса заряда и ион-
ных ассоциатов с металлами. Расчетными и экс-
периментальными методами определена структу-
ра хелатного узла и найдены закономерности из-
менения устойчивости хелатов, связанные с

тонкой структурой лигандов, процессами сольва-
тации и самоассоциации. Итогом этих исследова-
ний стала защита в 1995 г. докторской диссерта-
ции “Оксимы и цианиновые красители на основе
азотсодержащих гетероциклов и их применение в
спектрофотометрическом анализе”.

На химическом факультете Ростовского госу-
дарственного университета (с 2006 г. – Южного
федерального университета) Маргарита Сергеев-
на прошла путь от ассистента до профессора. Раз-
работанные ею курсы лекций по спектрофото-
метрическому анализу, строению и свойствам ор-
ганических реагентов, анализу лекарственных
средств многие годы входят в учебный план ка-
федры аналитической химии, которой Маргарита
Сергеевна руководила с 1996 по 2016 г. Совместно
с коллегами она разрабатывала и обеспечивала
реализацию программы развития кафедры, опре-
деляла тематику и программы курсов и семина-
ров, дипломных и курсовых работ, производ-
ственных практик. Под руководством М.С. Чер-
новьянц на кафедре начали успешно развиваться
новые научные направления, связанные с исследо-
ванием органических иодогалогенидов – препара-
тов активного иода и гетероароматических тиоами-
дов, антитиреоидных лекарственных средств. Ис-
следования проводились с применением новейших
спектроскопических, масс-спектрометрических и
магнитно-резонансных методов в сочетании с со-
временными методами разделения. Было выполне-
но химико-фармацевтическое исследование новых
лекарственных препаратов на основе производных
бензимидазола, проводился анализ растительного
сырья, разрабатывались методики определения
биологически активных соединений. В эти годы
на химическом факультете была открыта специа-
лизация “Химия окружающей среды и химиче-
ская экспертиза”. На кафедре успешно начались
работы по экологической тематике, в дальней-
шем исследования переросли в тесное многолет-
нее сотрудничество с Гидрохимическим институ-
том и Азовским научно-исследовательским ин-
ститутом рыбного хозяйства.

Под руководством М.С. Черновьянц защище-
но 15 кандидатских диссертаций. Маргарита Сер-
геевна была членом Научного совета РАН по ана-
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литической химии, членом диссертационного со-
вета Кубанского государственного университета.
В 2004 г. под ее редакцией было подготовлено
учебное пособие “Систематические и случайные
погрешности химического анализа”. За послед-
ние 10 лет в соавторстве с аспирантами и сотруд-
никами опубликованы десятки статей в высоко-
рейтинговых журналах. Ее работы активно цити-
руются и служат примером для студентов,
желающих заниматься наукой.

Жизненная энергия Маргариты Сергеевны,
профессиональные и душевные качества, эруди-
ция и любовь к искусству всегда привлекали к
ней. Высочайшая требовательность ее к себе и
окружающим поражала и вызывала уважение.
Для сотрудников и студентов химического фа-
культета университета она запомнится жизнера-
достным, добрым и отзывчивым человеком,
принципиальным, но всегда готовым оказать по-
мощь.


